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I. EINLEITUNG

Die Kolik stellt einen der haufigsten Notfélle in der Pferdemedizin und folglich eine
plotzliche Todesursache bei Pferden dar (Traub-Dargatz et al. 2001, Diakakis &
Tyrnenopoulou 2018, Dybkjaer et al. 2022). In einer Untersuchung zur Inzidenz
wurde in den USA eine Schitzung von mehr als vier Kolikfillen von hundert
Pferden im Jahr ermittelt. Die Sterblichkeitsrate betrug elf Prozent und die
jéhrlichen Kosten, die durch die konservative und chirurgische Behandlung dieser
Erkrankung entstanden, wurden auf 115.300.000 Dollar beziffert (Traub-Dargatz et
al. 2001). Die Vielzahl an Studien zur akuten Erkrankung des Magen-Darm-Trakts
bei Pferden spiegelt dessen Bedeutung wider. Es gibt zahlreiche
Veroffentlichungen zu potenziellen Ursachen und Risikofaktoren, die zur
Entstehung von Koliken beitragen konnen (Hudson et al. 2001, Archer & Proudman
2006, Iglesias-Garcia et al. 2022). Bei Auftreten der Erkrankung ist die Prognose
des Pferdes von besonderer Bedeutung. Um diese mdglichst objektiv einschitzen
zu konnen, werden sogenannte Prognoseparameter untersucht. Darunter z&hlen
einzelne Stress- und Schmerzparameter wie die Herzfrequenz, sowie Laktat und
Cortisol aus dem Blut (Hinchcliff et al. 2005, Dunkel et al. 2013, Bowden et al.
2020, Smanik et al. 2022). Es werden aber auch aus mehreren Parametern
zusammengesetzte Modelle, wie zum Beispiel der Colic Severity Score, fiir die
Vorhersage der Uberlebenschance entwickelt (Furr et al. 1995, Dukti & White
2009, Farrell et al. 2021, Bishop et al. 2022). Zur einheitlichen Analyse der
abdominalen Schmerzen wurden daneben klinische Skalen, wie die Equine Acute
Abdominal Pain Scale oder die Equine Utrecht University Scale for Composite Pain

Assessment erstellt (van Loon & van Dierendonck 2015, Sutton & Bar 2016).

Bisher ist kein einzelner Parameter bekannt, der zuverldssig eine objektive
Einschitzung von Kolikpatienten erlaubt. Um Stress und Schmerzen von Pferden
mit akutem Abdomen in Zukunft moglichst objektiv und einfach evaluieren zu
konnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Biomarker im Zusammenhang mit

der Kolikerkrankung untersucht: Substanz P und Alpha-Amylase.

Die Substanz P (SP) ist ein seit 1931 bekannter Neurotransmitter aus der Familie
der Tachykinine und spielt bei vielen Funktionen des Korpers eine Rolle (v. Euler

& Gaddum 1931, Maggi et al. 1990). Sie ist unter anderem an der Stimulation der
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glatten Muskulatur des Darms, der Regulierung des Herz-Kreislauf-Systems und
der Modulation neurogener Entziindungen beteiligt (Domeneghini et al. 2004,
Steinhoff et al. 2014, Mistrova et al. 2016). Die besondere Bedeutung der
Schmerzvermittlung von SP wird im Bereich der Rindermedizin schon seit einigen
Jahren untersucht (Hunt & Mantyh 2001, Coetzee et al. 2008, Tschoner & Feist
2022). Bei Pferden wurde bisher nur eine limitierte Anzahl an Studien iiber SP
durchgefiihrt (Everett et al. 2018, Scholler et al. 2023) und es wurden bislang noch

keine Studien im Zusammenhang mit Kolik veroffentlicht.

Die Alpha-Amylase (AA) fungiert als Glykosidhydrolase und tridgt somit zur
enzymatischen Verdauung von Kohlenhydraten bei (Wolffram 2022). Sie wird in
Studien als Biomarker -eingesetzt, um die Aktivitit eines der grofen
Stressreaktionssysteme des Korpers, ndmlich das autonome Nervensystem,
widerzuspiegeln (Fuentes-Rubio et al. 2016, Skoluda et al. 2017). Die Alpha-
Amylase wurde im Zusammenhang mit Kolik beim Pferd bisher nur aus dem
Speichel, jedoch noch nicht aus dem Blut untersucht (Contreras-Aguilar et al. 2018,
Contreras-Aguilar et al. 2019).

Aus diesen Griinden wurden die beiden genannten Biomarker in einer klinischen
Studie bei Pferden mit gering-, mittel- und hochgradigen Koliken im Blut bestimmt

und als Stress- und Schmerzparameter evaluiert.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Kolik

1.1. Definition Kolik

Der Begriff Kolik beschreibt den Symptomenkomplex der abdominalen
Schmerzen. Dabei konnen die Schmerzen in unterschiedlicher Intensitét auftreten.
Am héaufigsten liegt die Ursache einer Kolik bei Erkrankungen des Magen-Darm-
Trakts, es konnen aber auch andere Organsysteme Ausldser fiir diese Symptome
sein. In Frage kommen beispielsweise die Harn- und Geschlechtsorgane,
verschiedene Infektionskrankheiten, Leber- und Gallengangserkrankungen, Futter-
oder Wassermangel oder auch Geburten (Hofmann 2010). Daneben kdnnen auch
Schmerzen ausgeldst durch Myopathien oder neurologische Erkrankungen einer
gastrointestinalen Kolik &hneln (Graubner 2017, Aleman et al. 2018, Valberg
2018). So schrieb Wilhelm Dieckerhoff, ehemaliger Professor der Tierdrztlichen
Hochschule Berlin, bereits im Jahre 1892, dass zwischen einer symptomatischen,
falschen und wahren Kolik unterschieden werden sollte. Als symptomatische Kolik
bezeichnete er eine entziindliche Reizung, welche im Darmtrakt zum Beispiel durch
Vergiftungen entstand. Als falsche Kolik definierte er Koliksymptome, die durch
andere Organe des Abdomens als dem Magen-Darm-Trakt herbeigefiihrt wurden.
Der Begriff der wahren Kolik beschrieb aus dieser historischen Sichtweise, dass die
Schmerzen durch eine direkte Erkrankung des Magen- und Darmtrakts ausgelost
wurden (Dieckerhoff 1892). Aus heutiger Sicht wird bei Koliksymptomen
zwischen gastrointestinalen Ursachen und Ursachen aus anderen Organen des

Korpers unterschieden (Becker et al. 2016).

Die Symptome einer Kolik sind vielfiltig und kénnen sich je nach Schweregrad
stark unterscheiden. Klassische Symptome sind: Liegen und Umsehen nach dem
Bauch, Flehmen, allgemeine Unruhe wie mit den Beinen gegen den Bauch treten
oder Scharren mit den VordergliedmaBen. Bei stirkeren Schmerzen kann
plotzliches Niederwerfen und Wélzen vorkommen, in besonders schwerwiegenden
Féllen Riickenlage oder Hundesitz-artige Stellung. Schwitzen ist ein weiteres

Leitsymptom (Hofmann 2010, Becker et al. 2016).
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1.2. Ursachen und Risikofaktoren fiir Kolik

Im Vergleich zu anderen Haustieren sind Pferde besonders kolikanfillig.
Pradisponierend wirken sich dafiir unter anderem besondere anatomische
Gegebenheiten im Magen-Darm-Trakt des Pferdes aus. Ein Merkmal des Magens
ist sein vergleichsweise geringes Fassungsvermdgen von 8 bis 15 Litern, abhingig
von der GroBe des Pferdes. Aufgrund der spitzwinkeligen Miindung des Osophagus
in die Kardia und des kriaftigen M. sphincter cardiae konnen Pferde nicht erbrechen
und der Magen kann bei primérer oder sekundirer Uberladung rupturieren (K&nig
& Gerhards 2010). Der Diinndarm ist circa 20 bis 30 Meter lang und kann sich
angesichts seines langen Gekroses im Abdomen vergleichsweise frei bewegen.
Dabei kann er in physiologisch vorkommende Hohlen, wie zum Beispiel dem
Foramen omentale, vorfallen und abgeschniirt werden. Aufgrund der doppelten
Hufeisenform und der einzigen Fixierung im Bereich der vorderen Gekrosewurzel
kann sich das groBe Kolon drehen, umschlagen oder im Milz-Nieren-Raum
einhaken (Hofmann 2010, Becker et al. 2016). Obstipationen des groflen Kolons,
eine der hiufigsten Kolikformen des Pferdes, treten besonders an den anatomischen
Strukturen auf, an welchen sich der Durchmesser des Lumens verringert: in der
Beckenflexur, sowie im rechten dorsalen Kolon (White & Dabareiner 1997).
Zwischen Magen und Duodenum und auch Ileum und Zdkum bestehen weitere
Verianderungen des Lumens, weshalb es im Bereich dieser Strukturen ebenfalls zu

Obstipationen kommen kann (Becker et al. 2016).

Neben den besonderen anatomischen Eigenschaften konnen eine Reihe weiterer
Faktoren beim Pferd urséchlich fiir Kolik sein. Epidemiologische Studien haben
gezeigt, dass die Erkrankung in ihrer Entstehung komplex und héufig
multifaktoriell bedingt ist (Reeves 1997, Archer & Proudman 2006). Im
Zusammenhang mit dem Lebensraum und den Haltungsbedingungen von Pferden
treten bestimmte Kolikarten gehéduft auf. Zum Beispiel kommen in Regionen mit
sandigem Boden eher Sandkoliken oder auch Enterolithiasis vor (Ragle et al. 1989,
Hassel et al. 1999). Die geografische Lage konnte auch in Bezug auf die
Breitengrade eine Rolle spielen. In einer Studie wurde bei jedem Grad weiter
nordlich eine bis zu 2,4-fach hohere Inzidenz festgestellt. Die Autoren vermuten,
dass es mit der dort zunehmend kélteren Temperatur zusammenhéngen konnte
(Cianci et al. 2021). Insgesamt ist die Beziehung zwischen dem Auftreten von Kolik

und der geografischen Lage bisher kaum untersucht. In einer fritheren Studie konnte
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in den USA kein Unterschied hinsichtlich der verschiedenen Regionen festgestellt
werden (Traub-Dargatz et al. 2001). Im Gegensatz dazu kamen in Stidschweden
Koliken etwas hiufiger als in den mittleren und nérdlichen Regionen vor (Egenvall
et al. 2008). Die Jahreszeit und das Wetter scheinen in manchen Populationen
ebenfalls das Auftreten von Koliken zu beeinflussen. Mehrere Studien haben
intensive Wetterperioden mit einem erhohten Aufkommen von Patienten mit
akutem Abdomen in Verbindung gebracht (Kaya et al. 2009, Diakakis &
Tyrnenopoulou 2018, Iglesias-Garcia et al. 2022). Je nach Region werden
unterschiedliche Jahreszeiten angegeben, in welchen ein hoheres Vorkommen von
Koliken verzeichnet wurde, wie etwa der Friihling in Griechenland oder der
Sommer in Spanien (Diakakis & Tyrnenopoulou 2018, Iglesias-Garcia et al. 2022).
HeiBe Temperaturen wurden in einer Studie aus Osterreich als ein Risikofaktor fiir
die Erkrankung identifiziert (Kaya et al. 2009). In einer Zeitspanne von drei Jahren
wurde in einer Region Nordgriechenlands der Zusammenhang zwischen
Temperaturschwankungen, der relativen Luftfeuchtigkeit und der Entstehung von
Koliken untersucht. Es wurde eine signifikante Korrelation zwischen abrupten
Schwankungen der Temperatur und dem Auftreten von Kolikepisoden festgestellt.
Eine Verbindung zur relativen Luftfeuchtigkeit bestand hingehen nicht (Diakakis
& Tyrnenopoulou 2018). Eine eindeutige Begriindung fiir diese Phdnomene ist
bislang nicht geklart, verschiedene Zusammenhénge werden diskutiert. In mehreren
Tiermodellen konnte eine Verbindung zwischen witterungsbedingtem Stress und
dem antioxidativen Abwehrsystem hergestellt werden. Hyperthermie, aber auch
Kalte kann zu Verdnderungen in der gastrointestinalen Mikroflora und damit zu
Storungen in Struktur und Funktion des Darmtrakts fithren (Moro et al. 1998, Oliver
et al. 2012). Daneben kann Temperaturstress Entziindungsreaktionen im
Duodenum, Jejunum und Ileum auslésen (Fu et al. 2013). Andere Autoren
beschreiben ein gestortes Vegetativum mit der Folge von schmerzhaften Kriampfen
durch meteorologische Verdnderungen wie plotzliche Wetterumschwiinge (Becker

et al. 2016).

Neben den umweltbedingten Einfliissen gibt es einige Risikofaktoren, welche das
Signalement des Pferdes betreffen. Das Lebensalter der Pferde wird in der Literatur
immer wieder aufgegriffen, wobei sehr unterschiedliche Angaben zu finden sind
(Curtis et al. 2019). Cohen et al. gibt an, dass mit einem Alter von {iber 10 Jahren

eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir eine Kolik besteht, in einer anderen Studie
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werden wiederum Pferde im Alter von zwei bis 10 Jahren mit einem groBeren
Risiko beschrieben (Tinker et al. 1997, Cohen et al. 1999). Altere Tiere,
insbesondere Wallache und Ponys, neigen beispielsweise aufgrund ihres erhdhten
viszeralen Fettgehalts eher zu einer Strangulation durch ein Lipoma pendulans
(Edwards & Proudman 1994). Manche Rassen, wie zum Beispiel Araber, scheinen
generell ein gesteigertes Risiko flir die Entwicklung von Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts zu haben (Reeves et al. 1996, Cohen et al. 1999). Eine
Pradisposition fliir manche Kolikformen ergibt sich aus der KorpergroBe.
GroBrahmige Tiere erkranken hdufiger an einer Darmverlagerung in das Foramen
epiploicum als kleinere (Archer et al. 2008). Hingegen neigen koppende Pferde eher
zu Obstipation oder Meteorismus des Kolons. Diese Verhaltensstorung kann eine
intraabominale Ansammlung von Luft bewitken und auflerdem die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Inkarzeration in das Foramen epiploicum erh6hen
(Hillyer et al. 2002, Archer et al. 2004). Frithere Kolikerkrankungen oder
Parasitenbefall sind ebenfalls bekannte Risikofaktoren (Tinker et al. 1997, White
2009, Purnama et al. 2021).

Ein Review Artikel von Curtis et al. erorterte, dass besonders das Management von
Pferden und dessen Anderungen ein hohes Potenzial fiir Kolikursachen besitzt
(Curtis et al. 2019). Beispielsweise wird die Motilitdit des Darms nachweislich
durch die Umstallung der Pferde von der Koppel in den Stall verringert (Williams
et al. 2015). Zudem weisen Pferde, die das ganze Jahr iiber Zugang zur Weide
haben, ein vermindertes Risiko fiir Koliken auf (Cohen et al. 1999, Hudson et al.
2001, Scantlebury et al. 2015). Neben der Haltung des Pferdes kommen den
Futtermitteln und der Fiitterungspraxis allgemein wichtige Rollen im Management
zu (Archer & Proudman 2006, Curtis et al. 2019). Die Aufnahme von
konzentrierten Futtermitteln, sowie schlechte Heuqualitdt konnen das Auftreten
von akuten abdominalen Erkrankungen begiinstigen (Kaya et al. 2009, Purnama et
al. 2021). Die Fiitterung von Getreide nach dem Koppelgang ist ebenfalls mit
Risiko behaftet, wihrend der Weideaustrieb nach der Kraftfuttergabe das
Vorkommen von Koliken hingegen reduzieren kann (White 2009). Der freie
Zugang zu Wasser stellte sich in verschiedenen Studien ebenso als wichtiger Faktor
heraus (Reeves et al. 1996, Kaya et al. 2009, Purnama et al. 2021). Bei reduzierter
Wasseraufnahme kann eine systemische Dehydratation und der infolgedessen

auftretende trockene Kot das Risiko von Koliken, insbesondere Obstipationen,
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erhohen (Kaya et al. 2009, Williams et al. 2015). Zum Management gehdren
daneben auch regelmiBige Kontrollen der Zahngesundheit. Es hat sich gezeigt, dass
Zahnerkrankungen signifikant mit dem Auftreten von Koliken in Zusammenhang

stehen (Purnama et al. 2021).

Aufgrund von Stress und intensivem Training konnen Pferde auch eher dazu
neigen, an Koliken zu erkranken. So leiden zum Beispiel 93 % der Distanzpferde
aus hoheren Leistungsklassen wihrend der Rennsaison an Magengeschwiiren
(Cohen et al. 1999, Tamzali et al. 2011). Auch bei Rennpferden ist das regelmaBige
Vorkommen von Ulzerationen im Magen bekannt. In einer Studie wurde bei 100
Prozent der zufillig ausgewdhlten und untersuchten Vollbliiter zwei Tage nach
einem Rennen Ulzerationen festgestellt (Hwang et al. 2022). Auch im
Zusammenhang mit Turnieren und dem damit verbundenen Transport steigt die
Gefahr von Koliken. Innerhalb von 24 Stunden nach einem Transport haben Pferde

ein erhohtes Risiko, an einer Kolik zu erkranken (Hillyer et al. 2002).

Insgesamt sind viele verschiedene Faktoren bekannt, welche Koliken begiinstigen
konnen. Nicht alle davon sind durch den Menschen beeinflussbar, wie zum Beispiel
das Wetter oder intrinsische Faktoren. Viele wichtige Parameter wie zum Beispiel
die Fiitterung und Haltung konnen jedoch vom Besitzer kontrolliert und veréndert

werden (Hudson et al. 2001, Gongalves et al. 2002).

1.3. Untersuchungsgang Kolik

Bei der klinischen Untersuchung eines Kolikpatienten sind besonders der
Allgemeinzustand, das Herz-Kreislauf-System und das Abdomen im Fokus. Die
systematische Untersuchung muss an den jeweiligen Zustand des Patienten
angepasst werden und hat die &tiologische Diagnose als Ziel (Hofmann 2010,

Becker et al. 2016).

Nach der Anamnese erfolgt die klinische Allgemeinuntersuchung. Besonders
relevant sind die Schleimhiute, die kapilldre Riickfiillzeit und der Hautturgor, die
Herz- und Atemfrequenz, sowie die Korpertemperatur (Hofmann 2010, Becker et
al. 2016). Die Auskultation der Quadranten des Abdomens gibt Aufschluss iiber die
Motilitit des Darms. Links dorsal ist physiologischer Weise das aufsteigende Kolon
zu horen, links ventral dumpf brummende Gerdusche der Beckenflexur (Sanchez
2018). Rechts dorsal kann das ileocaecale Einspritzgerdusch beim gesunden Pferd

ein- bis dreimal pro Minute auskultiert werden. Ventral im rechten Quadranten sind
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physiologischer Weise peristaltische Wellen des Zékums zu vernehmen. Wahrend
des Abhorens kann die Perkussion zur Identifizierung von gasgefiilltem Darm
hilfreich sein (Sanchez 2018). Bei Hengsten ist die Palpation des Skrotums
obligatorisch (Hofmann 2010, Becker et al. 2016).

AnschlieBend sollte immer die Magensondierung per Nasenschlundsonde erfolgen.
Sie hat einerseits diagnostischen Wert, da man ausstromendes Gas und abflieende
Fliissigkeit bewerten kann. Andererseits kann so eine Ruptur des Magens verhindert
werden (Sanchez 2018). Das Gas riecht im Normalfall aromatisch-sduerlich. Bis zu
zwei Liter Magenfliissigkeit sind beim Pferd normal, dariiberhinausgehend spricht
man von Reflux. Der pH-Wert des Mageninhalts ist physiologisch sauer (pH-Wert
<5), bei einem Riickfluss von Diinndarminhalt in den Magen, beispielsweise durch
einen Ileus, wird der pH-Wert alkalisch (pH-Wert > 7). Die Farbe der Fliissigkeit
kann ebenfalls erste Hinweise auf die Erkrankung geben (Hofmann 2010, Becker
etal. 2016). So ist beispielsweise bei einer Gastroduodenojejunitis der Mageninhalt

braunlich-rotlich verfarbt.

Bei der transrektalen Untersuchung wird zunichst die Kotbeschaffenheit, wenn
vorhanden, im Rektum beurteilt (Dallap-Schaer & Orsini 2014). Nach dem
Entleeren des Mastdarms kann das Abdomen des Pferdes auf Armeslinge
systematisch abgetastet werden. Es sind der kaudale scharfe Rand der Milz, die
linke Niere und das Milz-Nierenband tastbar, hier sollte auf eine mogliche Milz-
Nieren-Raum-Verlagerung untersucht werden (Dallap-Schaer & Orsini 2014). Die
Aorta abdominalis und eventuell auch die kraniale Gekrosewurzel sind ebenfalls
palpierbar. Das Colon ascendens und descendens sowie das Zikum werden auf
Lage und Fillungszustand tiberpriift. Die Taenien sind hier zur Identifikation der
verschiedenen Darmteile hilfreich (Hofmann 2010, Becker et al. 2016). Diinndarm
ist, auBer in manchen Féllen das Ileum beim gesunden Pferd, physiologisch von
transrektal nicht fithlbar (Dallap-Schaer & Orsini 2014). Bei Palpation von
Diinndarm wird auch dieser auf Lage, Inhalt und GroBe beurteilt. Speziell bei
tragenden Stuten werden Uterus und Ovarien untersucht. Bei Hengsten sollten auch

die Leistenringe ertastet werden (Hofmann 2010, Becker et al. 2016).

Fir die Ultraschalluntersuchung hat sich in vielen Kliniken das sogenannte
FLASH-Protokoll (Fast Localised Abdominal Sonography of Horses) etabliert
(Busoni et al. 2011). Um Zeit zu sparen, werden bei dieser Untersuchung in sieben

Lokalisationen die relevantesten Bereiche der Kolikpatienten gescannt. Das
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ventrale Abdomen wird besonders auf freie Fliissigkeit {iiberpriift und im
Magenfenster auf der linken Seite im Bereich des 10. Interkostalraumes (IKR)
jeweils nach kranial und kaudal die GroBe des Magens bestimmt. AnschlieBend
platziert man die Ultraschallsonde im Bereich des 17. IKRs, um die Lage der Milz
sowie den Milz-Nieren-Raum zu evaluieren. Als letztes wird auf der linken Seite
im mittleren Drittel das Abdomen geschallt. Der Dickdarm kann auf Ausdehnung
und Wanddicke (diese sollte unter 0,6 cm sein) hin beurteilt werden. Amotile,
gestaute Diinndarmschlingen konnen Hinweis auf eine ernste Erkrankung, wie
beispielsweise einen Ileus geben. Das Duodenum kann auf der rechten Seite im
Bereich der 14.-15. IKR zwischen Leber und der dorsalen Kolonlage aufgesucht
werden. Physiologischer Weise kontrahiert das Duodenum 2- bis 2,5-mal pro
Minute und hat ein flaches Erscheinungsbild. Die Wanddicke des Diinndarms sollte
allgemein weniger als 0,3 cm betragen. Als nichstes wird dquivalent zur anderen
Seite ebenfalls das mittlere Drittel des Abdomens untersucht. Das letzte Feld
befindet sich rechts kranio-ventral am Thorax zum Ausschluss von freier

Fliissigkeit in diesem Bereich (Busoni et al. 2011, Scharner 2011).

Falls es bei den vorangegangenen Untersuchungen noch nicht méglich war, eine
sichere Diagnose zu stellen, kann die Abdominozentese erginzende Befunde
liefern. Auffillige Befunde in der Ultraschalluntersuchung, wie beispielsweise
vermehrt freie Fliissigkeit in der Bauchhohle, sind eine weitere Indikation zur
Entnahme von Bauchhohlenfliissigkeit. Nach steriler Vorbereitung kann die
Parazentese in der Medianen am tiefsten Punkt des Abdomens durchgefiihrt
werden. Makroskopisch sollte das gewonnene Punktat hellgelb und klar sein. Der
Eiweiflgehalt liegt physiologischer Weise zwischen 0,5 und 2,5 g/dl, die Zellzahl
(Leukozytenzahl) zwischen 3 und 3,5 G/1 beziehungsweise je nach Literatur bis zu
5 G/l (Hofmann 2010, Stokol 2014, Becker et al. 2016). Die Bestimmung der
Laktat-Konzentration im Bauchhéhlenpunktat kann Aufschluss {iber die Qualitét
der intestinalen Perfusion und damit Hinweise auf das Vorliegen einer Ischimie

geben (Delesalle et al. 2007).

Zur weiteren Evaluation des Gesamtzustandes wird nach Moglichkeit ein
Notfalllabor eingeleitet. Besonders Héamatokrit, Totalprotein und Laktat sind
ausschlaggebend fiir die Therapie und Prognosestellung. Mithilfe des Hdmatokrits
und des Totalproteins kann zum Beispiel in Kombination mit dem klinischen

Erscheinungsbild eine Dehydratation festgestellt werden (Hofmann 2010, Cavalleri
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etal. 2013, Becker et al. 2016). Der Referenzbereich des Hamatokrits befindet sich
beim Warmblutpferd zwischen 35 und 40 L/L, der Normalbereich des Totalproteins
bei 56 bis 76 g/l (Deegen & Glitz 2010). Bi steigendem Héamatokrit und
gleichzeitigem Absinken des Totalproteins wird von einem Verlust des Proteins
(meist Albumin) {iber die geschddigte Darmwand ausgegangen. Die physiologische
Laktat-Konzentration bei einem Pferd in Ruhe betrdgt weniger als 1,3 mmol/l
(Moore et al. 1976). Eine Erhohung des Laktats entsteht aus der anaeroben
Glykolyse infolge von Hypoxie. Bei Kolikpatienten kann eine verminderte
intestinale Perfusion ursichlich dafiir sein (Delesalle et al. 2007, Konig & Gerhards
2010). Verdnderungen des Sdure-Base-Haushalts und der Elektrolyte sind durch

eine Blutgasanalyse erkennbar (Cavalleri et al. 2013).

Das Ansprechen auf eine diagnostisch-therapeutische Medikation, die meist mit
kurz wirksamen Schmerzmitteln wie beispielsweise Novaminsulfon durchgefiihrt
wird, und besonders der Verlauf der Erkrankung sind fiir das weitere Vorgehen
hilfreich. Je nach Indikationsstellung kann diagnostisch weiterfiihrend eine
Rontgenuntersuchung angeschlossen werden. Diese ist jedoch beim adulten Pferd
nur sinnvoll, wenn der Verdacht auf eine Sandansammlung im Kolon besteht, da
die Schichtdicke beim Pferd ansonsten zu hoch ist. Bei Fohlen kann die
radiologische Untersuchung jedoch wertvolle Erkenntnisse liefern. Bestehen nach
Durchfiihrung der vorangegangenen Untersuchungen Hinweise auf eine
Magenerkrankung, kann das Pferd einer Gastroskopie unterzogen werden. Am
Ende aller Untersuchungen wird entweder die konservative oder chirurgische
Therapie eingeleitet. Falls konservativ keine Heilung erzielt werden kann, besteht
als letzte diagnostisch-therapeutische Option die Laparoskopie oder Laparotomie

(Hofmann 2010, Becker et al. 2016).

14. Kolikformen
Erkrankungen des Magens

Verschiedene Erkrankungen des Magens konnen neben denen des Darms ebenfalls
Koliksymptome ausldsen. Eine Magenschleimhautentziindung, die Gastritis, kann
entweder akut oder chronisch auftreten. Sie entsteht unter anderem durch die
Eingabe von reizenden Medikamenten, durch Fiitterungsfehler oder auch sekundér
bei anderen Allgemein- oder Darmerkrankungen. Die Symptome konnen eine

gestorte oder sistierende Futteraufnahme, postprandiale Koliksymptome und
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vermehrtes Géhnen, Lecken und Flehmen sein (Becker et al. 2016). In einer
retrospektiven Studie wurden die Daten von 3715 obduzierten Pferden, welche aus
unterschiedlichen Griinden in Pferdekliniken euthanasiert werden mussten,
ausgewertet. Bei 6,7 % der Pferde wurde eine Gastritis festgestellt. Die meisten
dieser Pferde hatten vorberichtlich eine Erkrankung des Magen-Darm-Trakts, aber
auch andere Vorerkrankungen, beispielsweise des Urogenital-Trakts oder des Herz-

Kreislauf-Systems wurden dokumentiert (Sandin et al. 2000).

Insgesamt scheint eine Gastritis im Gegensatz zu ulzerativen Erkrankungen des
Magens seltener eine klinische Rolle zu spielen (Sanchez 2018). Die ulzerativen
und entziindlichen Magenschleimhautentziindungen werden als Equine Gastric
Ulcer Syndrome (EGUS) zusammengefasst (Andrews et al. 1999). Eine
Unterteilung in Equine Squamous Gastric Disease (ESGD), die kutane
Schleimhaut, und Equine Glandular Gastric Disease (EGGD), die glandulire
Schleimhaut betreffend, beschreibt die jeweilige betroffene anatomische Struktur
des Magens (Luthersson et al. 2009, Merritt 2009, Sykes et al. 2015). Es konnen
aber auch beide Erkrankungen in Kombination auftreten (Luthersson et al. 2009).
Die ESGD kann primir und auf die Erkrankung des Magens selbst begrenzt oder
sekundér, zum Beispiel durch eine verzogerte Magenentleerung, vorkommen. Die
Pathogenese von ESGD basiert grundsétzlich auf der Tatsache, dass die kutane
Schleimhaut vermehrt der Magenséure ausgesetzt wird (Sykes et al. 2015). Je nach
Tiefe kann zwischen erosiven, bis zur Basalmembran des Plattenepithels, und
ulzerativen, bis in die Tela submucosa reichenden Lésionen, differenziert werden
(Becker et al. 2016). Im Gegensatz zu ESGD zeigt die histologische Untersuchung
von glanduldren Lésionen eher eine entziindliche als eine ulzerative Pathologie
(Martineau et al. 2009, Crumpton et al. 2015). AuBerdem ist die makroskopische
Erscheinung fiir die Schwere der Erkrankung nicht unbedingt reprisentativ
(Crumpton et al. 2015). Daher wird empfohlen, die Lasionen von EGGD nicht wie
die von ESGD in Grade einzuteilen, sondern diese vielmehr zu beschreiben (Vokes
et al. 2023). Der genaue Hergang der EGGD ist noch nicht vollstidndig verstanden.
Sie kann zum Beispiel im Zusammenhang mit einer Entziindung des Diinndarms
und Gewichtsverlust einhergehen (Banse et al. 2023). EGGD-Lisionen entstehen
vor allem durch die verminderte Durchblutung der Schleimhaut und folglich
reduziertem Abtransport von Wasserstoffionen nach Gabe von nichtsteroidalen

Antiphlogistika (Wallace et al. 2000, Whitfield-Cargile et al. 2021). Die Atiologien
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von ulzerativen Entziindungen des Magens sind vielfiltig, sie stehen besonders im
Zusammenhang mit Haltung, Fiitterung und Trainingsintensitdt (Sykes et al. 2015).
In der oben erwihnten Studie von Sandin et al. wurden bei 17 % der obduzierten
Pferde Magenulzera erfasst. Es konnte eine signifikante Verbindung zu
Koliksymptomen festgestellt werden (Sandin et al. 2000). Auch rezidivierende,
postprandiale abdominale Schmerzen wurden mit EGUS assoziiert (Videla &

Andrews 2009).

Koliken mit der Futteraufnahme einhergehend, konnen ebenfalls durch Neoplasien
im Bereich des Magens vorkommen, wobei am haufigsten Plattenepithelkarzinome
vorliegen (Becker et al. 2016). Durch Tumore, aber auch Ulzerationen im Bereich
des Pylorus oder Duodenums kann eine Magenentleerungsstrung entstehen
(McGill & Bolton 1984, Sanchez 2018). Andernfalls kann eine verminderte
Magenentleerung als Folge einer viszeralen Neuropathie vorkommen. Bei
chronischer Mageniiberladung kann eine sogenannte Magendilatation die Folge
sein. Die akute Mageniiberladung entsteht entweder primédr zum Beispiel nach
exzessiver Futteraufnahme oder sekundér durch Reflux aus dem Diinndarm (Becker
et al. 2016, Sanchez 2018). Erhebliche Koliksymptome sind zu beobachten, bevor
es durch eine primire oder sekundire Uberladung des Magens zu einer letalen

Magenruptur kommt (Winfield & Dechant 2015).
Erkrankungen des Darms

Einige Erkrankungen des Darms, welche Kolik auslosen oder im Zusammenhang
mit abdominalen Schmerzen beim Pferd auftreten, konnen verschiedene Abschnitte
des Darmtrakts betreffen. Die Enteritis, ein Komplex aus katarrhalischen und
entziindlichen Darmerkrankungen, kann im Bereich des Diinn- oder Dickdarms und
akut oder chronisch auftreten. Das Leitsymptom ist fast immer Durchfall oder
Kotwasser und die spastischen Darmkontraktionen kdnnen unterschiedlich starke

Koliksymptome hervorrufen (Becker et al. 2016, Sanchez 2018).

Die sehr haufig auftretende Krampf- oder spastische Kolik beschreibt kurze, aber
starke abdominale Schmerzen in Verbindung mit Hypermotilitdt (Abutarbush et al.
2005, Diakakis & Tyrnenopoulou 2018). Die gestorte Darmfunktion, welche mit
erhdhtem Vagotonus einhergeht, kann durch viele verschiedene duflere Einfliisse,
wie zum Beispiel Wetterwechsel, Managementfehler oder auch stress-bedingt

auftreten. Sie entwickelt sich aber hinsichtlich der starken Symptome nach
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diagnostisch-therapeutischer Gabe von Spasmolytika meistens positiv (Becker et

al. 2016).

Gaskoliken treten primér oder sekundér auf und koénnen unterschiedliche Grade
entwickeln. Der primdre Meteorismus ist zumeist alimentdr bedingt. In Folge
verschiedener Ileuszustéinde resultiert préastenotisch ein sekundérer Meteorismus.
Klinik, Prognose und Therapie kommen auf Auspragung und Ursache an (Becker
et al. 2016). Eine Aufgasung, besonders im Bereich des Dickdarms, kann zu
Verlagerungen oder Torsion fiihren, die schwerwiegendere Koliken nach sich

ziehen (Sanchez 2018).

Fremdkorper im Magen-Darm-Trakt kommen beim Pferd insgesamt selten vor. Sie
sollten im Zusammenhang mit Peritonitis und intraabdominalen Abszessen als
Differenzialdiagnose in Betracht gezogen werden (Marley et al. 2018). Die
Obturatio intestini, eine Darmverlegung durch fremdkorperartige Gebilde, kommt
in Form von Enterolithen, Phytobezoaren oder Futter-Konglobaten vor (Becker et

al. 2016).

Ein intramurales Himatom tritt ebenfalls selten auf und kann zum Ileus oder im
gravierendsten Fall zum Tod durch Verblutung fiihren (Speirs et al. 1981, Becker
et al. 2016).

Innere Hernien beschreiben zumeist Diinndarm-, seltener Dickdarmanteile, welche
sich durch eine Bruchpforte hindurch in der Brust- oder Bauchhohle einklemmen.
Am héufigsten kommen die Hernia foraminis omentalis, die auch als Inkarzeration
in das Foramen epiploicum bezeichnet wird, und die Hernia spatii renolienalis,
allgemein als Milz-Nieren-Raum-Verlagerung bekannt, vor. Wihrend in das
Foramen omentale normalerweise unterschiedlich lange Diinndarmteile
inkarzeriert werden, verlagert sich zumeist das Colon ascendens in den Milz-
Nieren-Raum. Die erstbeschriebene Hernie geht durch den auftretenden Ileus mit
hochgradigen Koliksymptomen einher und macht eine chirurgische Intervention
erforderlich (Becker et al. 2016, Sanchez 2018). Im Gegensatz dazu kann eine
Hernia spatii renolienalis hdufig auch konservativ gelost werden (Fultz et al. 2013).
Weitere innere Hernien sind beispielsweise die Hernia mesenterialis, Hernia
omentalis, Hernia ligamentosa, Hernia pseudoligamentosa oder die Hernia
diaphragmatica (Becker et al. 2016). Zu den duBeren Hernien gehort die héufig

beim Fohlen vorkommende Hernia umbilicalis. Inkarzerationen von Diinn- oder
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Dickdarm in diese Bruchpforte hinein sind zwar selten, konnen aber vorkommen
(Freeman et al. 1988, Sanchez 2018). Bei Hengsten, aber auch Wallachen kann
Diinndarm, zumeist Jejunum oder Ileum, in den Processus vaginalis gleiten und
eine Hernia inguinalis hervorrufen. Daher sollte bei ménnlichen Tieren mit
Koliksymptomatik immer eine Palpation des Skrotums und der Samenstringe
erfolgen. Die Hernie kann oft auch transrektal palpiert werden und stellt durch den
daraus resultierenden Diinndarmileus eine lebensbedrohliche Situation dar (Becker
et al. 2016). Andere duBlere Hernien wie die Hernia scrotalis, Hernia femoralis,
verschiedene Formen der Hernia ventralis und die Hernia perinealis kommen

seltener vor (Becker et al. 2016).

Invaginationen, Einstiilpungen eines Darmteils in das Lumen eines anderen, treten
an verschiedenen Abschnitten des Diinn- oder Dickdarms auf, wobei oftmals das
Ileum als Invaginat vom Ceacum aufgenommen wird (Ford et al. 1990). Diese Form
der Kolik kann akut oder chronisch auftreten oder bei jungen Tieren sogar als

Zufallsbefund im Ultraschall auftauchen (Abraham et al. 2014, Sanchez 2018).

Nicht-strangulierende Infarkte der Darmwand konnen aufgrund akuter
Mangeldurchblutung durch Verschluss der Darmarterien oder seltener auch -venen,
auftreten. Einer solchen thrombotisch-embolischen Kolik folgt die ischdmische
Darmnekrose mit anschlieBender Peritonitis (Becker et al. 2016). Eine Infektion mit
Strongylus vulgaris konnte in mehreren Studien als signifikante Ursache fiir nicht-
strangulierende Infarkte evaluiert werden (Nielsen et al. 2016, Pihl et al. 2018). Die
Larven migrieren in den Winden der Mesenterialarterien und 16sen dort eine
Arteritis aus, welche folgend zu Thrombosen und Embolien in unterschiedlichem

Ausmal fithren kann (Drudge 1979).

Andere Krankheiten der Bauchhohle wie Peritonitis, intraabdominale
Verletzungen, Blutungen, Tumore oder Abszesse konnen neben weiteren
Symptomen wie Fieber und Inappetenz auch Koliksymptome verursachen (Becker

et al. 2016).

Die Graskrankheit (Equine Grass Sickness), welche auch als Equine Dysautonomie
bezeichnet wird, stellt eine weide-assoziierte multisystemische Neuropathie dar.
Sie kann von perakut bis chronisch verlaufen und je nach Form mit Kolik,
Schwitzen, vermehrter Salivation, hochgezogenem Abdomen und weiteren

Symptomen einhergehen (McGorum & Pirie 2018). Die Atiologie ist nicht sicher
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geklart, es wird jedoch vermutet, dass die Toxine von Clostridium botulinum oder
auch Mykotoxine eine Rolle spielen (Hunter et al. 1999, Pirie et al. 2014, Pirie &
McGorum 2016).

Kolikformen des Diinndarms

Die im Diinndarm von Pferden vorkommende hdmorrhagische Enteritis wird als
Gastroduodenojejunitis oder auch proximale Enteritis beschrieben. Der betroffene
Darmabschnitt reagiert mit einem funktionellen, paralytischen Ileus. Infolgedessen
kommt es zu Reflux und durch die schnell eintretende Mageniiberladung zu
Koliksymptomen. Oftmals ist der Mageninhalt durch die hédmorrhagische
Entziindung des Magen-Darm-Trakts braun-rétlich gefarbt. Die Abgrenzung zu
einem mechanisch bedingten Diinndarmverschluss ist aufgrund der

unterschiedlichen Therapie wichtig (Becker et al. 2016, Arroyo et al. 2018).

Auch wenn mit einer Obstipation vornehmlich eine Verstopfung des gro3en Kolons
gemeint ist, kdnnen Ansammlungen von eingetrockneter Ingesta ebenso im
Diinndarm auftreten. Meistens sind diese an Ubergiingen im Darmtrakt lokalisiert,
an denen sich der Durchmesser des Lumens verkleinert (Plummer 2009). Am
hiufigsten tritt die nicht-strangulierende Obstruktion des Diinndarms im Bereich

des Ileums vor dem Ostium ileale zum Zdkum hin auf (Abutarbush et al. 2005).

Ein Volvolus mesenterialis beschreibt eine Rotation des Diinndarms, haufig des
Jejunums oder Ileums um die eigene Mesenterialachse (Sanchez 2018). Die
Drehung kann zwischen 180° und 360° oder vereinzelt auch mehr vorkommen
(Stephen et al. 2004). Seltener kommt es zum Volvolus nodosus, bei welchem sich
die kaudalen Anteile des Diinndarms verknoten und dadurch strangulieren (Archer
2017). Das Lipoma pendulans, eine Sonderform der Hernia pseudoligamentosa, ist
eine weitere und regelmiBig vorkommende strangulierende Erkrankung des
Diinndarms (Garcia-Seco et al. 2005, Becker et al. 2016). Die Lipome sind gutartige
Hyperplasien und bilden sich zwischen den Blittern des Mesenteriums. Folglich
kommen sie insbesondere bei élteren Tieren, in der Literatur werden 17 bis 18,7
Jahre als Durchschnitt angegeben, vor (Abutarbush et al. 2005, Garcia-Seco et al.
2005, Sanchez 2018). Strangulierende Ileus-Formen sind pri-operativ kaum
voneinander zu unterscheiden und verursachen akute, hochgradige Koliksymptome

(Sanchez 2018).
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Kolikformen des Dickdarms

Die equine Typhlokolitis ist eine hdmorrhagische Enteritis mit akutem bis
perakutem Verlauf. Sie tritt hdufig in Folge unterschiedlichster Stresssituationen
auf und geht mit Schocksymptomen, Kolik und schlieBlich Diarrhé einher.
Differenzialdiagnostisch kommen zur idiopathischen Typhlokolitis verschiedene
infektiose Erkrankungen durch beispielsweise Salmonellen oder Clostridien vor

(Becker et al. 2016, Shaw & Stampfli 2018).

Im Bereich des Dickdarms treten Obstipationen am hiufigsten in der Beckenflexur
des aufsteigenden Kolons oder am Ubergang vom rechten dorsalen Kolon zum
Colon transversum auf (Plummer 2009). Die Obstipation des groen Kolons wird
in der Literatur oft als die hdufigste Kolikursache iiberhaupt angegeben, die Zahlen
variieren zwischen 20,8 % und 43,2 % (Abutarbush et al. 2005, Gitari et al. 2017,
Dybkjaer et al. 2022). Differenzialdiagnostisch ist bei der transrektalen
Untersuchung dringend eine primére von einer sekundidren Anschoppung zu
unterscheiden. Wihrend eine primére Obstipation frithzeitig behandelt meist eine
gute Prognose hat, liegt einer sekundiren Eintrocknung moglicherweise eine
schwerwiegende Erkrankung zugrunde (Plummer et al. 2007). Die Obstipation des
Zikums ist die am hdufigsten vorkommende Erkrankung dieses Darmabschnitts.
Sie ist verbunden mit einer im Vergleich zu Obstipationen des Colon ascendens
schlechteren Prognose, sowie einer hohen Rupturgefahr (Plummer et al. 2007). Das
Colon descendens ist insgesamt seltener betroffen, dessen hédufigste Erkrankung
stellt allerdings auch die Obstipation dar. Die Uberlebensrate einer Obstipation in
diesem Darmabschnitt wird mit bis zu iiber 90 % angegeben (Frederico et al. 2006,

Plummer et al. 2007).

Mit einer Torsion wird eine Drehung um die longitudinale Achse des Darms selbst
bezeichnet (Sanchez 2018). Im Bereich des Zikums sind die Torsion und auch eine
kaudale Abknickung der Blinddarmspitze, Flexio caeci, selten (Becker et al. 2016).
Hingegen sind Verlagerungen und Torsionen des Colon ascendens oft
vorkommende Kolikformen (Abutarbush et al. 2005). Bei einer Drehung von {iber
270° kommt es zu einer starken Tympanie und folglich zu einer Ausdehnung des
Abdomens. Diese kann die Respiration einschrinken und Druck auf die Vena cava
caudalis ausiiben (Sanchez 2018). Stuten post partum scheinen durch das plotzlich
vorhandene Platzangebot im Bauchraum ein erhdhtes Risiko fiir diese Art der Kolik

zu haben (Snyder et al. 1989). Bei einer (Retro-) Flexio coli ascenditis oder auch
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Verlagerungen des groBen Kolons sind die Symptome im Vergleich zur Torsion
milder, da die vendse Stauung und die Lumeneinengung geringer sind (Becker et

al. 2016).

Neben klar definierbaren Kolikformen werden oftmals Patienten vorgestellt, bei
denen eine eindeutige Diagnosestellung nicht moglich ist. Pferde mit
rezidivierender Kolik unbekannter Genese kommen vielfach vor. Kiirzlich
veroffentlichte Studien implizieren, dass bei der Mehrzahl dieser Pferde eine
entzlindliche Darmerkrankung und verkiirzte Zotten im Duodenum zugrunde liegen
konnen (Stewart et al. 2018, Siwinska et al. 2022). In der Studie von Siwinska et al.
wurde mit Hilfe von Biopsien bei einem Viertel der 77 untersuchten Pferde mit
rezidivierender Kolik verkiirzte Zotten festgestellt (Siwinska et al. 2022). Daneben
konnen beispielsweise Verklebungen nach vorangegangenen chirurgischen
Eingriffen, Schadigung der Innervation und Blutversorgung durch Parasiten, ein
labiles Vegetativum, sowie nicht gastrointestinale Erkrankungen urséchlich sein

(Becker et al. 2016, Mair & Sherlock 2023).

1.5. Prognoseparameter bei Kolik

Um die Prognose von Kolikpatienten im Verlauf der Symptomatik besser
einschitzen zu konnen, werden stindig neue Hilfsmittel in Betracht gezogen.
Verschiedene Studien untersuchten dabei sowohl einzelne Parameter als auch die
Kombination mehrerer Faktoren zur Diagnosestellung (Tinker et al. 1997, Mair et

al. 2014, Bowden et al. 2020, Dybkjaer et al. 2022).
Signalement & Vorbericht

Das Signalement betreffend haben zum Beispiel Rassen wie Kaltbliiter, Vollbliiter
und Vollblut-Kreuzungen schlechtere Prognosen als andere Pferderassen
(Proudman et al. 2006). Das Alter der Kolikpatienten wurde in mehreren Studien
als Indikator fiir einen negativen Ausgang der Erkrankung bewertet (Proudman et
al. 2006, Drumm et al. 2013, Bowden et al. 2020). Southwood et al. gibt an, dass
adulte Pferde im Alter von vier bis 15 Jahren eine Kolik durchschnittlich zu 76 %
iiberleben, Patienten mit iiber 16 Jahren dagegen nur zu 59 % (Southwood et al.
2010). Erkldrungen dafiir konnen eine allgemein schlechtere Kondition und
Vorerkrankungen bei élteren Pferden, sowie das hiufigere Vorkommen von
Erkrankungen wie Lipoma pendulans oder Neoplasien sein (Edwards & Proudman

1994, Knowles et al. 2016, Bowden et al. 2020).



I1. Literaturiibersicht 18

Eine retrospektive Studie analysierte mehrere Risikofaktoren fiir die Notwendigkeit
einer chirurgischen Intervention bei Kolikpatienten. In dem pri-operativen Modell
stellten sich folgende Variablen in Bezug auf den Vorbericht im Zusammenhang
mit der Mortalitdt als signifikant heraus: die Jahreszeiten Sommer und Winter, eine
Entfernung von iiber 70 Kilometern zur Klinik und ein Alter der Patienten von iiber
9 Jahren (Iglesias-Garcia et al. 2022). Weitere Studien liefern Hinweise, dass post-
operative Komplikationen zu bestimmten Jahreszeiten gehduft auftreten (Archer &
Proudman 2006, Muiioz et al. 2008). In Spanien traten beispielsweise im Herbst die
meisten Endotoxindmien und im Sommer am hdufigsten Hufrehe als

Komplikationen nach Laparotomien auf (Mufioz et al. 2008).

Die Relevanz der Transportzeit zur Klinik und der Gesamtdauer der Erkrankung
werden durch andere Forschungsgruppen bestdtigt (Wormstrand et al. 2014,

Hackett et al. 2015).
Kolikform

In einem zweiten intra-operativen, multivariablen Modell von Iglesias-Garcia et al.
korrelierten die Art der Lésion, dabei insbesondere Strangulationen, und die
Lokalisation der Erkrankung im Bereich des Diinndarms signifikant mit einer
gesteigerten Mortalitétsrate (Sutton et al. 2009, Iglesias-Garcia et al. 2022).
Obstipationen des Diinndarms haben im Vergleich zu jenen im Dickdarm eine
hohere Wahrscheinlichkeit fiir post-operative Komplikationen wie Ileus, vermehrte
Schmerzen und Schock (Mair & Smith 2005, Wormstrand et al. 2014). Wenn
Darmteile wéihrend der Operation ischdmische Lisionen aufweisen, folgen post-
operativ signifikant hohere Herzfrequenzen, welche wiederum mit einer

schlechteren Prognose einhergehen (McConachie et al. 2016).
Klinische Untersuchung

Die Herzfrequenz stellt einen zentralen Baustein in zahlreichen Prognosemodellen
dar (Wormstrand et al. 2014, Nikvand et al. 2019, Bowden et al. 2020, Farrell et al.
2021, Bishop et al. 2022). Eine hohe Herzfrequenz wird signifikant mit erhohter
Mortalitdt bei Pferden mit akutem Abdomen verkniipft, wobei in Studien
unterschiedliche Grenzwerte, zum Beispiel zwischen 60 und 80 Schligen pro
Minute angegeben werden (Proudman et al. 2006, Bishop et al. 2022). Eine Studie
mit drei verschiedenen Kolikgruppen (chirurgisch, konservativ, euthanasiert)

schlussfolgerte, dass die Herzfrequenzvariabilitit moglicherweise wichtige
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Informationen tiber das Stresslevel bei Kolikpatienten liefern und hilfreich fiir die

Bewertung der Prognose sein konnte (Gehlen et al. 2020).

Bishop et al. untersuchte retrospektiv mehrere veréffentlichte Studien zu einzelnen
Parametern und multivariablen Prognosemodellen. Der Colic Severity Score stellte
sich als das sensibelste Modell, wenn auch wenig spezifisch, fiir die Vorhersage der
Uberlebenschance heraus. Dieser Score besteht aus nur vier Kategorien bzw.
Parametern: Puls, Schleimhéute, Totalprotein aus der Bauchhohlenfliissigkeit,
sowie Laktat aus dem Blut (Furr et al. 1995, Bishop et al. 2022). Farbverdnderungen
der Maulschleimhaut, wie zum Beispiel blass oder zyanotisch, und die kapilldre
Fiillungszeit, insbesondere wenn diese mehr als drei Sekunden betrégt, sind sowohl
in univariablen Analysen als auch in groeren Modellen von Bedeutung (Sutton et
al. 2009, Wormstrand et al. 2014, Nikvand et al. 2019, Sutton et al. 2019, Bowden
et al. 2020). Neben der Atemfrequenz wird die Bedeutsamkeit der Darmperistaltik
immer wieder in der Literatur erwidhnt, wobei die Abwesenheit der Darmmotorik
als Hinweis auf eine schlechtere Prognose gewertet wird (Wormstrand et al. 2014,

Nikvand et al. 2019, Farrell et al. 2021).

Proudman et al. evaluierte, dass pria-operative Schmerzen signifikant mit erhohter

Mortalitdt von chirurgischen Patienten korrelieren (Proudman et al. 2006).

In einer multivariablen Analyse beeinflusste der Body Condition Score den
Ausgang von Koliken als einer der deutlichsten Parameter. Mit einem Body
Condition Score von 4 bis 6 beziehungsweise von iiber 6 aus 9 wurde eine 2,83-
beziehungsweise 3-fach hohere Wahrscheinlichkeit flir eine post-operative

Genesung assoziiert als mit einem Score von unter 4 aus 9 (Spadari et al. 2023).
Laborparameter

In Bezug auf die Laborwerte sind Laktat aus dem Blut sowie aus der
Bauchhohlenfliissigkeit als einzelne Prognoseparameter besonders reprédsentativ
(Grosche et al. 2006, Tennent-Brown 2012, Gehlen et al. 2020, Farrell et al. 2021,
Smanik et al. 2022). In der Studie von Bishop et al. wurde der Grenzwert von 6
mmol/l Laktat im Blut als der sensitivste Einzelparameter fiir das Uberleben der
Patienten evaluiert (Bishop et al. 2022). Ein ansteigendes Laktat in der
Bauchhohlenfliissigkeit im Laufe der Erkrankung und ein Verhéltnis von iiber 1:1
zwischen Laktat im Blut gegeniiber der Bauchhdhle deuten auf ein ernsthaftes

Leiden hin und resultieren in einer ungiinstigen Prognose fiir die betroffenen
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Patienten (Latson et al. 2005).

Neben Laktat wird ein erhohter Hématokrit bei Ankunft in der Klinik in
Zusammenhang mit stirkeren Schmerzen und gesteigerter post-operativer
Sterblichkeit gebracht. Fiir den Hamatokrit wird ab einem Grenzwert von 50 L/L
die Wahrscheinlichkeit zum Uberleben als deutlich geringer angegeben (Bishop et
al. 2022). Eine Erh6hung von Totalprotein im Blut wird mit einer hdheren Rate an
post-operativen Wundheilungsstérungen verkniipft (Mair & Smith 2005, Proudman
et al. 2006, Spadari et al. 2023).

Im Bauchpunktat spielen daneben die Farbe des Punktats und die Anzahl der
Leukozyten eine entscheidende Rolle, um beispielsweise zu unterscheiden, ob der
Diinn- oder Dickdarm eher obstipiert oder stranguliert ist. Bei einer Strangulation
werden hohere Totalproteinwerte aufgrund von Ischidmie, sowie steigende
Leukozyten infolge von Apoptose und Nekrose erwartet (Grosche et al. 2006,
Plummer 2009).

Einige als zuverldssig beschriebenen verdffentlichten Prognosemodelle sind
speziell auf eine Population zugeschnitten und funktionieren in anderen Regionen

weniger gut (Altman et al. 2009, Bishop et al. 2022).
2. Schmerz

2.1. Definition Schmerz

Die International Association for the Study of Pain definiert Schmerz bei Menschen
als ein unangenehmes, sensorisches und emotionales Erlebnis, das mit einer
tatsdchlichen oder auch nur potenziellen Verletzung des Gewebes einhergeht oder
diesem &dhnelt (Raja et al. 2020). Diese Beschreibung ldsst sich auf Tiere nur
indirekt iibertragen, da diese uns ihre Empfindungen nicht direkt mitteilen kdnnen.
Durch das Studium des Verhaltens und der Reaktionen von Tieren auf noxische
Reize kann man aber beim Tier von schmerzhaften Zustinden &hnlich wie bei

Menschen ausgehen (Sann 2022).

Die Etymologie betrachtet, stammt das Wort Schmerz unter anderem vom
lateinischen Wort poena ab, welches fiir Strafe oder Bestrafung steht. Des Weiteren
beschreibt Schmerz eine personliche und subjektive Erfahrung, welche von

biologischen, psychologischen und sozialen Faktoren beeinflusst werden kann
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(Raja et al. 2020). Aus evolutionédrer Sicht ist es fiir alle Lebewesen bedeutend,
potenziell schiadigende Reize zu erkennen, um diese vermeiden oder minimieren zu
konnen (Taylor et al. 2002). Besonders im Hinblick auf die dezenten
SchmerzauBerungen des Pferdes ist es wichtig zu verstehen und zu beachten, dass
die verbalen AuBerungen nur eine von mehreren Verhaltensweisen darstellen, um

Schmerz auszudriicken (Zeitler-Feicht 2019, Raja et al. 2020).

Die Symptome des Pferdes bei Schmerzen hingen mafigeblich von der Lokalisation
und der Intensitét ab (Driessen et al. 2016). Speziell abdominale Schmerzen werden
unter II.1.1. beschrieben. Akute, intensive Schmerzen konnen mit erhdhter Herz-
und Atemfrequenz, steigendem Blutdruck, Schwitzen und triibem bis dngstlichem
Gesichtsausdruck einhergehen (Sann 2022). Weitere Anzeichen konnen Unruhe,
Senken des Kopfes, Aufblahen der Niistern, eine angespannte Korperhaltung oder
auch Lahmbheit sein (Wagner 2010). Chronische Schmerzen sind dagegen bei
Pferden weniger offensichtlich. Einige Tiere sind durch ldngerfristig verminderte
Nahrungsaufnahme abgemagert und zeigen Verhaltensdnderungen im Sinne von
Apathie oder auch Aggression (Driessen et al. 2016, Sann 2022). Einen eindeutigen
Indikator fiir Schmerz gibt es jedoch nicht und die Ubereinstimmungen mit
Anzeichen, die durch Stress ausgelost werden, machen eine Abgrenzung

voneinander schwierig (Sann 2022).

2.2 Physiologie der Nozizeption

Raja et al. beschreibt, dass Schmerz und Nozizeption unterschiedliche Phdnomene
sind, da Schmerz im Gegensatz zur Nozizeption nicht nur allein aus der Aktivitét
der sensorischen Neurone abgeleitet werden kann (Raja et al. 2020). Vielmehr
bezeichnet die Nozizeption den Prozess der Schmerzwahrnehmung iiber
Nozizeptoren und die Weiterleitung des schmerzhaften Reizes (Hector & Mama
2018). Thermische, chemische oder mechanische Stimuli kénnen potenziell
gewebeschidigend sein und verschiedene periphere Nozizeptoren reagieren mit
nozizeptiven Impulsen. Diesen Vorgang nennt man Nozizeption oder auch
Transduktion (Driessen et al. 2016). Die Nozizeptoren befinden sich an den distalen
Enden von afferenten Nervenfasern, deren Zellkrper in den Spinalganglien liegen

(Hector & Mama 2018).

Im peripheren Nervensystem kommen hauptsdchlich drei verschiedene Gruppen

von sensiblen Nervenfasern vor: (1) AB-Fasern sind hoch myelinisiert und haben
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eine niedrige Reizschwelle, demzufolge konnen sie Aktionspotenziale schnell von
peripher nach zentral leiten und reagieren schon bei leichten Beriihrungen, sie sind
fiir die Vermittlung von taktilen Informationen zustindig; (2) diinn myelinisierte
Ad-Fasern, welche Signale etwas langsamer als AB-Fasern und erst bei stiarkeren
mechanischen und thermischen Noxen weitergeben; (3) unmyelinisierte C-Fasern,
die als polymodale Nozizeptoren sowohl auf mechanische, thermische als auch auf
chemische Stimuli reagieren konnen, jedoch die hochste Reizschwelle besitzen
(Erlanger & Gasser 1930, D'Mello & Dickenson 2008, Sann 2022). Die beiden
letztgenannten Fasertypen werden daher als Schmerzfasern bezeichnet. Wahrend
mechanische und thermische Reize von extern einwirken, entstehen chemische
Noxen im Korper selbst, wenn beispielsweise durch Entziindung Elektrolyte und
chemische Mediatoren ins Gewebe ausgeschiittet werden (D'Mello & Dickenson
2008). Sogenannte schlafende Nozizeptoren sind unter physiologischen
Bedingungen nicht erregbar, sondern werden erst durch krankhafte Zustéinde
sensibilisiert. Zum Beispiel kann es in Folge einer Ldsion im Gewebe zur
Freisetzung von Entziindungsmediatoren kommen, welche die Nozizeptoren iiber
spezifische Rezeptoren aktivieren. Diese schlafenden Nozizeptoren befinden sich
in Muskeln, Gelenken und fast allen Organen des Korpers mit Ausnahme des

zentralen Nervensystems (Sann 2022).

Neben dem klassischen Neurotransmitter Glutamat enthalten viele Nozizeptoren
noch andere Neuropeptide wie SP, Neuropeptid A oder das Calcitonin Gene-
Related Peptide. Diese Neuropeptide konnen bei Aktivierung der Nozizeptoren
nicht nur im Bereich der zentralen Synapse am Riickenmark, sondern auflerdem am
efferenten Ende der Nervenfaser freigesetzt werden und lokale
Entziindungsreaktionen verursachen. Der Begriff der neurogenen Entziindung
beinhaltet lokale Vasodilatation und Hyperdmie sowie Plasmaextravasation und

Granulozyteninfiltration (Steinhoff et al. 2014).

Uber die priméren afferenten Nervenfasern werden die Impulse zum Riickenmark
geleitet, was als Transmission bezeichnet wird (Driessen et al. 2016). AnschlieBend
werden die Informationen neurochemisch auf die sekundédren Afferenzen im
Dorsalhorn iibertragen. Im Zuge dessen kommt es zur Modulation, also zur
Modifizierung der Signaltransmission (Driessen et al. 2016). Die Signale werden
im Tractus spinothalamicus zum Thalamus und weiter im Tractus spinoreticularis

zum Hirnstamm tbertragen (Hector & Mama 2018). Die nozizeptiven Fasern des
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Thalamus enden am Rand des ventrobasalen Komplexes, sowie in nicht
spezifischen Kerngebieten, die ihrerseits mit Bereichen des Kortex verbunden sind.
Im somatosensorischen Kortex werden die Reize erkannt und lokalisiert (Sann
2022). Die Perzeption, also die reine sinnliche Wahrnehmung des Schmerzes, findet
statt (Driessen et al. 2016). Als Reaktion darauf werden motorische und vegetative
Komponenten aktiviert. Uber absteigende motorische Nervenbahnen werden
Motoneurone angesprochen, welche zum Beispiel im Wegziehen der Gliedmal3e
resultieren konnen (Sann 2022). Neuroendokrine (durch Cortisol und
Katecholamine), metabolische (in Form von Hyperglykédmie) und physiologische
(Erh6hung der Herz- und Atemfrequenz) Antworten kdnnen vegetativ iiber die
efferenten Bahnen zu den prigangliondren Neuronen im Riickenmark ausgelost

werden (Hector & Mama 2018).

4. Perzeption
Gehirn

Kortex—__/
ThalamUS/‘g“

TN

3. Modulation/Dorsalhorn

2. Transmission

/47 1. Schmerzstimulus
/ mechanisch

thermisch
chemisch

Abbildung 1: Schmerzweiterleitung (erstellt mit BioRender.com).



I1. Literaturiibersicht 24

2.3. Methoden zur objektiven Schmerzeinschitzung

Pferde sind urspriinglich potenzielle Beute von Raubtieren und maskieren daher
thre Schmerzen, um nicht als leichtes Ziel erkannt zu werden (Taylor et al. 2002).
AulBlerdem besitzen sie als Besonderheit keinen spezifischen Schmerzlaut (Zeitler-
Feicht 2019). Daneben kann die unterschiedliche Bewaltigung von Stress und
Angst, sowie das Temperament des Tieres die individuelle Schmerzwahrnehmung
beeinflussen. Aus diesen Griinden sind das Erkennen und das richtige Einschitzen
von Schmerzen bei Pferden besonders anspruchsvoll. Daher kann es vorkommen,
dass ungewohnliches Verhalten und Symptome am besten von den Pferdebesitzern
selbst oder den Trainern eingeschétzt werden konnen, die das individuelle Pferd gut

kennen (Wagner 2010).

Infolgedessen wurden in den letzten Jahren immer mehr objektive Messmethoden
zur Schmerzevaluierung entwickelt, um die Therapie an den jeweiligen Patienten
addquat anpassen und den Krankheitsverlauf besser einschétzen zu konnen (Ashley
et al. 2005, de Grauw & van Loon 2016, Sellon et al. 2022). In klinischen Studien
wurden sowohl einzelne als auch die Kombination aus mehreren Parametern
untersucht. Die meisten Schmerzskalen sind nicht universell einsetzbar, sondern
konzentrieren sich auf bestimmte Arten von Schmerzen, wie sie beispielsweise bei
orthopddischen Problemen oder post-operativen Schmerzen nach elektiven
Eingriffen wie Kastrationen auftreten konnen (Dalla Costa et al. 2014, de Grauw et
al. 2014, de Grauw & van Loon 2016). Im Folgenden werden Methoden und
Parameter beschrieben, welche zur Bewertung von prd- und postoperativen

abdominalen Schmerzen hilfreich sein konnen.
Physiologische Parameter

Die Herz- und Atemfrequenz sind leicht messbare Parameter, die unter Schmerzen
ansteigen konnen (Pritchett et al. 2003, de Grauw & van Loon 2016, Hernandez-
Avalos et al. 2021, Sann 2022). Auch wenn die Stirke von Schmerzen bisher nicht
sicher mit der absoluten Hohe der Herzfrequenz assoziiert werden konnte, sinkt die
Herzfrequenz bei schmerzhaften Erkrankungen nach Schmerzmittelgabe (Dzikiti et
al. 2003, Rietmann et al. 2004). In einer Studie mit verschiedenen Kolikgraden
zeigte sich, dass konservative, iiberlebende Kolikpatienten signifikant niedrigere
Herzfrequenzen aufwiesen als Patienten, die aufgrund der Schwere ihrer

Erkrankung euthanasiert werden mussten (Gehlen et al. 2020). Pritchett et al.
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evaluierten, dass eine erhohte Herzfrequenz nach abdominalen Eingriffen,
insbesondere nach Kolikoperationen, als Indikator flir Schmerzen eingesetzt

werden kann (Pritchett et al. 2003).

Die Herz- und Atemfrequenz sind jedoch auch Teil der physiologischen
Stressreaktion und konnen ebenso aus anderen Griinden, beispielsweise durch
Aufregung oder Erkrankung des Herz-Kreislauf-Systems, ansteigen. Folglich
stellen sie daher keine schmerzspezifischen Parameter dar (Taylor et al. 2002, de
Grauw & van Loon 2016). Die Herzfrequenz kann daher nur ergénzend zu anderen,

vor allem verhaltensbasierten Skalen, eingesetzt werden (Ashley et al. 2005).
Endokrine Parameter: Hormone und Mediatoren

Ausgeprigte Koliksymptome, die Anzeichen von erheblichen Schmerzen sind,
wurden signifikant mit hoheren Cortisolwerten verkniipft (Mair et al. 2014). Im
Verlauf der Behandlung von Kolikpatienten sanken die Cortisolwerte nur bei
Pferden ab, die iberlebten, nicht aber bei Pferden, die euthanasiert wurden mussten.
Gehlen et al. vermuten daher eine Verbindung zwischen hoheren Cortisolspiegeln
und schmerzhaften Zustéinden (Gehlen et al. 2020). Dartiber hinaus kénnte Cortisol
auch als post-operativer Marker hilfreich sein, um Schmerzen zu graduieren

(Pritchett et al. 2003).

Andere endokrine Biomarker wie 3-Endorphin und die Katecholamine Adrenalin
und Noradrenalin wurden bei verschiedenen Schmerzzustinden getestet, sind aber
ebenso wie Cortisol Teil der physiologischen Stressreaktion und haben daher als
alleinige Schmerzparameter keinen Bestand (Raekallio et al. 1997, de Grauw & van

Loon 2016, Hector & Mama 2018).
Auf der Mimik basierende Modelle

Auf Basis des Gesichtsausdrucks wurde die Horse Grimace Scale (HGS) zur
Bewertung von Schmerzen anhand einer Studie mit Kastraten entwickelt und hat
sich inzwischen in mehreren Untersuchungen mit hoher Evidenz bewiesen (Dalla
Costa et al. 2014, Dalla Costa et al. 2016, Evangelista et al. 2022). Die HGS
bewertet sechs verschiedene Gesichtsregionen: (1) die Stellung der Ohren, (2) die
Anspannung der Augenlider bzw. der Offnungsgrad der Augen, (3) die
Anspannung der Muskeln iiber der Augenpartie, (4) die Anspannung und das

Hervortreten der Kaumuskulatur, (5) die Anspannung des Mauls und das
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Hervortreten des Kinns, (6) die Anspannung der Niistern und die Abflachung des
Nasenprofils. Sie dazu Tabelle 1.

Das Schmerzgesicht von Pferden wurde daneben von einer anderen
Forschungsgruppe unter Verwendung von zwei experimentellen nozizeptiven
Reizen untersucht (Gleerup et al. 2015). Es konnten &hnliche Gesichtsmerkmale
mit Schmerz verbunden werden: angelegte oder asymmetrische Ohren, ein
gewinkeltes Erscheinen der Augenpartie, gesenkter oder starrer Blick, medio-
lateral erweiterte Niistern und Anspannung im Bereich der Lippen, des Kinns und

anderer mimischer Muskulatur.

Die Equine Utrecht University Scale for Facial Assessment of Pain (EQUUS-FAP)
wurde entgegen den anderen mimischen Skalen direkt zur Bewertung von akuten
viszeralen Schmerzen bei Pferden konstruiert und in einer Folgestudie validiert
(van Loon & van Dierendonck 2015, van Dierendonck & van Loon 2016). Die
Bewegungen des Kopfes, die Offnung der Augen, das Verhalten im Sinne von
Aufmerksamkeit, die Offnung der Niistern, die Anspannung des Mauls und der
Lippen, der Muskeltonus am Kopf, Flehmen und Géhnen, Zahneknirschen, sowie
die Position der Ohren werden bewertet. Inzwischen hat sich die EQUUS-FAP auch
als hilfreich fiir post-operative Schmerzen im Bereich des Kopfes erwiesen (van

Loon & van Dierendonck 2017).

Vorteile dieser Skalen sind, dass sie einerseits leicht zu erlernen und andererseits
einfach und schnell durchfiihrbar sind. Auflerdem zeigten sie in Studien wiederholt
prézise und reproduzierbare Ergebnisse (de Grauw & van Loon 2016, van Loon &

van Dierendonck 2018).
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Starr nach hinten
gerichtete Ohren

Offnungsgrad der Augen

Anspannung oberhalb
der Augenpartie

~

%

Die Ohren werden starr
nach hinten gedreht.
Der Abstand zwischen
den Ohren kann
dadurch weiter
erscheinen.

Das Augenlid ist teilweise
oder vollstindig
geschlossen. Wenn das
Auge mehr als zur Hilfte
geschlossen wird, sollte
dies als 2 gewertet
werden.

Die Kontraktion der
Muskeln oberhalb des
Auges bewirkt eine
Sichtbarkeit der
darunter liegenden
Knochen. Wenn die
Schlife deutlich
sichtbar ist, sollte dies
als 2 gewertet werden.

Anspannung der
Kaumuskeln

Anspannung des Mauls
und Hervortreten des
Kinns

Angespannte
Kaumuskeln sind als
erhohte Spannung
oberhalb des Mauls
erkennbar. Wenn die
Kaumuskeln deutlich
hervortreten, sollte dies
als 2 gewertet werden.

Die Anspannung des
Mauls ist durch eine
zuriickgezogene
Oberlippe und ein durch
die angespannte
Unterlippe ausgeprégtes
Kinn sichtbar.

Anspannung der
Niistern und
Abflachung des
Nasenprofils

Die Niistern sind
angespannt und leicht
geweitet, das Profil der
Nase wird flacher und
die Lippen werden
langer.

Tabelle 1: Bilder von Pferden mit Schmerzgesicht, eingeteilt nach der Horse Grimace Scale

(Dalla Costa et al. 2014). Jeder Einzelparameter kann als 0 (not present), 1 (moderately

present) oder 2 (obviously present) bewertet werden.
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Verhaltensbasierte Schmerzskalen fiir abdominale Schmerzen

Zwei limitierende Faktoren sind fiir die Bewertung anhand des Verhaltens in
klinischen Studien und in der Praxis bedeutsam. Da die Pferde bereits in einem
schmerzhaften Zustand vorgestellt und beurteilt werden, sind den untersuchenden
Personen die iiblichen Verhaltensweisen der Pferde nicht bekannt. Hinzukommend
werden die Patienten meist in einer Tierklinik untersucht, was fiir die sensiblen
Tiere eine ungewohnte Umgebung darstellt. Aufgrund dessen konnten manche

Verhaltensweisen schwierig zu bewerten sein (de Grauw & van Loon 2016).

Sutton et al. entwickelte und validierte zwei auf Verhalten basierende
Schmerzskalen fiir Pferde mit akuter Kolik: die Equine Acute Abdominal Pain
Scale-1 (EAAPS-1,) und -2 (EAAPS-2) (Sutton et al. 2013). Die EAAPS-1 hat sich
als das zuverldssigere Modell erwiesen und wurde 2019 iiberarbeitet und erneut
validiert. Die aktuelle Version wird nun als EAAPS bezeichnet (Sutton & Bar
2016). Sie beinhaltet fiinf verschiedene Stufen von gering- bis zu hochgradigen
Koliksymptomen. Ein Score von 1 wird durch ,,Flehmen* und ,,zur Flanke
umschauen®, ein Score von 2 durch ,Brust-Bauch-Lage“, ,,Strecken® und
»allgemeine Unruhe® erreicht. Der Score von 3 wird durch die Symptome ,,zum
Abdomen treten* und ,,Scharren* beschrieben. Die hochgradigen Scores von 4 und
5 werden bei ,Hinlege-Versuchen und ,Seitenlage®, beziehungsweise bei
,»Wilzen* und ,,Riickenlage vergeben. Die EAAPS wurde in Folgestudien der
Autoren als iiberwiegend schnell und einfach durchfiihrbar bewertet (Sutton et al.

2019, Maskato et al. 2020).

Verhalten Score
Ggr. Zur Flanke umschauen, Flehmen 1
J Brust-Bauch-Lage, Strecken, allgemeine Unruhe 2
{ Zum Abdomen treten, Scharren 3
J Hinlege-Versuche, Seitenlage 4
Hgr. Riickenlage, Wilzen 5

Tabelle 2: Schmerzskala mit gering- bis hochgradigen Koliksymptomen nach der Equine
Acute Abdominal Pain Scale (Sutton & L. 2016).
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Kombinierte Modelle

Um den vorhandenen Schmerzgrad mdglichst zuverldssig zu evaluieren, gibt es
auch kombinierte Modelle, die verschiedene Parameter (beispielsweise Mimik,
Verhalten, physiologische Parameter, sowie Laborwerte) einbeziehen. Die Equine
Utrecht University Scale for Composite Pain Assessment (EQUUS-COMPASS)
beinhaltet vier physiologische Parameter (Herzfrequenz, Atemfrequenz,
Korpertemperatur, Darmmotilitit), sowie zehn Verhaltensparameter (Haltung,
Schwitzen, Schweifschlagen, Scharren, etc.) (van Loon & van Dierendonck 2015,
van Dierendonck & van Loon 2016). Um kombinierte Modelle zu priifen, wurden
bereits mehrere Untersuchungen zu Schmerzen nach Kolikoperationen
durchgefiihrt. Pritchett et al. stellten fest, dass die Kombination aus verminderter
Fortbewegung, erhohter Plasma-Cortisol-Konzentration und erhohter Herzfrequenz
potenzielle Indikatoren fiir post-operative Schmerzen darstellen (Pritchett et al.
2003). Eine multi-dimensionale Skala, die Post Abdominal Surgery Pain
Assessment Scale (PASPAS) auf der Basis von physiologischen Parametern (Herz-
und Atemfrequenz) und sieben Verhaltensparametern, wurde ebenfalls als niitzliche
Methode zur Graduierung von schmerzhaften Zustinden nach Laparotomien
vorgestellt (Graubner et al. 2011). Die Composite Pain Scale (CPS) von Bussicres
et al.,, eine multifaktorielle numerische Skala mit 13 Parametern, wurde
urspriinglich fiir akute orthopadische Schmerzen entwickelt (Bussicres et al. 2008).
Van Loon et al. wendeten die CPS auf post-operative Kolikpatienten an und stellten
eine gute objektive Schmerzbewertung und eine signifikante Korrelation zum
Uberleben der Patienten fest. Es werden physiologische Parametern und das

Verhalten der Patienten miteinbezogen (van Loon et al. 2014).

Zusammenfassend gibt es einige Schmerzindikatoren, die nicht spezifisch auf
Schmerz hinweisen, sowie Schmerzskalen, die auf Verhalten und Mimik basieren.
Die auf dem Gesichtsausdruck basierenden Skalen sind am besten geeignet, um in
den praktischen Alltag integriert zu werden. Die kombinierten Modelle zeigen
ebenfalls vielversprechende Ergebnisse, erfordern jedoch mehr Zeit bei der

Anwendung (van Loon & van Dierendonck 2018).
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3. In dieser Studie untersuchte Stress- und
Schmerzparameter
3.1. Cortisol

Aufbau & Vorkommen von Cortisol

Die Hormone aus der Nebennierenrinde werden als Kortikoide, unterteilt in
Glukokortikoide und Mineralokortikoide, bezeichnet. Das Glukokortikoid Cortisol
gilt als das Stresshormon und wird demnach bei Belastung des Korpers vermehrt
gebildet (Bamberger et al. 1996). Stress wurde als erstes 1936 von Selye als
Antwort auf verschiedene Noxen, wie zum Beispiel Kailte, chirurgische
Verletzungen, spinaler Schock oder hohe Dosen einer Vielzahl von Medikamenten
beschrieben (Selye 1998). Seitdem wurde die Forschung zu den Auswirkungen von

Stress auf den Korper intensiv vorangetrieben.

Cortisol wurde erstmals in den spédten 1940er-Jahren von Kendall und Reichstein
aus der Nebennierenrinde isoliert. Sie beobachteten eine suppressive Wirkung auf
die Organe des Immunsystems. Die antiinflammatorische Wirksamkeit von
Cortisol wurde kurze Zeit spiter durch die Gabe an Patienten mit rheumatoider
Arthritis durch den Rheumatologen Hench bewiesen (Ward et al. 1951, Chrousos
1995, Barnes 2014). Die Freisetzung von Cortisol erfolgt hauptsdchlich durch
Stimulation der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-
Achse). Die HPA-Achse spielt eine zentrale Rolle in der Steuerung der
Korperhomgostase durch Beeinflussung vieler Organ- und Gewebefunktionen.
Vermehrter Stress bewirkt durch die Bildung des Corticotropin-Releasing-
Hormons im Hypothalamus die Freisetzung des Adrenocorticotropen Hormons
(ACTH) aus dem Hypophysenvorderlappen. ACTH regt wiederum die
Nebennierenrinde an und resultiert damit in der Ausschiittung von Cortisol ins Blut
(Chrousos 1995, Newton 2000, Miller 2018). Cortisol ist ein fettldsliches Molekiil
und kann daher nach Freisetzung am Gehirn regulierend, imsbesondere auf
Hypothalamus und Hypophyse, wirken. Die HPA-Achse unterliegt unter anderem
durch SP und auch ACTH einem negativen Feedback-Mechanismus (Harbuz &
Lightman 1992, Evans et al. 2013, Iftikhar et al. 2020).

Im Blut wird Cortisol zu den Zielorganen transportiert, wo es zahlreiche

Stoffwechseleffekte auslost. Durch die proteinkatabole Wirkung kommt es zur
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Mobilisierung von Aminosduren. Insgesamt wird die Glukoneogenese stimuliert,
wodurch ein Anstieg des Blutglukosespiegels, sowie die Glykogenbildung in der
Leber angeregt werden. Gleichzeitig wird die Fettsduresynthese in der Leber
gehemmt. Als Folge der verminderten Proteinbiosynthese werden weniger
entzlindungsfordernde Substanzen gebildet, wodurch die entziindungshemmende
Wirkung der Glukokortikoide entsteht. Bei lingerem Einfluss von biologischem
oder synthetischem Cortisol kommt es zu einer verminderten Antikorperproduktion
und folglich zur immunsuppressiven Wirkung (Newton 2000, Schroder & Rummel

2022).

Glukokortikoide werden durch den Glukokortikoid-Rezeptor mediiert, welcher zur
Familie der Steroidhormonrezeptoren gehort. Diese Rezeptoren sind eine
Superfamilie der ligandenabhédngigen Transkriptionsfaktoren und kontrollieren
eine Vielzahl von physiologischen Funktionen. Der ungebundene Glukokortikoid-
Rezeptor ist iliberwiegend im Zytoplasma lokalisiert, wandert aber nach der
Hormonbindung schnell iiber einen intrazelluldren Signalweg zum Zellkern. Der
aktivierte Glukokortikoid-Rezeptor kann hier mit speziellen DNA-Sequenzen
interagieren und so die Transkription bestimmter, besonders an der Regulierung des
Stoffwechsels beteiligter Gene, beeinflussen (Galigniana et al. 1998, Heitzer et al.

2007).
Funktionen von Cortisol

Als Biomarker fiir Stress wird Cortisol zum Beispiel auch bei Forschungen
eingesetzt, die den Tierschutz betreffen. In einer Studie zur Benutzung sogenannter
Aufsatzziigel (Hilfsziigel, welche vom Gebiss liber das Genick bis zum Widerrist
verschnallt werden, um eine hohere Kopfhaltung des Pferdes zu bewirken) wurde
deren Effekt auf Stressparameter untersucht. Es zeigte sich, dass Pferde mit hoch
eingestellter, also unnatiirlicherer Kopf-Hals-Haltung signifikant hdhere
Cortisolwerte erreichten als die mit einer niedrigeren (&hnlich einer natiirlichen
Haltung) oder die ohne Hilfsziigel (Bennett-Wimbush et al. 2020). Scholler et al.
analysierten in einem vierstufigen Stressmodell unter anderem Cortisol und
Substanz P (SP). Hier zeigten Pferde mit steigendem Stresslevel einen linearen
Anstieg des Serum-Cortisols (Scholler et al. 2023). Im Vergleich dazu korrelierten
die Speichel-Cortisolwerte kaum mit dem Stressmodell (Scholler 2023). Um
Auswirkungen wie Schmerz, Stress oder Entziindung von an Hufen angebrachten

Gewichten und Ketten beim Training von Tennessee Walking Horses zu evaluieren,
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wurden in einer flinftdgigen Studie ebenfalls Cortisol, SP und Fibrinogen gemessen.
Die biochemischen Parameter zeigten keine signifikanten Verdnderungen, es
anderte sich lediglich das Liegeverhalten der Pferde in beiden Gruppen. Die
Autoren vermuten einen groBeren Stressfaktor durch die Umstellung in die neue
Umgebung zum Zwecke der Studie, als durch die angebrachten Vorrichtungen an
sich, da die Cortisolwerte in der Zeit nach der Umstellung und vor den

Behandlungen am hochsten waren (Everett et al. 2018).

Auch pathophysiologisch ist Cortisol ein wichtiger Biomarker in zahlreichen
Studien. Grundsédtzlich haben kranke Pferde hohere Cortisolwerte als klinisch
gesunde Pferde (Hoffsis & Murdick 1970). In einer Studie iiber triachtige Stuten mit
Kolik und Uterustorsionen wurde festgestellt, dass die erkrankten und damit
gestressten Tiere im Vergleich zu den gesunden Pferden ein erhdhtes Cortisol
aufwiesen. Auch Stuten, welche anschlieSend abortierten, hatten hohere Werte als

Stuten ohne Abort (Santschi et al. 1991).

Hinchcliff et al. verdffentlichten eine Untersuchung mit Pferden, die wegen Kolik
in eine Klinik eingeliefert wurden. Den Patienten wurde innerhalb von 30 Minuten
nach Einlieferung Blut fiir die Bestimmung der Serum-Cortisol-Konzentration
abgenommen. Sie stellten fest, dass die Pferde, die nicht {iberlebten, im Vergleich
zu denjenigen, die aus der Klinik entlassen werden konnten, signifikant erhohte
Cortisolwerte aufwiesen (Hinchcliff et al. 2005). Der genaue pathophysiologische
Zusammenhang zur Erhéhung von Cortisol bei Kolik kann bisher nicht sicher
erklart werden. Es wird jedoch vermutet, dass die durch die Kolik ausgeldsten
Schmerzen an der Steigerung von Serum-Cortisol beteiligt sind. In der Studie von
Mair et al. wurden Kolikpatienten in drei Grade (gering-, mittel- und hochgradig)
eingeteilt und deren Serum-Cortisol-Konzentrationen untereinander verglichen
(Mair et al. 2014). Pferde mit Koliksymptomen hatten dann hohere Cortisolwerte,
wenn sie auch eine erhdhte Herzfrequenz von tiber 45 Schldgen pro Minute hatten.
AufBlerdem hatten Pferde mit mittel- und hochgradiger Koliksymptomatik
signifikant hohere Werte als geringgradige Koliker. Insgesamt korrelierten erhohte
Serum-Cortisolwerte mit der Schwere der Kolik und auch mit einem gesteigerten
Sterberisiko (Mair et al. 2014). Die Variabilitdt der Herzfrequenz gilt als ein
etablierter Indikator fiir Stress (Mohr et al. 2000). Gehlen et al. stellten eine positive
Korrelation zwischen Cortisol und der Herzfrequenzvariabilitit bei Kolikpatienten

fest (Gehlen et al. 2020). Eine weitere Forschungsgruppe analysierte neben einigen
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anderen Parametern auch Serum-Cortisol bei Pferden mit verschiedenen
Krankheiten. Neben akuten Erkrankungen wie Trauma, Myositis oder Arthritis
konnten bei Pferden mit akutem Abdomen die hochsten Cortisol-Konzentrationen
gemessen werden. Insbesondere verzeichneten Pferde mit Strangulationen im
Diinn- oder Dickdarmbereich die hochsten und weniger schwer erkrankte Pferde,
zum Beispiel mit einer Verlagerung des Kolons, niedrigere Cortisolwerte (Ayala et
al. 2012). In einer Pilotstudie wurde Speichel-Cortisol als ein durch Schmerz
induzierter Biomarker fiir Stress bei Pferden mit akutem Abdomen analysiert.
AulBlerdem wurden weitere Marker wie Alpha Amylase (AA) aus dem Speichel als
Biomarker fiir Aktivitit im sympathischen Nervensystem, aber auch Serum-
Amyloid A und Plasma-Laktat gemessen. Zum Vergleich bestimmten Contreras-
Aguilar et al. auch klinische Parameter: die Herz- und Atemfrequenz, die EAAPS-
1 (beschrieben unter 11.2.3.) und den Systemic Inflammatory Response Syndrome
Score. Die Pferde mit akutem Abdomen zeigten signifikant hohere Speichel-
Cortisolwerte und Speichel-Alpha-Amylase-Aktivitit (Speichel-AA). Speichel-AA
und EAAPS-1 korrelierten in dieser Studie miteinander, die anderen Biomarker
wiesen keinen Zusammenhang mit den klinischen Parametern auf (Contreras-

Aguilar et al. 2018).
Methodik & Werte von Cortisol

Cortisol kann im Blut und im Speichel gemessen werden, wobei zwischen beidem
in der Literatur keine konstante lineare Korrelation dargestellt werden kann. Bohak
et al. evaluierten einen schwachen Zusammenhang, wéihrend in anderen Studien gar
keine Korrelation messbar war (Hellhammer et al. 2009, Bohak et al. 2013,
Kedzierski et al. 2013). In einer Folgestudie von Kedzierski et al. zu Arabern beim
Renntraining konnte eine Korrelation mit 30-miniitigem Abstand analysiert
werden. Die direkt nach dem Training gemessenen Blutwerte standen in
Zusammenhang mit den Speichelwerten nach 30 Minuten Erholungsphase. Beides
konnte weitere 30 Minuten spéter erneut reproduziert werden (Kedzierski et al.
2014). Da das Cortisol nach Aktivierung der HPA-Achse zunéchst in den Kreislauf
und anschlieBend passiv in die Speichelfliissigkeit diffundieren muss, ist dadurch
eine mogliche Zeitversetzung zwischen der Speichel- und Blutantwort auf Stress
denkbar (Granger et al. 2007).Viele Faktoren wie zum Beispiel die Halbwertszeit
von Cortisol im Blut oder der zirkadiane Rhythmus koénnen die Cortisol-Messungen

beeinflussen. Insbesondere die teilweise Bindung von Cortisol an das Cortisol-
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bindende Globulin und die enzymatische Umwandlung zu Cortison im Speichel

konnen niedrigere Speichel- als Blutwerte erkléren (Hellhammer et al. 2009).

In mehreren Studien wurde der zirkadiane Rhythmus von Cortisol bei Pferden
bestétigt (Cordero et al. 2012, Bohak et al. 2013, Contreras-Aguilar et al. 2020).
Bohak et al. nahmen Speichel- und Serumproben von gesunden Pferden. In einem
24-Stunden Profil der mittleren Speichel- und Serumkonzentrationen wurde
dargestellt, dass die hochsten Werte jeweils um 10.00 Uhr beziehungsweise um
10.50 Uhr am Vormittag und dementsprechend die niedrigsten circa zehn bis zwolf
Stunden spiter erreicht wurden (Bohak et al. 2013). In einer anderen Studie waren
die Hochstwerte sowohl im Friihjahr als auch im Herbst zwischen 6.00 und 7.00
Uhr (Cordero et al. 2012). Beim Menschen ist bekannt, dass im Alter die
durchschnittlichen Cortisol-Konzentrationen zwar hdher sind, sich jedoch die
Amplitude des tdglichen Rhythmus verringert (Touitou & Haus 2000). Auch bei
Hunden ist das Alter mit einer abgeschwichten Amplitude oder sogar einem Verlust
der zirkadianen Rhythmik des Cortisols verbunden (Palazzolo & Quadri 1987).
Cordero et al. kamen zu dhnlichen Ergebnissen bei Pferden. Sie evaluierten, dass
das Alter zwar nicht den zirkadianen Rhythmus der Tiere ausschaltet, jedoch die
Variabilitit der Cortisol-Konzentrationen. Es wird vermutet, dass diese verringerte
Variabilitdt auf eine verminderte Reaktionsfdhigkeit der Nebennieren mit

zunehmendem Alter zuriickzufiihren sein konnte (Cordero et al. 2012).

Ohne eine deutliche Verdnderung der Amplitude oder der Akrophase (der
Maximalwert eines Zyklus) war der Serum-Mittelwert {iber eine Periodendauer
(Midline Estimating Statistics of Rhythm, MESOR) im Mai signifikant hoher als
im September. Da Cortisol eine wichtige Rolle im Energiestoffwechsel und bei
Stressreaktionen spielt, wird vermutet, dass diese jahreszeitlichen Schwankungen
mit der Anderung der Nahrungsverfiigbarkeit und des Energiebedarfs, welche in
den Herbst- und Wintermonaten auftreten, verbunden sein konnten (Cordero et al.
2012). Es ist bekannt, dass die Cortisol-Konzentration bei Pferden als Reaktion auf
anspruchsvolle Umweltbedingungen wie iibermdfige Hitze, Kélte oder

Feuchtigkeit schwanken kann (Williams et al. 2002).
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Serum-Cortisolwerte Speichel-Cortisolwerte

34,7 £ 5,7 nmol/ Tagesdurchschnitt: 0,13ug/dl

(Ayala et al. 2012) = 3,61 nmol/l (Marjan & Prisenk 2017)
97,7 +21,2 nmol/l Morgens: 0,45 + 0,57 nmol/dm?
(Bennett-Wimbush et al. 2020) =0,45 = 0,57 nmol/l (Strzelec et al. 2011)

0,5—2,0 pg/dl = 13,79 — 55,17 nmol/l Abends: 0,49 + 0,74 nmol/dm?

(Hinchcliff et al. 2005) = 0,49 + 0,74 nmol/l (Strzelec et al. 2011)
MESOR: 22,67 ng/ml = 62,57 nmol/l mit MESOR: 0,52 ng/ml = 1,44 nmol/l mit einer
einer Amplitude von 11,93 ng/ml Amplitude von 0,12 ng/ml = 0,33 nmol/l

= 32,93 nmol/l (Bohék et al. 2013) (Bohak et al. 2013)

Tabelle 3: Physiologische Serum- und Speichel-Cortisolwerte von Pferden aus angegebenen

Literaturangaben.

3.2. Substanz P
Aufbau & Vorkommen von Substanz P

Erstmals wurde die Substanz P (SP) im Jahre 1931 von v. Euler und Gaddum,
isoliert unter anderem aus Gehirn und Darm von Hasen und Pferden, beschrieben.
Sie beobachteten einerseits periphere Vasodilatation, andererseits gesteigerte
Peristaltik am Diinndarm durch den Einfluss der damals noch unbekannten SP (v.
Euler & Gaddum 1931). Gaddum und Schild benannten die Substanz in Bezug auf
das Puder (P wie powder), welches sie nach der Extraktion erhielten (Gaddum &

Schild 1934).

Substanz P ist ein Undecapeptid, also ein Oligopeptid, welches aus einer Kette von
elf Aminosduren aufgebaut ist: Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-
MetNH? (Chang & Leeman 1970). Es gehort unter anderen neben Neuropeptid A
(NKA) und Neuropeptid B (NKB) zur Familie der Tachykinine oder auch
Neurokinine, und wird durch das TAC1 Gen codiert (Pennefather et al. 2004,
Steinhoff et al. 2014). Die Synthese des Neurotransmitters SP erfolgt vor allem in
C-Fasern des zentralen und peripheren Nervensystems (ZNS bzw. PNS). C-Fasern
sind unmyelinisiert und haben daher eine langsamere Reizweiterleitung als
myelinisierte A- und B-Fasern (s. Abschnitt 11.2.2.). Sie kommen vor allem im
autonomen Nervensystem, sowie im Dorsalhorn und Dorsalwurzelganglion des

Riickenmarks vor (Lembeck 1953, Otsuka et al. 1976, Hunt & Mantyh 2001). Sie
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leiten hauptsichlich sensorische Informationen weiter und spielen daher auch eine
Rolle in der Schmerzweiterleitung (Harmar et al. 1980, Hunt & Mantyh 2001).
Wihrend der Synthese von NKA entsteht auch immer SP, wobei SP auch alleinig
synthetisiert werden kann (Pennefather et al. 2004). AnschlieBend wird das
Neuropeptid SP in Vesikel verpackt, axonal zu den Nervenendigungen transportiert
und gespeichert. Studien zufolge ist die Konzentration von SP in der grauen
Substanz des ZNS hoher als in der weiBlen (Ebner & Singewald 2006). Viele
Nervenzellen und -fasern in verschiedenen Bereichen des ZNS und PNS erwiesen
sich als immunreaktiv fiir SP (Douglas et al. 1982, Ribeiro-da-Silva & Hokfelt
2000). SP kommt neben dem ZNS und PNS auch in vielen anderen Geweben von
Sdugetieren vor: im enterischen Nervensystem und im kardiovaskuldren System,
aber auch in nicht-neuronalen Zellen wie endothelialen Zellen,
Knochenmarkstammzellen und Entziindungszellen (Holmgren & Jensen 2001,
Pennefather et al. 2004, Suvas 2017, Redkiewicz 2022). SP wird hauptsédchlich
durch den G-Protein-gekoppelten Rezeptor Neurokinin-1 (NK1-Rezeptor) mediiert
und ist der Ligand mit der hochsten Affinitdt fiir diesen Rezeptor. An diesem
Rezeptor konnen aber auch andere Neuropeptide wie zum Beispiel NKA binden

(Mistrova et al. 2016).
Funktionen von Substanz P

Im Gegensatz zu Cortisol hat SP vermutlich keinen Ceiling-Effekt (das bedeutet,
dass bei einem hohen SP-Spiegel kein Séttigungseffekt erreicht wird) und unterliegt
auch keinem zirkadianen Rhythmus (Coetzee et al. 2008). Man geht davon aus, dass
der NKI1-Rezeptor als Autorezeptor funktioniert und SP damit die eigene
Ausschiittung modulieren kann. In einigen Studien wurde beschrieben, dass diese
Regulation den Charakter eines negativen Feedback-Systems haben konnte

(Harrison & Geppetti 2001).

Entsprechend dem weitverbreiteten Vorkommen von SP im Korper spielt sie eine
Rolle in vielen verschiedenen physiologischen und pathologischen Prozessen. SP
ist unter anderem zusammen mit dem Calcitonin Gene-Related Peptide ein Co-
Mediator von cholinergen Neurotransmittern. Beide sind gemeinsam an vielen
Mechanismen im Zusammenhang mit cholinerger Innervation im ZNS und PNS
beteiligt (Domeneghini et al. 2004). SP beeinflusst als Neuromodulator die
Entwicklung und das Wachstum von neuronalem Gewebe. Nach ischdmischen

Zustinden im Gehirn konnte gezeigt werden, dass SP die Proliferation von



I1. Literaturiibersicht 37

Nervenzellen steigert und so eine Ischdmie-induzierte Neurogenese unterstiitzen
konnte (Park et al. 2007). Auch in einem ,,Jow-flow” Ischidmie Modell von Moore
et al. konnte in den Mesenterialarterien des Kolons von Pferden eine Steigerung
von SP wihrend der friihen Reperfusion beobachtet werden (Moore et al. 1996).
Eine weitere Studie entdeckte den verstirkenden Effekt von Tachykininen auf die
Entziindungsantwort in Ratten nach initiierter Ischdmie der Mesenterialarterien. Es
zeigte sich, dass SP die vaskuldre Permeabilitit erhoht und vermehrt neutrophile
Granulozyten in Folge eines Reperfusionsschadens nach einer Ischdmie rekrutiert
(Souza et al. 2002). Die Rolle von SP bei der Aktivierung des Immunsystems im
Zusammenhang mit Entziindungsprozessen, insbesondere bei der Chemotaxis von
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, konnte ebenso in einigen anderen
Studien gezeigt werden (Hunt & Mantyh 2001, Mashaghi et al. 2016, Suvas 2017).
Bei einem in vivo Versuch an Katzen konnte nach peripherer
Entziindungsinduktion durch Carrageen an den Hinterldufen eine erhdhte SP-
Konzentration in C-Fasern festgestellt werden (Xu et al. 2000). Bei hoher
Konzentration von Lymphozyten im Gewebe, wie zum Beispiel bei einer
Weichteilschiddigung, stimuliert SP (synergistisch mit dem Calcitonin Gene-
Related Peptide) die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie
Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-alpha. Dadurch besteht der Verdacht, dass
SP bei der Entstehung von einigen Herzerkrankungen, wie zum Beispiel beim
hypertensiven Herzinfarkt oder Fibrose am Herzen, mitwirken kann (Cuesta et al.

2002).

In einer humanmedizinischen Studie konnte im Zusammenhang mit Verletzungen
im Weichteilgewebe neben einer signifikanten Erhohung des Calcitonin Gene-
Related Peptides eine mehr als 27-fache Erhohung von Plasma-SP im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe beobachtet werden (Onuoha & Alpar 1999). Als
vasoaktives Peptid kann SP die vaskuldre Permeabilitit und die dadurch
entstehende Extravasation von Plasmaprotein bei Odembildung im Gewebe
einleiten. Damit ist SP wahrscheinlich einer der potentesten Initiatoren der
neurogenen Entziindung (Steinhoff et al. 2014). Dieser pathophysiologische
Vorgang spielt vor allem bei einem ischdmischen Schlaganfall eine Rolle, da die
neurogene Entziindung zu weiterem Zelluntergang fiihrt (Walsh & D 2006,
Corrigan et al. 2016, Suvas 2017). In einem Versuch mit Ratten konnte ein Hinweis

auf die Rolle von SP bei chronisch entziindlichen Schmerzzustinden beobachtet
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werden. Nach Injektion reizender Stoffe an den Hinterldufen von Ratten kam es zu
einer signifikanten Hochregulierung der Internalisierung von SP-Rezeptoren im
Riickenmark (Honor et al. 1999). Die Rolle von SP in Bezug auf Schmerz und
Schmerzweiterleitung ist sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin
ein spannendes Thema. In einer Studie zu Osteoarthritis und rheumatoider Arthritis
wurden Menschen mit mindestens dreimonatiger Krankheitsvorgeschichte im
Rahmen einer Narkosevoruntersuchung auf das Vorhandensein von SP getestet. Es
konnte eine positive Korrelation zwischen der Serum-SP-Konzentration und der
chronischen Schmerzintensitdt der Patienten festgestellt werden (Lisowska et al.
2015). Im Bereich der Rindermedizin hat sich die Untersuchung von SP in
Kombination mit Cortisol etabliert, um zwischen akutem Stress durch Handling und
anhaltendem Disstress ausgelost durch Schmerz, differenzieren zu konnen
(Tschoner & Feist 2022). In einer Studie mit kastrierten Kélbern und einer
Kontrollgruppe stieg SP bei den tatséchlich operierten Tieren an, wihrend Cortisol
in beiden Gruppen homogen blieb. Es wird vermutet, dass der durch die Operation
entstandene Stress in beiden Gruppen das Cortisol erhoht, jedoch SP im Gegensatz
dazu nur durch die chirurgische Verletzung und den damit verbundenen Schmerz
ansteigt (Coetzee et al. 2008). Ein aktueller Ubersichtsartikel aus 2022 vergleicht
viele verschiedene Studien bei adulten Rindern und Kélbern wéhrend
unterschiedlicher schmerzhafter Eingriffe und korperlicher Zustinde und
verdeutlicht die Funktion von SP als Biomarker fiir Entziindung und Nozizeption
(Tschoner & Feist 2022). Nach kiinstlich induzierter Laminitis bei Milchkiihen,
einer sehr schmerzhaften und hoch entziindlichen Erkrankung der Klauen, wurden
klinische Parameter mit einer Reihe von Parametern aus dem Blut untersucht. Im
Zusammenhang von SP mit klinischen Schmerzparametern konnte nach sechs
Stunden ein markanter Anstieg von SP beobachtet werden, wobei der Hochstwert
nach zwolf Stunden erreicht wurde (Bustamante et al. 2015). In einer Studie zur
Geburt bei Kiihen wurden vier verschieden Gruppen untersucht: Erstgebidrende und
multipare, daneben einfache Geburten und Schwergeburten. Diese wurden in zwei
Behandlungsgruppen  unterteilt. Die eine Gruppe bekam vier Mal
Acetylsalicylsdure (ASS) im Abstand von je zwolf Stunden, die andere ein Placebo.
Es wurden drei Biomarker dahingehend untersucht, ob diese in der
Behandlungsgruppe niedriger waren als in der unbehandelten. Es wurden
Blutproben fiir die Marker SP (fiir Nozizeption), Haptoglobin (fiir Entziindung) und
Cortisol (fiir Stress) untersucht. Insgesamt hatten erstgebiarende Kiithe hohere SP-
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und Cortisolwerte als multipare, wobei SP bei Schwergeburten nach 168 Stunden
signifikant erhoht war. Die Behandlung mit ASS hatte lediglich einen Effekt auf
die Haptoglobin-Konzentration, nicht auf SP (Barragan et al. 2020). Entgegen der
aufgestellten Hypothese kam bei einer Studie zu Uterustorsionen bei Milchkiihen
heraus, dass SP bei Kiihen mit komplikationsfreier Geburt im Vergleich hoher war
als bei Kiihen mit Uterustorsion. Die Erklérung hierflir konnte sein, dass SP mehr
durch die Dehnung der Zervix ausgeschiittet wird als durch die Torsion des Uterus.
In der Zervix ist bekanntermaflen viel SP enthalten. Kiithe mit Torsion zeigten nur
milde Kolik und haben noch eine geschlossene Zervix, wohingegen Kiihe in Geburt
teilweise starkere Schmerzen zeigen und eine gedffnete Zervix haben (Patak et al.
2000, Sickinger et al. 2018). Durch heterogene Ergebnisse der Untersuchungen zu
SP bei Rindern konnte bisher noch nicht abschlieBend geklart werden, ob sich SP
als Biomarker fiir Schmerz sicher eignet (Tschoner 2021, Tschoner & Feist 2022).
Es wird daher empfohlen, bei zukiinftigen Studien zusétzlich zu den Biomarkern
auch klinische Parameter zu erfassen, welche physische Parameter als auch das

Verhalten der Tiere erfassen (Karlen et al. 2021).

Im Herz-Kreislauf-System ist das SP-NK1-Rezeptorsystem von grof3er Bedeutung,
besonders in dessen zentraler Regulation (Mistrova et al. 2016). An isolierten
Herzen von Meerschweinchen zeigte sich, dass SP zu Bradykardie fiihrt. (Hoover
et al. 2000). Durch die absinkende Herzfrequenz steigen im Gegenzug die
Herzkontraktilitit und infolgedessen das Herzschlagvolumen an. Abhingig vom
Zustand des Endothels kann SP {iber eine Reaktionskette die glatte Muskulatur der
GefalBwinde entspannen und beeinflusst so im ganzen Korper den Blutdruck durch

Vasodilatation (Walsh & D 2006).

Im Bereich des Gastrointestinaltrakts erfiillt SP ebenfalls verschiedene wichtige
Funktionen: Einerseits wurde es in der muskuldren Hiille von GefdBen festgestellt
und moduliert demnach auch hier den Blutdruck (Domeneghini et al. 2004).
Andererseits wirkt SP am equinen Jejunum als non-adrenerger und non-cholinerger
Neurotransmitter. In einer in vitro Studie von Malone et al. wurden Anteile glatter
Muskulatur aus dem Jejunum mit elektrischer Stimulation behandelt. AnschlieBend
konnte SP iiber indirekte Immunfluoreszenz im myenterischen Plexus, sowie in
zirkuldren Muskelschichten nachgewiesen werden (Malone et al. 2000). SP ist an
der motorischen Innervation der glatten Muskelschicht beteiligt, wobei es im

direkten Vergleich mehr die zirkulére als die longitudinale Muskulatur kontrahiert
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(Malone et al. 2000, Hens et al. 2002). Diese Beobachtung konnte ebenso bei
anderen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts von Pferden gemacht werden
(Belloli et al. 1994). Bereits im Jahr 2000 wurde die Moglichkeit in Betracht
gezogen, in der Zukunft gegebenenfalls therapeutische Ansédtze iiber die
Verbesserung der SP-Neurotransmission bei Kolikpatienten zu erwirken, um die
Darmmotilitdt bei Pferden zu verbessern, wenn diese nicht ausreichend auf
adrenerge und cholinerge Medikamente ansprechen (Malone et al. 2000). Bei
Pferden mit Equiner Grass Sickness konnte bereits im frithen Stadium eine
verringerte SP-Immunreaktivitdt, vor allem im Ileum, festgestellt werden. Die
Erkrankung verlduft neben anderen Symptomen mit hochgradiger Dysfunktion des
Magen-Darm-Trakts (Bishop et al. 1984). Um das intramurale Nervensystem zu
verstechen, wurden von Domeneghini et al. detaillierte histochemische und
immunhistochemische Untersuchungen von Diinn- und Dickdarm des Pferdes
angefertigt (Domeneghini et al. 2004). SP wurde in der Tunica mucosa, in
Nervenzellkorpern und -fasern des submukdsen Plexus, sowie in Nervenfasern des
myenterischen Plexus festgestellt. Insgesamt wurde SP in fast allen
Darmabschnitten gefunden. Lediglich in der Beckenflexur des Kolons war weniger
Immunreaktivitit des myenterischen Plexus zu sehen. Dies koénnte einen
Zusammenhang zur Beobachtung haben, dass Pferde sehr hdufig an Obstipationen
in diesem Darmabschnitt leiden, da durch den verminderten Gehalt an SP eine
schlechtere Darmmotilitit denkbar wire (Domeneghini et al. 2004). Bei einem
Versuch mit induzierter Obstipation im Kolon durch Amitraz (ein Amidin, welches
haufig als Antiparasitikum eingesetzt wird) wurde die Immunreaktivitit von SP in
der Darmwand vergleichend zu gesunden Ponys untersucht. Es konnte kein
signifikanter Unterschied der Verteilung oder Intensitit der SP-Reaktivitit
festgestellt werden (Cummings et al. 1985).

Bei der Innervation und Regulation von physiologischen, aber auch bei
pathologischen Vorgédngen des Magens ist SP und alle durch die Substanz
angesprochenen Rezeptoren ebenfalls von Bedeutung. Eine Studie mit Schweinen
zur Untersuchung von Ulzera am Mageneingang evaluierte, dass Probleme mit der
Magenmotilitit sowie -entleerung bei Patienten mit Magenulzera moglicherweise
mit einer erhohten SP-Expression in den myenterischen Neuronen des Magens

zusammenhdngen konnte (Zalecki 2019).

Hervorzuheben in Verbindung mit dieser Arbeit ist eine Dissertation, welche
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Neuropeptide in der Labmagenwand von Rindern untersuchte (Sickinger 2007).
Vergleichbar zu Koliken bei Pferden mit Darmverlagerungen, kann bei Rindern
eine Labmagenverlagerung auftreten. In der Studie wurden wihrend der Operation
zur Reposition und Fixation des nach links verlagerten Labmagens Biopsien aus
der Labmagenwand entnommen. Im Vergleich zu gesunden Rindern konnte bei
einer Verlagerung ein geringerer Gehalt an SP in der Labmagenwand festgestellt
werden. Auflerdem konnte eine unterschiedliche SP-Konzentration in Bezug auf die
verschiedenen Rassen beobachtet werden. Fiir Labmagenverlagerungen sind vor
allem die klassischen Milchrassen wie Holstein-Friesian und Deutsche Holsteins
bekannt. Deutlich seltener betroffen sind verschiedene Mastviehrassen. Die
Untersuchung der Biopsien ergaben, dass eben die anfilligeren Rassen einen
geringeren Gehalt an SP in den Ganglien und Nervenfasern des Magens haben, was
eine verminderte Stimulierung fiir die Labmagenmotilitidt bewirken und folglich

eher zu einer Labmagenverlagerung fithren konnte (Sickinger 2007).

Im Allgemeinen gibt es bisher nur begrenzte Studien zur Untersuchung von SP bei
Pferden, insbesondere wenn es um die Messung von SP aus dem Blut geht. Im Jahr
2017 wurde eine Studie zur Untersuchung von Stress- und Schmerzparametern bei
Tennessee Walking Horses mit gewichtigen Hufkeilen und Ketten durchgefiihrt
(Everett et al. 2018). Die Kontrollgruppe bekam stattdessen normale Hufschuhe.
Bei beiden Gruppen zeigte sich ein vermindertes Liegeverhalten nach Anbringen
der Hufschuhe. Das Plasma-Cortisol sank bei allen Pferden jeden Tag etwas ab.
Diese Ergebnisse wurden durch die zunédchst neue und ungewohnte Situation der
Pferde erklért. Es konnte kein Effekt auf die SP-Plasma-Konzentration festgestellt
werden. Zusammenfassend wurde in dieser Studie kein wissenschaftlicher Faktor
gemessen, welcher Stress oder Schmerzen durch das Horse-Soring, also durch die
Anwendung dieser Praktiken an den GliedmaBen der Pferde, die der Verstarkung

der Aktion der Vorderbeine dient, nachweisen konnte (Everett et al. 2018).

Eine weitere Studie, welche SP im Blut von Pferden evaluierte, basierte auf der
Gegebenheit, dass SP im ZNS auch emotionales Verhalten, Stress, Angst und
Depression mitreguliert (Kormos & Gaszner 2013). Angesichts der Beobachtung,
dass bei Menschen und Ratten SP in Reaktion auf emotionalen Stress ansteigt,
fiihrten Scholler et al. ein Stressmodel bei Pferden durch (Ebner et al. 2004, Ebner
& Singewald 2006, Scholler et al. 2023). In vier unterschiedlichen Stressgraden

wurde die Bedeutsamkeit von SP in Kombination mit Cortisol als Stressparameter
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beim Pferd evaluiert. Hinsichtlich des viel diskutierten Tierschutzthemas ,,Korrekte
Verschnallung von Nasenriemen™ wurden Pferde mit lockeren und engen
Nasenriemen geritten. Um hohere Stresslevel zu erreichen, wurde zusétzlich ein
Overground-Endoskop angebracht. Bei der Messung der Stressparameter ergab
sich keine Korrelation zwischen SP und dem jeweiligen Stresslevel, wohingegen
Cortisol signifikant zwischen Level eins und vier anstieg. Die Autoren vermuteten,
dass der Stress, welchem die Pferden ausgesetzt waren, nicht hoch genug war, um

eine messbare Anderung von SP zu erreichen (Scholler et al. 2023).
Methodik & Werte von Substanz P

SP kann systemisch im Blutplasma oder in Speichelproben gemessen werden,
wobei in keiner Studie eine Korrelation zwischen beiden Konzentrationen
festgestellt werden konnte (Coetzee et al. 2008, Jasim et al. 2018). Lokale Proben
konnen aullerdem aus Synovia oder Gewebestiicken genommen werden (Sickinger
2007, de Grauw et al. 2014). Die Messung von SP als Neuropeptid im Liquor ist
zur Erforschung von Cluster-Kopfschmerzen oder zum Beispiel bei neuronaler

Schadigung nach Schlaganfillen verbreitet (Clark et al. 1994, Li et al. 2009).

Zusammenfassend sind SP-Plasmawerte zwischen den einzelnen Studien sehr
unterschiedlich und auch die Kontrollgruppen in humanmedizinischen Studien
stellen sich inhomogen dar (Reynolds et al. 1988, Lee et al. 1997). SP-Werte von
gesunden Menschen werden zum Beispiel mit durchschnittlich 65 pg/ml angegeben
(Wang et al. 2012). Gleiches zeigte sich auch in Studien mit Rindern (Tschoner &
Feist 2022). Die SP-Konzentrationen der Kontrollgruppe in einer Studie mit lahmen
Milchkiihen bewegte sich zum Beispiel im Bereich 0,25 + 0,09 ng/ml (= 250 £ 90
pg/ml) (Rodriguez et al. 2018). Bisher sind wenige Normwerte von SP-Plasma bei
Pferden bekannt. In der Studie von Everett et al. bewegten sich die SP-Werte der
Kontrollgruppe im Bereich von 91,8 £ 6,9 pg/ml (Everett et al. 2018). Scholler et
al. versuchte mit 74 gesunden, adulten Warmbliitern Referenzwerte fiir Pferde zu
evaluieren. Es ergaben sich groB3e interindividuelle Unterschiede. Die Plasma-SP-
Werte befanden sich zwischen 643 pg/ml und 8019 pg/ml. Abgesehen davon zeigte
sich, dass die intraindividuelle SP-Konzentration eines Pferdes unabhingig von der

Belastung anndhernd gleich blieb (Scholler et al. 2023).

Die Probenbearbeitung von SP ist aufgrund der kurzen Halbwertszeit von ungefahr

3,5 Minuten sehr sensibel (Saidi et al. 2016). Um SP zu stabilisieren, sollte am
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besten ein Protease-Inhibitor im Blutrhrchen enthalten sein oder anschlieSend
hinzugefiigt werden. Aprotinin zeigte sich als effektivster Inhibitor gegen den
Abbau durch Peptidasen. Ohne Zusatz sinkt die SP-Konzentration bereits innerhalb
einer Stunde bei Raumtemperatur. Idealerweise werden die Proben mit Aprotinin
versetzt und anschlieBend bei -70°C eingefroren (Mosher et al. 2014). Die Proben
werden iiblicherweise mit Hilfe eines Radioimmunoassays (RIA) oder eines
enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (EIA) analysiert. Es wird vermutet, dass
die Selektivitit der einzelnen Assays, im Besonderen wegen der Kreuzreaktivitit
mit anderen SP-Metaboliten, von den verwendeten Antikorpern abhéngt. Da es
einige verschiedene RIA’s und EIA’s auf dem Markt gibt, konnten auch hierdurch
unterschiedliche SP-Werte resultieren (Feickert & Burckhardt 2019).

Es ist bekannt, dass SP-enthaltende Neuronen signifikant in der Konzentration und
Verteilung je nach Alter von Menschen und Tieren variieren. Beispielsweise konnte
bei Ratten nachgewiesen werden, dass sich das maximale Level postnatal zwischen
fiinf und 15 Tagen befindet und die Dichte sich anschlieBend wieder verringert
(Sakanaka et al. 1982). Eine Studie zu Kastrationen bei Kilbern stellte fest, dass
Tiere im Alter von acht Wochen niedrigere SP-Werte aufwiesen als sechs Monate
alte, unabhingig davon, welcher Gruppe sie angehort haben (Dockweiler et al.
2013). Wong et al. analysierten Normwerte von SP in gesunden Neonaten. Sie
fanden heraus, dass SP-Konzentrationen postnatal {iber drei Tage anstiegen und bis
zum Tag 14 wieder absanken (Wong et al. 2010). Zum Pferd sind diesbeziigliche
Studien bisher nicht bekannt.

Zusammenfassend erscheint es bislang nicht sinnvoll, SP-Werte aufgrund des
unterschiedlichen Versuchsaufbaus und insgesamt schwieriger Methodik zwischen
verschiedenen Studien miteinander zu vergleichen (Feickert & Burckhardt 2019,

Tschoner & Feist 2022).
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3.3. Alpha-Amylase
Aufbau & Vorkommen von Alpha-Amylase

Die Alpha-Amylase (AA) hat die Funktion, wie andere Glykosidhydrolasen auch,
Polysaccharide abzubauen. AA im Speziellen ist fiir die enzymatische Spaltung von
a-(1,4)-glykosidischen Bindungen und damit fiir die Verdauung von
Kohlenhydraten wie zum Beispiel Stirke zustindig (Wolffram 2022). Sie wird
sowohl direkt im Speichel als auch im Pankreas gebildet. Die Speichel-AA wird
lokal durch die Speicheldriisen, kodiert durch das Gen AMY1, produziert und
reprisentiert daher weder den Gehalt an AA im Kreislaufsystem noch im Magen-
Darm-Trakt. Die Pankreas-AA wird durch das AMY2 Gen kodiert und in aktiver
Form von den Acinuszellen durch Exozytose sezerniert und anschlieend zur
Verdauung in das intestinale Lumen abgegeben (Granger et al. 2007, Coizet et al.

2014, Schroder & Rummel 2022).

Im Vergleich zu anderen Tierarten ist der Gehalt an AA im Pferdedarm gering, da
die natiirliche Erndhrungsweise des Pferdes eher stirkearm ist. Allerdings gibt es
groB3e individuelle Unterschiede. Pferde, die mit getreidehaltigem Futter gefiittert
werden, haben eine hohere Aktivitdt und Expression von AA als Pferde, die auf der
Weide stehen (Kienzle et al. 1994, Wolffram 2022). Eine Studie, welche die AA-
Gene unterschiedlicher Pferderassen untersuchte, lieferte erste Hinweise auf
mogliche Zusammenhénge zwischen der Genetik und dem Erndhrungsmanagement
(Coizet et al. 2014). Diese Ergebnisse werden durch Erkenntnisse beim Menschen
untermauert, da Populationen mit stirkereicher Erndhrung im Durchschnitt mehr
AMY 1-Kopien aufweisen als solche mit traditionell stirkearmer Erndhrung (Perry

et al. 2007, de Sousa-Pereira et al. 2015).
Funktionen von Alpha-Amylase

Die AA wird als Biomarker eingesetzt, um die Aktivitit eines der wichtigsten
Stressreaktionssysteme des Korpers, dem autonomen Nervensystem,
widerzuspiegeln (Fuentes-Rubio et al. 2016, Skoluda et al. 2017). Dabei kann
Speichel-AA mit physiologischem Stress aber auch mit psychologischen Faktoren
zusammenhdngen. Die zweite grofle Stresskomponente stellt die HPA-Achse dar,
weswegen in Studien hdufig AA in Kombination mit Cortisol gemessen wird.
Besonders bei der Messung im Speichel ist es wichtig, die unterschiedlichen

Hohepunkte der Ausschiittung der Biomarker bei der Antwort auf Stress zu
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beachten. Cortisol-Anderungen treten mit gewisser Verzdgerung iiber die
Aktivierung der HPA-Achse, Freisetzung ins Blut durch die Nebennierenrinde bis
zur Diffusion in den Speichel auf. Die Speichel-AA wird hingegen direkt in den
Speicheldriisen gebildet (Granger et al. 2007, Tecles et al. 2014).

In einer Studie mit zwei verschiedenen Trainingsgruppen wurde Speichel-AA als
Parameter fiir Stress wihrend des Trainings von Pferden eingesetzt. Die Pferde,
welche von Trainern mit besseren reiterlichen Fahigkeiten geritten wurden, zeigten
im Mittel niedrigere Speichel-AA-Werte (Kimura et al. 2023). Distanzpferde
wurden hinsichtlich des Stresses in Verbindung mit korperlicher Belastung in
einem standardisierten Training mit steigender Intensitét auf einige Biomarker
getestet. Die Speichel-AA stieg unter Belastung an und die hochsten Werte wurden
30 Minuten nach der Belastung gemessen. Da die Werte ebenfalls positiv mit dem
Index des sympathischen und negativ mit dem Index des parasympathischen
Nervensystems korrelierten, wurden sie als hilfreich zur Evaluierung von
trainingsbedingtem Stress bei Pferden bewertet. Das Fitnessniveau dieser Pferde
korrelierte hingehen nicht mit den gemessenen Werten (Contreras-Aguilar et al.
2021). Bei experimentell ausgelostem Stress konnte zum Beispiel eine Erhohung
der Speichel-Butyrilcholinesterase beobachtet werden, die Speichel-AA-Werte bei
entspannten Pferden waren hingegen besonders niedrig (Contreras-Aguilar et al.

2019).

Die bei Hunden hédufig vorkommende Pankreatitis wurde frither oftmals mit
erhohter Serum-AA (und auch Serum-Lipase) diagnostiziert. Inzwischen ist jedoch
bekannt, dass beide Parameter weder spezifisch noch sensitiv genug fiir eine
Diagnosestellung sind (Strombeck et al. 1981, Steiner et al. 2008). Diese beim
Fleischfresser gut bekannte Erkrankung tritt beim Pferd wesentlich seltener auf und
die Diagnostik ist dementsprechend schwierig (Yamout et al. 2012). Oft geht sie in
Kombination mit Symptomen des Magen-Darm-Trakts einher und wird haufig erst
post mortem diagnostiziert. Bei erhdhter Serum-AA beim Pferd sollten neben
Pankreatitis noch zwei andere Differenzialdiagnosen beachtet werden: Schidigung
der Zellen der Darmschleimhaut und priméres Nierenversagen (Parry & Crisman

1991).

Contreras-Aguilar et al. verdffentlichten einige Studien zu Speichel-AA bei
Pferden. In der ersten Pilotstudie wurden verschiedene Biomarker im

Zusammenhang mit akutem Abdomen gemessen. Die Speichel-AA-Aktivitdt war
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bei den Kolikpatienten signifikant hoher als bei den gesunden Pferden. Sie
korrelierte auBerdem mit der EAAPS-1, was anschlieBend in einer groferen Studie
bestdtigt werden konnte (Contreras-Aguilar et al. 2018, Contreras-Aguilar et al.
2019). In einer Folgestudie wurde Speichel-AA mit dem Schweregrad der
Erkrankung und dem Uberleben verglichen. Eine gesteigerte Aktivitit konnte
signifikant mit einem erhohten Sterberisiko bei Pferden mit Kolik verbunden

werden (Contreras-Aguilar et al. 2019).
Methodik & Werte von Alpha-Amylase

Referenzwerte fiir Serum-AA werden in der Literatur mit 21 £ 6 U/l und in der
Peritonealfliissigkeit mit 5 = 4 U/l angegeben (Parry & Crisman 1991). Die AA im
Speichel von gesunden Pferden betragt im Mittel 13,5 U/I. Der Grenzwert fiir eine
akute Kolikerkrankung wird im Speichel mit 23,3 U/l angegeben (Contreras-
Aguilar et al. 2019). Dabei wird immer die Aktivitit, nicht die Konzentration der
AA gemessen (Contreras-Aguilar et al. 2019). Die Aktivitit der AA im
Pankreasgewebe von Pferden wurde in einer Studie mit 277 £ 265 U/g und im
Chymus des Jejunums mit 22,3 U/g angegeben. Zum Zikum hin nimmt die AA-
Aktivitit ab. Die hochsten Werte konnten postprandial vier bis fiinf Stunden nach

dem Fiittern gemessen werden (Kienzle et al. 1994).

Eine Pilotstudie zu Verdnderungen von Biomarkern im Speichel von Pferden in
Abhiéngigkeit vom zirkadianen Rhythmus und der Jahreszeit untersuchte in diesem
Zusammenhang auch die Speichel-AA. Es zeigte sich zwar, dass sich AA im
Speichel im Laufe des Tages veridnderte und die jeweils hochsten Werte morgens
um 6.30 Uhr analysiert wurden, ein zirkadianer Rhythmus konnte jedoch nicht
festgestellt werden (Contreras-Aguilar et al. 2020). Diese Ergebnisse decken sich
mit denen aus Langzeitstudien in der Humanmedizin (Skoluda et al. 2017). Es gibt
jedoch Anzeichen dafiir, dass die Aktivitit der Speichel-AA saisonalen
Schwankungen unterliegt, da im Winter hohere Werte gemessen wurden als im
Sommer (Contreras-Aguilar et al. 2020). Daneben ist es bei Speichelproben
wichtig, auf die Kontamination mit moglichen Futtermitteln aus der Maulhohle zu
achten. Eine Studie evaluierte, dass die Inkubation mit Gras oder Heu die Speichel-

AA-Ergebnisse signifikant beeinflussen kann (Contreras-Aguilar et al. 2020).
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I11. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

1. Zielsetzung

Kolik ist eine hdufige und gleichzeitig todliche Erkrankung von Pferden. Um
Kolikpatienten eine angemessene Therapie zukommen zu lassen, wird eine

objektive Bewertung der Symptome und des Verlaufs der Erkrankung angestrebt.

Ziel dieser Studie war es, neue biochemische Parameter mit bereits etablierten zu
vergleichen und sie auf ihr Potenzial als Prognoseparameter zu untersuchen. Die
Biomarker Substanz P und Alpha-Amylase wurden bei 30 Kolikpatienten, graduiert
durch die Equine Acute Abdominal Pain Scale, analysiert und mit den anerkannten

Parametern Herzfrequenz, Laktat und Cortisol verglichen.

2. Stress- und Schmerzparameter
Die Studie tiber Substanz P ist als Publikation unter I11.3. zu finden.

Zusétzlich wurden einige Voruntersuchungen zu SP und AA durchgefiihrt. Die
Methoden und Ergebnisse, die nicht Teil der Verdffentlichung sind, werden folgend

beschrieben.

2.1. Substanz P
Material & Methode der Voruntersuchung

In einer Vorstudie wurde die Methodik und Analyse von SP an 21 Kolikpatienten
gepriift. Die Probenentnahme und Untersuchung der Pferde fanden analog zur
Beschreibung in der Publikation statt. Abweichend davon gehdrten die Patienten in
der Voruntersuchung unterschiedlichen Pferderassen an und es waren alle
Altersklassen vertreten. Als weitere Limitation der Vorstudie war die nicht
einheitliche Vorbehandlung der Pferde zu sehen. In der Voruntersuchung wurde
aullerdem je Patient nur ein Wert direkt nach Einlieferung in die Klinik aufgrund
vorberichtlicher Koliksymptomatik bestimmt. Das Blut fiir SP wurde fiir die erste
Analyse direkt in Aprotinin-beschichtete Rohrchen (BD vacutainer blood collection
tubes, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) umgefiillt und
innerhalb von zwei Stunden bearbeitet und eingefroren. Laktat wurde direkt aus

dem Frischblut mit einem Point-of-Care- Handgerdt (Accutrend Plus, Roche
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Deutschland Holding GmbH, Germany) gemessen.

Die Kolikpferde wurden, wie in der Publikation beschrieben, anhand der EAAPS
in drei Gruppen eingeteilt: geringgradig (Score 0-1), mittelgradig (Score 2-3) und
hochgradig (Score 4-5) (Sutton et al. 2013).

Fiir die statistische Analyse der Voruntersuchung wurde Python 3.9.13 (main, Aug
252022, 23:51:50) in Verbindung mit der SCIPY -Bibliothek 1.11.2 verwendet. Die
Normalverteilung wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test iiberpriift. Da die Daten nicht
normalverteilt waren, wurde als statistische Analyse der Spearman-
Korrelationskoeffizient r berechnet. Bei einem r-Wert von 0,0 < 0,1 besteht keine,
von 0,1 < 0,3 eine geringe, von 0,3 < 0,5 eine mittlere, von 0,5 < 0,7 eine hohe und

von 0,7 < 1 eine sehr hohe Korrelation.
Ergebnisse der Voruntersuchung

Insgesamt wurden bei der Voruntersuchung acht gering-, 10 mittel- sowie drei
hochgradige Kolikpatienten mit einbezogen. Die SP-Werte erreichten eine
Spannweite zwischen 447,0 pg/ml und {iber 10.000,0 pg/ml, was den messbaren
Bereich des verwendeten ELISA Kits (von Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale,
NY, USA) iiberschritt. Um fiir die statistische Analyse eine rechenbare Zahl zu
erhalten, wurden die Werte der drei Pferde iiber 10.000 pg/ml auf genau 10.000,0
pg/ml gesetzt. Die SP-Werte der Kolikpatienten zeigten insgesamt eine mittlere
Korrelation mit dem Kolikgrad (r=0,394). Zwischen den gering- und den
mittelgradigen Patienten bestand ebenfalls eine mittlere Korrelation (r=0,367),
zwischen den mittel- und hochgradigen jedoch gar keine Korrelation (r=0,0).
Zwischen den gering- und hochgradigen Pferden mit Kolik ergab sich eine hohe

Korrelation (r=0,516).

Die Laktatwerte reichten von < 1 bis 12,2 mmol/l. Um fiir die statistische Analyse
eine rechenbare Zahl zu erhalten, wurden die Werte der Pferde < 1 auf genau 1,0
mmol/l gesetzt. Beim Vergleich aller Gruppen ergab sich fiir Laktat eine geringe
Korrelation mit den verschiedenen Kolikgraden (1=0,264). Zwischen den gering-
und mittelgradigen, sowie zwischen den mittel- und hochgradigen Patienten ergab
sich eine geringe Korrelation (r=0,218; r=0,123). Die Korrelation bei den gering-
zu hochgradigen Pferden mit Kolik war mittelgradig (r=0,339). Im Vergleich von
SP mit Laktat bestand eine geringe Korrelation (r=0,166). Die Ergebnisse werden
in den folgenden Tabellen 4 und 5 dargestellt:
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Pferd Nr. ?;tlf:ei: Rasse Kolikgrad SP;}‘;:;; in L;l;t:)tl /iln
1 21 Isléander ggr. 2.108,30 2,9
2 7 Islénder ggr. 687,8 1
3 5 Warmblut ggr. 701,5 1
4 12 Vollblut ggr. 447 1
5 13 Warmblut ggr. 1.175,00 1
6 18 Warmblut ggr. 905,8 2,3
7 20 Friese ggr. 521.,8 1,4
8 6 Warmblut ggr. 1.092,80 1,7
9 14 Warmblut mgr. 10.000,00 1

10 30 Shetlandpony mgr. 780,9 1,3
11 14 Islander mgr. 10.000,00 4,9
12 3 Murgese mgr. 2.290,40 1,2
13 13 Araber mgr. 4.257,00 4.2
14 11 Lusitano mgr. 10.000,00 1,2
15 5 Warmblut mgr. 850,4 1,5
16 13 Warmblut mgr. 962,6 1,1
17 11 Friese mgr. 582,7 1,2
18 20 Shetlandpony mgr. 614,7 2,5
19 14 Warmblut hgr. 2.006,50 2,4
20 13 Warmblut hgr. 2.787,90 1
21 25 Tinker hgr. 913,7 12,2

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse von SP aus der Voruntersuchung mit Alter,
Rasse und dem jeweiligen Kolikgrad der Pferde. Die Kolikgrade sind in gering-, mittel- und
hochgradig (ggr., mgr., hgr.) angegeben. Zugehorig sind die Ergebnisse von SP in pg/ml und

Laktat in mmol/l aufgelistet.

Substanz P Min. Max. Mittelwert Median SD

Ggr. Kolikpatienten

447,0  2.108,30 955,0 803,6 497,7
(n=8)

Mgr. Kolikpatienten

582,7 10.000,00  4.033,90 1.626,50 4.045,10
(n=10)

Hgr. Kolikpatienten

913,7 2.788,00 1.902,70 2.006,50 768,7
(n=3)

Tabelle 5: Plasma-SP-Werte in pg/ml der gering-, mittel- und hochgradigen Kolikpatienten

aus der Voruntersuchung.
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Da die Methodik der Voruntersuchung Limitationen aufwies, wurde der
Versuchsaufbau in der anschlieBend geplanten, standardisierten Studie wie in der
Diskussion und der Publikation beschrieben (s. Abschnitte II1.3. und I'V.) angepasst

und verbessert.
Ergebnisse der Studie

Die Ergebnisse von SP sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Die weiteren Ergebnisse
sind unter III.3. zu finden. Von allen 30 Patienten wurden je vier Proben im Abstand
von einer Stunde entnommen. Wenn Patienten operiert oder euthanasiert werden
mussten, wurde die Probenentnahme bei diesen Patienten gestoppt. Dies fiihrte zu
einer Gesamtzahl von 107 SP-Werten. Die SP-Konzentrationen reichten von 52,5
bis 2.716 pg/ml. Ein einzelner Wert war tber 10.000,0 pg/ml. Um fiir die
statistische Analyse eine rechenbare Zahl zu erhalten, wurde auch dieser Wert auf

genau 10.000,0 pg/ml gesetzt.

Substanz P Min. Max. Mittelwert Median SD
Ggr. Kolikpatienten 52,5 10.000,0 450,2 171,0 1.295,3
(n=62)

Mgr. Kolikpatienten 612  2.716,0 398,3 212,1 597,3
(n=32)

z—lllg=r1.31)(ohkpat1enten 68,4 378.,5 192,0 194,3 80,9

Tabelle 6: Plasma-SP-Werte in pg/ml der gering-, mittel- und hochgradigen Kolikpatienten

aus der Studie.
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2.2. Alpha-Amylase
Material & Methode der Voruntersuchung

Die AA wurde unter demselben Vorgehen wie bei SP in der Voruntersuchung
gemessen. Insgesamt wurden 67 Kolikpatienten beprobt. Auch hier bestand die
Limitation, dass die Pferde verschiedenen Rassen angehorten und alle
Altersgruppen reprasentiert waren. Dariiber hinaus variierte die Vorbehandlung der
einbezogenen Pferde. In der Voruntersuchung wurde je Patient ein Wert direkt nach
Einlieferung in die Klinik aufgrund von Koliksymptomatik bestimmt. Die Serum-
Blutproben fiir die Messung von AA wurden im Zuge der Blutentnahme fiir das
Intensivlabor der Klinik entnommen. Die Proben wurden innerhalb von zwei
Stunden nach Blutentnahme bei 2000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert und
anschlielend in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen pipettiert. Sie wurden bis zur Analyse
bei -20°C eingefroren. Die Proben wurden durch eine photometrische Messung
eines Autoanalysesystems ausgewertet (Cobas C311, Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, USA). Die statistische Analyse erfolgte analog zur

Voruntersuchung von SP.
Ergebnisse der Voruntersuchung

Insgesamt wurden bei der Voruntersuchung der AA-Methodik 29 gering-, 23
mittel-, sowie 15 hochgradige Kolikpatienten einbezogen. In der Voruntersuchung
konnte eine AA-Aktivitdt von 0 bis 1.226,3 U/l gemessen werden. Die AA-Werte
der Kolikpatienten zeigten insgesamt eine geringe Korrelation mit dem Kolikgrad
(r=0,015). Zwischen den einzelnen Graden bestand ebenfalls eine geringe
Korrelation (gering- zu mittelgradig: r=0,037; mittel- zu hochgradig: r=-0,028;
gering- zu hochgradig: r=0,008).

Alpha-Amylase Min. Max. Mittelwert Median SD
Ggr. Kolikpatienten 15 103.6 8,7 472 18,7
(n=29)

Mgr. Kolikpatienten 0.6 480,4 42,1 4,7 113,1
(n=23)

Hgr. Kolikpatienten 0 12263 97,9 4.4 313,9
(n=15)

Tabelle 7: Serum-AA-Werte in U/l der gering-, mittel- und hochgradigen Kolikpatienten aus

der Voruntersuchung.
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Material & Methode der Studie

Die Untersuchungen zu AA wurden gemeinsam mit der im Rahmen dieser
Dissertation verdffentlichten Studie durchgefiihrt. Daher entsprechen die Patienten,
die Vorgehensweise, der Studienablauf, sowie die statistischen Berechnungen der

Beschreibung unter II1.3. Ein p-Wert unter 0,05 gilt als signifikant.
Ergebnisse der Studie

Die niedrigste AA-Aktivitédt betrug 1,6 und die héchste 95,7 U/l. Zwischen AA und
den Kolikgraden konnte kein Zusammenhang festgestellt werden (gering- zu
hochgradig p=1,0). Es bestand keine signifikante Assoziation im Vergleich von AA
mit den Parametern SP (p=0,356), Cortisol (p=0,111) und der Herzfrequenz
(p=0,054). Ein signifikanter Zusammenhang zeigte sich zwischen AA und Laktat
(p=0,032; Abbildung 2).

Alpha-Amylase Min. Max. Mittelwert Median SD
Ggr. Kolikpatienten 3,0 53.4 10,6 6,0 11,5
(n=62)
Mgr. Kolikpatienten 3.0 10,2 7.1 6,4 42
(n=32)
Hgr. Kolikpatienten 3,0 95,7 14,5 6,4 24,1
(n=13)

Tabelle 8: Serum-AA-Werte in U/l der gering-, mittel- und hochgradigen Kolikpatienten aus
der Studie.
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Abbildung 2: Signifikanter Zusammenhang zwischen AA und Laktat (p = 0,032). Bei
steigendem Laktat steigt dabei auch AA an. Zur besseren Veranschaulichung wurde die

logarithmierte Darstellung gewéhlt.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Equine colic is an important condition associated with acute abdominal pain and one of the leading causes of
Equine death in horses. As such, objectively evaluating pain is of interest for attending veterinarians. Pain scales for
Co'lic assessment are present, but no single pain-specific biomarker has been reported. The aim of this study was to
i?:;nosis determine if substance P (SP) could be a reliable biomarker to reflect pain and serve as a parameter to predict

outcome in equine colic. The hypothesis was that horses displaying severe colic signs present with higher values
of SP in contrast to those with mild colic signs. Thirty warmblood horses, aged between 3 and 20 years were
recruited; evenly distributed (10 horses each) in three colic groups (mild, moderate, severe). To classify the colic
signs, the horses were graded by the Equine Acute Abdominal Pain Scale (EAAPS). Clinical examination and
EAAPS were performed at arrival in the hospital. Blood samples were collected four times in hourly intervals
commencing from arrival. For comparison, already established parameters for prognosticating equine colic
(heart rate, serum cortisol, and blood lactate concentration) were also measured. The assumption of increasing
SP concentrations along with pain could not be confirmed. SP did not show any association with heart rate,
cortisol, lactate, or EAAPS. Whereas the established parameters increased according to the EAAPS, SP remained
stable in individual horses regardless of clinical signs, treatment, and disease progression. Consequently, SP was
not a reliable parameter to reflect painful conditions or to predict outcome in equine colic.

Substance P

Substance P was first discovered in 1931 by Euler and Gaddum as an
agent for smooth muscle stimulation and blood pressure regulation in
the brain and intestine [17,18]. As an undecapeptide, it consists of a

1. Introduction

Colic as a sign of acute and painful conditions of the equine abdomen

is still one of the most common emergencies and cause for sudden death
in horses [1,2]. The importance for owners as well as veterinarians is
reflected by a large number of studies on predictive models [3,4] and
also by investigations of single parameters for prognosticating equine
colic [5,6]. Cortisol, lactate, and heart rate correlate significantly with
an increased risk of non-survival in horses with colic [5,7-9]. Age, res-
piratory rate, mucous membranes and capillary refill time, quality of
gastrointestinal sounds, localization of the lesion, hematocrit and total
protein in peritoneal fluid have also been reported to be helpful for
defining prognosis in equine colic [3-5,10-13]. Transrectal palpation can
be valuable for diagnosis and prognosis in adult horses, but may lack
specificity [14].

Precise analgesic management is essential in colic, with adjustments
ideally performed with the guidance of a pain-specific biomarker. Pain
and colic severity assessment scoring systems [10,15,16] and potential
biomarkers such as substance P (SP) are candidates for investigation.

* Corresponding author.
E-mail address: Anna.May@lmu.de (A. May).

https://doi.org/10.1016/j.jevs.2023.104979

chain with eleven amino-acids and belongs to the family of tachykinins
[19]. Substance P acts as a neurotransmitter in the peripheral and cen-
tral nervous system, particularly in the dorsal horn of the spinal cord of
vertebrates [20,21] but was also reported to be produced by non-neural
cells like endothelial cells, bone marrow stromal cells, epithelial cells
and inflammatory cells [22,23]. Consequently, a wide range of other
functions are attributed to the neuropeptide, such as neuromodulation
[24], inflammatory immune system activation [22,25], cardiovascular
regulation [26], and involvement in emotional behaviors like anxiety
and stress [27,28].

In cattle, SP is accepted to be a reliable parameter for evaluation of
pain, despite partially heterogenous study results [29-31]. It is mainly
investigated in combination with cortisol, which helps to differentiate
between emotional stress through handling and nociception [31,32].
While cortisol increases with any sort of stress and showed no difference
between an executed and a simulated castration in calves, SP rose
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exclusively due to pain occurring after genuine castration [33]. In horses
with colic SP could be produced by stretched, damaged gut wall tissue
and irritation of the peritoneum as well as by the spill-over of highly
excited synapses of the SP neuron population [22,24,34,35]. Hence, SP
could serve as biomarker of specific neural activity or simply as a marker
of inflammation [36,37], both being relevant in colic. SP is released
from primary afferent fibers and upregulates NK1 receptors in dorsal
horn neurons [20]. Since neuropeptides like SP diffuse far from their site
of release in the intercellular space it could enter the circulation and
therefore may be a suitable biomarker of pain-associated neural activity
[38]. The aim of this study was to determine the suitability of SP as a
biomarker of pain in horses with colic. The hypothesis was that horses
displaying severe colic signs present with higher values of SP in contrast
to those with mild colic signs. The objectives were to determine whether
SP increases with pain, measured using an equine pain score, and sec-
ondly, to compare SP to the established parameters heart rate, cortisol,
and lactate in acute abdominal disease.

2. Materials and methods

Ethical approval was granted by the Ludwig Maximilians Uni-
versity’s ethics committee, protocol number: 356-31-03-2023.

2.1. Animals

In this study 30 warmblood horses, including 8 mares and 22 geld-
ings with an average age of 11.9 + 4.54 years, were examined in two
different equine hospitals as a convenience sample population (Equine
Hospital Pferdeklinik in Parsdorf, Parsdorf/Vaterstetten, and Equine
Hospital Munich-Airport, Hallbergmoos, both Germany). The horses had
been referred to the hospitals with signs of colic and each horse was
assigned to three pain grades (mild, moderate, severe) based on the
Equine Acute Abdominal Pain Scale (EAAPS) as shown below. Only
horses without any known pre-existing medical condition other than
colic were included in the study. Additionally, inclusion criteria for the
study were that the animals had not been pretreated more than once
with butylscopolamine, metamizole, or xylazine by the referring veter-
inarian. However, there were also horses that did not receive any pre-
treatment. Further, only horses with gastrointestinal disease confirmed
by the treating veterinarian of the equine hospital were included.

2.2. Study design

An analytical, observational cohort design was used.

Directly after arrival in the equine clinic, a jugular venous catheter
was placed by the examining veterinarian, and blood for emergency
laboratory work (including packed cell volume (PCV), total protein, and
lactate) and first samples for the study were drawn simultaneously while
the EAAPS rating was performed. During the general examination the
heart rate was determined to be matched with the first timepoint of the
blood samples. Afterwards, the colic patients were investigated thor-
oughly by nasogastric tubing, transrectal examination, abdominal
FLASH ultrasound [39], and abdominocentesis, if needed. The study did
not alter the standard examination described above, nor did it affect the
treatment of the horses. Depending on the horses’ clinical appearance
and laboratory parameters, they received medication, intravenous fluids
or controlled exercise in the riding arena. A variety of medications were
administered as required, including butylscopolamine, metamizole,
flunixin-meglumine, xylazine, detomidine, butorphanol, neostigmine,
lidocaine, and metoclopramide. In between, further standard pain
scorings in EAAPS were performed synchronously with hourly blood
sampling when blood samples were collected at a total of four times. If a
horse needed colic surgery, sampling was terminated when anesthesia
was induced. The same applied to euthanized horses.

To measure concentrations of blood lactate concentration, serum
cortisol concentration, and SP blood samples were taken out of the

venous catheter. At each sampling time point, 20 ml blood were dis-
carded, and subsequently, 20 ml blood were collected in two serum
tubes for serum cortisol concentration analyses, as well as one tube
coated with aprotinin, a protease inhibitor to stabilize SP (BD vacutainer
blood collection tubes, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NJ, USA) [40]. Blood lactate was measured instantly out of the whole
blood by a point-of-care handheld system (Accutrend Plus, Roche
Deutschland Holding GmbH, Germany). The aprotinin samples were
centrifuged immediately at 3,500 x g for 15 min. Twenty minutes after
sampling, the serum tubes were centrifuged at 2,000 x g for 10 min.
Both, aprotinin plasma and serum were pipetted into 1.5 ml Eppendorf
tubes and frozen at —20°C until evaluation. The samples were stored one
week to two months prior to analysis. For transfer from the equine
hospitals to the laboratory, the samples were stored on dry ice.

For measuring SP, an SP ELISA kit (Enzo Life Sciences Inc., Farm-
ingdale, NY, USA) was used. The manufacturers information is:
(analytical) sensitivity 5.3 pg/ml (range 9.76-10,000 pg/ml). The
samples for SP, just like the ones for serum cortisol concentration, were
analyzed in duplicate by the laboratory for ruminants (LMU Munich,
Oberschleissheim, Germany) according to the manufacturer’s in-
structions as described and performed in other studies [33,41]. For
Serum cortisol concentration, an ELISA kit validated for horses by DRG
International Inc. (Springfield, NJ, USA) was utilized and performed as
described elsewhere [41,42].

2.3. Equine Acute Abdominal Pain Scale

The EAAPS was performed for all colic patients of this study as
described previously [15,43,44]. As abdominal pain is dynamic and can
occur in waves, horses may not always exhibit clinical signs, as applies
after administration of analgetic medications. Accordingly, horses with
no clinical signs at the time of examination were added to the mild group
when the treating veterinarian confirmed gastrointestinal findings.
Otherwise, the horse was not included in the study.

2.4. Statistical analysis

Data analysis was performed using R 4.3.1 (2023-06-16, R Founda-
tion for Statistical Computing, Vienna, Austria).

The distribution of response variables was visually examined. Most
of the response variables displayed skewness, so log-transformed values
were employed to align with model assumptions. The subsequent model
assumptions were consistently verified: (1) the normality of data was
checked by the Shapiro-Wilk normality test, (2) the homogeneity of
variances between groups was checked with Bartlett test, and (3) the
heteroscedasticity (constancy of error variance) was checked with
Breusch-Pagan test. In case the assumptions were met, a linear model or
a mixed-effect linear model was applied. In case the assumptions did not
meet, Kruskal-Walli’s test, a robust linear (R package — robustbase), or a
robust mixed-effects linear model (R package — robustlmm) was applied.
Following model-fitting with estimated marginal means (R package —
emmeans) by Tukey P-value correction for multiple comparisons, all
contrasts (differences) between specific categories were evaluated.

Due to the limited sample size and potential overfitting and multi-
collinearity, no multivariable analysis was conducted. Results with a P-
value < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Substance P

Concentrations of SP ranged from 52.5 to 2,716 pg/ml. One excep-
tional value outlier was above the upper level of quantification given by
the manufacturer. In order to include this case, its SP level was set to
10,000 pg/ml for the statistical calculations. Fig. 1 shows all measured
SP values in 107 available samples within the first 4 hr after arrival in
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Fig. 1. Log-transformed Substance P values of 30 horses. Samples were
repeated hourly up to four times immediately post admission and grouped into
mild, moderate, and severe colic groups using the concurrently measured
Equine Acute Abdominal Pain Scale. Medians were not different (P > 0.05).

the clinic for each of the three different colic groups: mild, moderate,
and severe. The measured values were not normally distributed. Blood
sampling and EAAPS grading of 30 warmblood horses at one to four
timepoints yielded 107 SP values. The horses were divided into the three
groups based on their EAAPS grade at up to four time points immedi-
ately following admission for colic. The distribution of the numbers of
SP values obtained per different group was as follows: 62, 32, and 13
values for the mild, moderate, and severe colic group, respectively
(Fig. 1). The median values of the three groups were not different
(Fig. 1).

There was neither an association of SP with different pain grades of
colic (Table 1) nor with any of the examined established prognostic
parameters (cortisol, lactate, and heart rate). Further, individual horses
showed a steady SP concentration independent of the sampling time-
point, disease progression, and clinical intervention in the hospitals (e.
g., analgesic administration or fluid therapy; Fig. 2).

3.2. Equine Acute Abdominal Pain Scale and established prognostic
parameters

3.2.1. EAAPS and cortisol

Horses with severe pain showed significantly higher mean serum
cortisol concentration in comparison to horses categorized as mild with
EAAPS. There was also a significant increase between horses categorized
as mild and moderate (Table 2 and Fig. 3).

3.2.2. EAAPS and blood lactate concentration

Like serum cortisol concentration, blood lactate concentrations were
associated with pain grading based on EAAPS. Mild colic patients
showed significantly lower mean blood lactate concentrations than se-
vere colic patients. The increase in blood lactate concentration from
moderate to severe pain was also significant (Table 3 and Fig. 4).

3.2.3. EAAPS and heart rate

There was a tendency for an increase in median heart rate between
mild and severe colic pain groups categorized with EAAPS (P = 0.07,
Fig. 5).

Table 1
Comparison of substance P values in 30 horses by pain group (mild, moderate
and severe colic measured using Equine Acute Abdominal Pain Scale).

Characteristic Beta 95% CI' P-value
Pain grade between
moderate - mild 0.04 -0.08, 0.15 0.719
severe - mild 0.11 -0.08, 0.29 0.365
severe - moderate 0.07 -0.10, 0.24 0.614

-

CI = Confidence Interval

log substance P (pg/ml)
J
|
|

timepoint

Fig. 2. Substance P concentrations of each horse (n = 27) from samples
collected hourly up to four times immediately following admission for colic.
Each horse is shown in a different color and connected by lines. As three horses
only had one sample each, the course of SP values could only be shown for
27 horses.

Table 2
Comparison of serum cortisol values in 30 horses by pain group (mild, moderate
and severe colic measured using Equine Acute Abdominal Pain Scale).

Characteristic Beta 95% CI' P-value
Pain grade between

Moderate - mild 0.43 0.21, 0.66 <0.001

Severe - mild 0.68 0.37, 0.99 <0.001

Severe - moderate 0.25 -0.07, 0.57 0.170
! CI = Confidence Interval
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Fig. 3. Estimated marginal mean and standard deviation of serum cortisol
concentrations in comparison with pain grading measured by the Equine Acute
Abdominal Pain Scale in 30 horses admitted for colic, predicted by generalized
robust linear mixed-effects models.

4. Discussion

The results of this study did not support the hypothesis that SP is a
reliable biomarker to assess pain in equine colic. Plasma SP concentra-
tions were not clearly associated with EAAPS and, therefore, were not
useful as measure of pain intensity. Individual plasma SP concentration
was unsuitable as objective prognostic parameter for equine colic out-
comes, especially when it comes to prediction of pain. Parameters were
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Table 3
Comparison of blood lactate values in 30 horses by pain group (mild, moderate
and severe colic measured using Equine Acute Abdominal Pain Scale).

Characteristic Beta 95% CI' P-value
Pain grade between
Moderate - mild 0.09 —0.04, 0.23 0.255
Severe - mild 0.31 0.12, 0.50 <0.001
Severe - moderate 0.22 0.02, 0.41 0.023

1 CI = Confidence Interval

compared to EAAPS because of the fact that horses with higher pain
grades have a worse prognosis [45]. Categorization of colic patients
within the EAAPS scale showed significant associations with serum
cortisol and blood lactate concentrations. A tendency towards higher
values was also visible between the increasing colic grades and the
associated heart rate. In contrast, SP did not show any association,
neither with EAAPS, nor with any of the established parameters.

The weakness in our study lays in our convenience population. Cases
were lost due to treatment with stronger analgesics than allowed ac-
cording to protocol. By this we probably lost critical numbers of more
severely affected horses. Furthermore, from horses with severe colic
signs we could not collect a complete time series of samples, since these
cases quickly went to surgery or were killed for humane reasons.

The motivation for this study was by observation that SP is a suitable
biomarker of pain in studies on cattle [29,31,33,46]. One study analyzed
SP in relation to abdominal conditions in cattle by demonstrating
significantly greater SP concentrations during parturition than in
healthy cows or in cows with uterine torsion [46]. The authors consid-
ered whether these findings may be attributed to the tendency of cows
with uterine torsion to display milder colic signs, leading to reduced
pain and lower SP levels when compared to normal parturition. Addi-
tionally, it is worth noting that the cervix is recognized to contain a
substantial amount of SP [47]. Similar to intestinal displacements in
colic horses, abomasum displacements to the left or to the right can
occur in cattle. Sickinger et al. analyzed the SP content of the abomasal
wall and found lower concentrations in sick animals than in healthy
cattle, assuming that lower SP concentrations led to reduced motility
and therefore to displacement.

SP values have not been extensively studied in horses. SP concen-
trations in equine plasma tended to be lower in the study by Everett et al.
[48] on foot pain than in horses with colic. To the best knowledge of the
authors, the only study on plasma SP reference values is given by
Scholler et al. They reported that the normal SP concentration for
warmbloods is between 643 and 8,019 pg/ml, with a mean plasma SP
concentration of 2,472 pg/ml [41]. Furthermore, the authors concluded
that SP was not suitable to measure stress in horses. Scholler et al. found
that values for SP in their reference group of 74 horses was consistent for
individual animals, but the interindividual variation was large [41]. In
the current study, the colic horses also showed minimal deviation in
their individual SP values, but due to the small sample size, these results
should be interpreted with caution.

In colic single or combined pathophysiologic effects may release SP.
Among these are nociceptive processes and central and local hypo-
volemia and hypoxemia, and inflammation. In severe colic cases,
elevated plasma SP concentrations may come from many release sites.
This actually may not hinder the use of SP concentrations as practical
predictive factor for colic severity, but as a pure academic measure of
pain intensity SP may not be suitable. Moreover, emotional stress may
also play in when plasma SP concentrations are increased [49]. Also,
many other different components may influence SP values, especially in
colic horses as various pathomechanisms are involved simultaneously:
stress and pain, acute inflammation, and massive changes regarding the
cardiovascular system. SP is also involved in the central regulation of the
cardiovascular system as tachykinins represent vasoactive peptides
which regulate vascular tone, blood flow, and heart rate through NK1R
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Fig. 4. Estimated marginal mean and standard deviation of blood lactate
concentrations in comparison with pain grading measured by the Equine Acute
Abdominal Pain Scale in 30 horses admitted for colic, predicted by generalized
robust linear mixed-effects models.

depending on the state of the endothelium [26,37,50]. SP and its
neurokinin-1 receptor are known to be expressed in many immune cells.
Via different paths, SP activates the immune system by inducing
inflammation [22]. SP stimulates plasma extravasation and initiates
tissue edema and neurogenic inflammation by recruiting inflammatory
cells. Souza et al. observed the effects of tachykinins in the amplification
of inflammatory responses in rats after initiating ischemia in mesenterial
arteries. It was shown that SP increases vascular permeability and
neutrophil recruitment following ischemia-reperfusion injury, which
also plays an important role in many forms of colic [35]. Further, in colic
patients changes in motility of the intestinal tract are common: both
hypo- or hypermotility occur. Hypomotility can be a result of decreased
SP concentrations because of its role in mediating smooth muscle
contractility [51,52]. There are a few studies dealing with SP and its role
in the equine gastrointestinal system. A histochemical and immunohis-
tochemical study analyzed the intramural nervous system of equine
intestine and showed the presence of SP in almost every intestinal sec-
tion [34]. Immunoreactivity was detectable in nerve fibers of the tunica
mucosa, in nerve cell bodies and nerve fibers of the submucous plexus,
and in nerve fibers of the myenteric plexus. The pelvic flexure did not
contain any immunoreactive structures and the ilio-cecal valve and
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Fig. 5. Median and standard deviation of the heart rate in comparison with
pain grading measured by the Equine Acute Abdominal Pain Scale in 30 horses
admitted for colic.



111. Eigene Untersuchungen

58

N. Gruber et al.

rectum only contained small numbers of immunoreactive nerve fibers.
The lower content of SP in the pelvic flexure of horses could be specu-
lated to be the reason for common impactions of this intestinal section
[34]. In vitro, SP exhibited the most contractile effects on the circular
smooth muscle of the small intestine, and less effects on the large in-
testinal circular smooth muscle. Overall, the longitudinal muscles from
all gut segments were less sensitive to SP [53]. In this context, a change
in plasma SP concentrations due to altered intestinal motility in colic
patients is conceivable. In addition, SP-immunoreactive nerve fibers
were constantly observed in connection to the muscular sheath of blood
vessels, intimating the role of SP in the local blood flow [34].

5. Conclusion

In conclusion, plasma SP did not prove to be a reliable and consistent
biomarker for pain in horses with colic and did not predict outcome. To
determine reference values in healthy horses, basic research is needed.
Further research focusing on SP concentrations in defined gastrointes-
tinal diseases should be conducted.
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IV. ERWEITERTE DISKUSSION

Objektive Schmerzbeurteilung & Equine Acute Abdominal Pain Scale

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden immer mehr wissenschaftliche Studien zur
objektiveren und zuverldssigeren Bewertung von Schmerzen bei Pferden
durchgefiihrt. Das wachsende Interesse kann einerseits auf die Fortschritte der
Medizin, andererseits auf das zunehmende Bestreben zuriickgefiihrt werden, die
Patienten bestmoglich mit Schmerzmitteln zu behandeln (Ashley et al. 2005, de
Grauw & van Loon 2016, van Loon & van Dierendonck 2018). Die Einschétzung
des Schmerzgrades bei Pferden variiert bekanntlich zwischen Besitzern und
Tierdrzten (Sellon et al. 2022). Verschiedene Parameter und Schmerzskalen sollen
die Objektivitdt und die Vergleichbarkeit von Schmerzen bei Pferden verbessern,
wobei es dabei mehrere Herausforderungen gibt. Eine davon besteht darin, dass die
Wahrnehmung und die AuBerung von Schmerzen individuell variieren. Zusitzlich
kommunizieren Pferde auf ganz andere Weise als der Mensch (Wagner 2010, Raja
et al. 2020). Feine Verdnderungen in der Mimik wie Anspannungen im Bereich des
Mauls und Kinns kénnen manchmal das einzige Anzeichen sein, das Pferde mit
Schmerzen offenbaren. Auf dieser Grundlage wurde das sogenannte
Schmerzgesicht bei Pferden und auch bei anderen Tierarten vielfach analysiert (s.
aufgefiihrte Schmerzskalen Abschnitt 11.2.3.) (Dalla Costa et al. 2014, Gleerup et
al. 2015, Evangelista et al. 2022). Das Ergebnis sind prédzise Beschreibungen von
Merkmalen, wie sie zum Beispiel bei der HGS vorkommen. Diese konnen Schritt
fiir Schritt bewertet werden (Dalla Costa et al. 2014). Dabei sind diese universellen,
auf verschiedene Arten von Schmerzen anwendbaren Methoden fiir den praktischen
Alltag in grofen Kliniken mit vielen Tierdrztinnen und Tierdrzten besonders
wertvoll (van Loon & van Dierendonck 2018). Eine wichtige Voraussetzung, um
diese Modelle anwenden zu konnen, sind fundierte Kenntnisse des Verhaltens und
der Physiologie von Pferden (Taylor et al. 2002, Wagner 2010). In einer Studie zur
HGS konnte gezeigt werden, dass Personen ohne Pferdeerfahrung selbst nach
einem 30-miniitigen Training nicht in der Lage waren, Schmerzen durch die Skala
korrekt zu analysieren (Dai et al. 2020). Durch die Anwendung von verschiedenen
Methoden in klinischen Situationen konnen Pferdetierdrzte und auch Besitzer ihre
Féahigkeiten verbessern, Schmerzen bei Pferden zu erkennen und daraufhin

notwendige Schritte einzuleiten. Dariiber hinaus kann die Kommunikation iiber
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objektive Skalen hilfreich sein, um Symptome vergleichbar zu bewerten und zu

verstehen (Wagner 2010, Sellon et al. 2022).

Eine weitere Schwierigkeit in der Beurteilung von Schmerzen stellen die vielen
unterschiedlichen Facetten der Physiologie und besonders der Pathophysiologie
dar. Allein der Symptomenkomplex des akuten Abdomens kann zahlreiche
Ursachen und Erscheinungsbilder haben (s. verschiedene Kolikformen Abschnitt
I1.1.4.). Hinzu kommt, dass die Abgrenzung von Schmerzsymptomen zu Stress,
Angst und Aufregung unter anderem durch das individuelle Temperament der Tiere
herausfordernd sein kann (Hernandez-Avalos et al. 2021). Die physiologischen
Reaktionen des Korpers auf diese Reize (Schmerz, Stress, Angst und Aufregung)
sind eng miteinander verkniipft und bedingen sich gegenseitig (Hector & Mama
2018, Herndndez-Avalos et al. 2021). Daher sind einige einzelne Parameter, vor
allem die physiologischen und endokrinologischen, nicht schmerzspezifisch und
sollten idealerweise mit verhaltensbasierten Skalen kombiniert werden (Ashley et

al. 2005, van Dierendonck & van Loon 2016).

Eine auf Verhalten basierende Skala ist die EAAPS. Sie wurde in der vorliegenden
Studie zur Evaluation von SP als Prognoseparameter fiir Kolikpatienten
ausgewahlt, da sie spezifisch flir abdominale Schmerzen entwickelt wurde (genaue
Beschreibung s. Abschnitt 11.2.3.) (Sutton et al. 2013). Im Vergleich zu anderen
Skalen wie der EAAPS-2 oder der EQUUS-COMPASS, ist die EAAPS schnell und
einfach durchfiihrbar. Sie hat sich als zuverldssige Bewertungsmethode bewihrt
und wurde bereits in vorhergehenden Studien zur Untersuchung von neuen
Parametern verwendet (Sutton et al. 2013, Contreras-Aguilar et al. 2018, Sutton et
al. 2019, Maskato et al. 2020). Die Einstufung mit einem Score von 0 (keine
Koliksymptome) bis 5 (starke Koliksymptome) wurde in der vorliegenden Studie
zeitgleich mit den vier Zeitpunkten vorgenommen, an denen die Blutproben
entnommen wurden. Die Proben wurden bei Einlieferung der Pferde, sowie drei
weitere Male im Abstand von je einer Stunde abgenommen. Wenn ein Pferd
mehrere Koliksymptome zeigte, wurde das jeweils schwerwiegendste Symptom
erfasst. Um die Darstellung und das Verstindnis der Ergebnisse zu erleichtern,
wurden die Scores in die medizinisch geldufigeren Begriffe gering-, mittel- und

hochgradig tibersetzt (s. Abschnitt 111.3.).

Neben SP und AA wurden die bereits etablierten Parameter fiir Kolik, Stress und
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Schmerz bei Pferden, Cortisol, Laktat und Herzfrequenz, zeitgleich mit der EAAPS
analysiert. Der Zusammenhang von Cortisol und Laktat mit dem jeweiligen
Kolikgrad war signifikant. Die Herzfrequenz zeigte zwar keine statistisch
signifikante Verbindung zu den Koliksymptomen, wies jedoch eine Tendenz
zwischen Patienten mit geringem und hohem Kolikgrad auf (s. Abschnitt IIL.3.).
Diese Ergebnisse bestétigten sowohl die Angaben in der Literatur zu den bekannten
Prognose- und Stressparametern (s. Abschnitt 11.1.5.) als auch die Effektivitit und
Ubereinstimmung der EAAPS mit den gezeigten Symptomen der Pferde. Insgesamt
erschienen damit der Autbau und die Durchfiihrung der Studie als ausreichend, um
die neuen Biomarker SP und AA als Stress- und Schmerzparameter bei

Kolikpatienten zu priifen.
Substanz P

Die Vielzahl an Publikationen zeigt, dass der Neurotransmitter SP schon seit einiger
Zeit im Fokus der human- und tiermedizinischen Forschung steht (s. Abschnitt
I1.3.2.). Trotzdem erdffnen sich immer noch neue Gebiete, in denen die Substanz
eine Rolle spielt. In der Rindermedizin ist die SP in Kombination mit Cortisol ein
hiufig verwendeter Parameter fiir Stress und Schmerz und wird vor allem in
Studien eingesetzt, die den Tierschutz betreffen (Tschoner 2021). Es wurden
mittlerweile zahlreiche Studien durchgefiihrt, welche jedoch zu heterogenen
Ergebnissen in Bezug auf SP als Biomarker flir Schmerzen gefiihrt haben (Tschoner
& Feist 2022). Zum Beispiel wurden bereits etwa 25 Artikel zu Kastrationen und
der Enthornung von Kilbern verdffentlicht und einige Untersuchungen von SP bei
Milchkiithen angefertigt, um die Wirkung von Analgetika bei bestimmten
Schmerzzustanden zu iliberpriifen. In einigen Studien erschien SP als zuverldssiger
Parameter, in anderen Studien konnten keine Unterschiede zwischen SP-Werten bei
Tieren mit und ohne Schmerzen festgestellt werden (Coetzee et al. 2008, Olson et
al. 2016, Kleinhenz et al. 2019, Karlen et al. 2021, Warner et al. 2021, Tschoner &
Feist 2022). Die genaue Ursache hierfiir ist bislang noch nicht sicher geklért, eine
mogliche Erkldrung konnte im unterschiedlichen Aufbau der Studien liegen
(Tschoner & Feist 2022). Eine weitere mogliche Begriindung besteht darin, dass SP
von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird, welche schwer zu tiberblicken
und voneinander zu trennen sind (Warner et al. 2021). Verschiedene Einfliisse

werden im Verlauf dieses Abschnitts diskutiert.
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Im Gegensatz zu Rindern sind die Untersuchungen beim Pferd bisher limitiert und
der Zusammenhang mit abdominalen Schmerzen unerforscht. Anhand mehrerer
detailreicher immunhistochemischer Studien zum intramuralen Nervensystem im
Darmtrakt von Pferden wurde die bedeutende Rolle von SP als Modulator der
glatten Muskulatur dargelegt (Malone et al. 2000, Domeneghini et al. 2004). SP
konnte in fast jedem Darmabschnitt, insbesondere in den Nervenfasern der Tunica
mucosa, in den Nervenzellkdrpern und -fasern des Plexus submucosus und des
Plexus myentericus nachgewiesen werden. Die hochsten kontraktilen Effekte
scheint SP auf die zirkuldre, glatte Muskulatur des Diinndarms zu haben. Dariiber
hinaus wurden SP-immunreaktive Nervenfasern in der Tunica media, also im
Bereich der glatten Muskelzellen der GefaBwinde beobachtet (Domeneghini et al.
2004). Angesichts der oben genannten Griinde und der Notwendigkeit einer
objektiveren und messbaren Bewertung von Schmerzen bei Pferden lag es nahe,

den Biomarker SP bei Pferden mit Kolik zu untersuchen.

In der Voruntersuchung fiihrten insgesamt sehr inhomogene Werte (447,0 bis iiber
10.000 pg/ml, s. Tabelle 4, Abschnitt II1.2.1.) und einige Ausreiler zu hohen
Standardabweichungen (s. Tabelle 5, Abschnitt II1.2.1.). Die Betrachtung der
Medianwerte (geringgradig 803,6 pg/ml, mittelgradig 1626,5 pg/ml, hochgradig
2006,5 pg/ml) lieB einen moglichen Zusammenhang zwischen den SP-
Konzentrationen und den Kolikgraden vermuten. Statistisch ergab sich insgesamt
eine mittlere Korrelation zwischen SP und dem Kolikgrad. Bemerkenswert war,
dass die SP-Konzentrationen im Gegensatz zu anderen Arten deutlich hdher
angesiedelt waren. Die Werte von gesunden Menschen werden zum Beispiel im
Durchschnitt mit 65 pg/ml angegeben und die von Milchkithen mit 0,25 + 0,09
ng/ml (=250 + 90 pg/ml) (Wang et al. 2012, Rodriguez et al. 2018).

Die Angaben in der Literatur beschreiben, dass die Probenbearbeitung von SP aus
unterschiedlichen Griinden schwierig und fehleranfillig ist (s. Abschnitt 11.3.2.,
Methodik und Werte von Substanz P) (Mosher et al. 2014, Tschoner & Feist 2022).
Wie im Folgenden beschrieben, wurde daher die Methodik und Analyse der
folgenden Studie im Vergleich zur Voruntersuchung optimiert. Die Untersuchung
einer Dissertation zu Labmagenverlagerungen beim Rind brachte hervor, dass
unterschiedlich hohe SP-Gehalte in Gewebeproben bei verschiedenen Rassen
moglich sind (Sickinger 2007). Da diesbeziiglich beim Pferd keine Informationen

vorliegen, wurden in der folgenden Studie nur die Rasse ,,Warmblutpferd*
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einbezogen. Es ist bekannt, dass die SP-Konzentrationen in anderen Spezies je nach
Alter variieren kann, daher wurden nur adulte Tiere zwischen drei und 20 Jahren in
die Studie aufgenommen (Wong et al. 2010, Dockweiler et al. 2013). Schmerzen
werden bekanntlich durch die Behandlung mit Analgetika gedampft, folglich
wurden Kriterien fiir die Vorbehandlung mit typischen Kolikmedikamenten
festgelegt. Es wurden nur Pferde beriicksichtigt, welche gar nicht oder einmalig mit
milden, kurzwirksamen Medikamenten (Butylscopolamin, Metamizol, Xylazin)
therapiert wurden. Da sich in anderen Studien die Messung des Krankheitsverlaufs
als niitzlich dargestellt hat, wurden von jedem Pferd vier statt nur einer Blutprobe
entnommen (Everett et al. 2018, Barragan et al. 2020). Wie unter Abschnitt 11.3.2.,
Methodik und Werte von Substanz P beschrieben, ist SP im Blut nicht lange stabil
und wird ungekiihlt schnell abgebaut (Mosher et al. 2014). Daher wurden die SP-
Plasmaproben bei der Studie im Gegensatz zur Voruntersuchung innerhalb von 15
Minuten nach Entnahme zentrifugiert, in ein Eppendorf-Réhrchen pipettiert und bei
-20 °C eingefroren. Des Weiteren wurden im Vergleich zur Voruntersuchung die
Einschlusskriterien der Patienten eingegrenzt, sowie die Durchfiihrung und

Probenbearbeitung verfeinert.

In der Studie sollte evaluiert werden, ob sich SP beim Pferd als Stress- und
Schmerzparameter und dariiber hinaus als Prognoseparameter bei Kolik eignet. Die
Hypothese war, dass SP gemeinsam mit dem Kolikgrad bei Pferden mit akutem
Abdomen ansteigt. Im Gegensatz zu den etablierten Parametern Cortisol, Laktat
und der Herzfrequenz zeigte SP keinerlei Zusammenhang mit den Kolikgraden. Die
Hypothese konnte demnach nicht bestitigt werden. Daneben konnte auch keine
Verbindung zwischen SP und den etablierten Parametern festgestellt werden.
Insgesamt zeigten sich wieder inhomogene, teils hohe SP-Konzentrationen. Die
Werte variierten zwischen 52,5 und iiber 10.000,0 pg/ml (s. Tabelle 6, Abschnitt
I11.2.1.). Die Standardabweichungen waren im Vergleich zur Voruntersuchung
vermindert, was durch die verbesserte Durchfiihrung bedingt sein konnte. Auch die
Medianwerte der drei Kolikgrade bewegten sich in einem kleineren Rahmen

zwischen 171,0 und 212,1 pg/ml.

Eine jiingere Studie einer Forschungsgruppe verdffentlichte erstmals
Referenzwerte fiir Warmblutpferde (Scholler et al. 2023). Die Spannweite der
Normalwerte reichte dabei von 643 bis 8019 pg/ml, wobei der Durchschnitt bei

2472 pg/ml lag. Das Ziel dieser Studie war es, SP als Parameter fiir emotionalen
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Stress bei Pferden zu untersuchen, da bei Menschen und Ratten unter Angst und
psychischem Stress erhohte SP-Werte dokumentiert wurden (Ebner et al. 2004,
Ebner & Singewald 2006, Ebner et al. 2008). In dem angewandten vierstufigen
Stressmodell von Scholler et al. konnten keine signifikanten Korrelationen
aufgezeichnet werden, wobei die Autoren vermuteten, dass die verwendeten
Stressoren moglicherweise nicht grof3 genug waren. Die SP-Konzentrationen der
aktuellen Studie liegen im Allgemeinen im Bereich der Referenzwerte von Scholler
et al., wobei jedoch auch einige niedrigere und hohere Werte bei den Kolikpatienten
gemessen wurden. An dieser Stelle soll nochmals erwdhnt werden, dass der
Vergleich von SP-Werten zwischen verschiedenen Studien nicht empfohlen wird
(Feickert & Burckhardt 2019, Tschoner & Feist 2022). Folglich sollte die
Bewertung von erhohten oder erniedrigten SP-Werten bei Kolikpatienten
gegeniiber den Referenzwerten von Scholler et al. mit Vorsicht erfolgen. Dariiber
hinaus ist es moglich, dass die Werte der Kolikpatienten durch emotionalen Stress
beeinflusst wurden. Schmerzen verursachen bei Fluchttieren emotionalen Stress,
welcher den SP-Gehalt im Blut beeinflussen kann (Bondy et al. 2003, Hernandez-
Avalos et al. 2021). Die einzige andere Studie zu SP-Messung im Plasma von
Pferden wurde 2018 von Everett et al. veroffentlicht (Everett et al. 2018). Dabei
wurden die Auswirkungen auf Schmerz, Stress und Entziindung von an den
Vorderhufen angebrachten gewichtigen Keilen und Ketten bei Tennessee Walking
Horses untersucht. Die biochemischen Parameter SP, Cortisol und Fibrinogen
zeigten in dieser Studie keine signifikante Verdnderung. Hier zeigten sich die SP-
Werte der Kontrollgruppe bei 91,8 £ 6,9 pg/ml und die der behandelten Pferde bei
74,4 £ 6,9 pg/ml. Die weitaus niedrigeren SP-Konzentrationen als in den anderen
beiden Studien (Stressmodell und Kolikpatienten) ist hier vermutlich auch durch
unterschiedliche Probenbearbeitung und die Verwendung eines anderen ELISAs
zuriickzufithren. Es wurde, wie in der vorliegenden Studie, ein kompetitiver
ELISA, jedoch von einer anderen Firma (SP Correlate-EIA, -CLIA ELISA Kkits,
catalogue No. 9000-018, Assay Designs Inc, Ann Arbor, Michigan) eingesetzt.
Dieser wurde bereits in anderen Studien mit Rindern beschrieben (Coetzee et al.
2008). Die Verwendung verschiedener Analysemethoden sind relevant, da die
Variabilitdt der SP-Spiegel durch Kreuzreaktivitdt mit anderen Metaboliten von SP
und die unterschiedliche Selektivitit der verwendeten Antikorper des jeweiligen
ELISA Kits bedingt sein kann (Ganjiwale & Cowsik 2015, Feickert & Burckhardt
2019).
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Da bei Koliken viele Pathomechanismen gleichzeitig und auch dynamisch
ablaufen, gibt es einige Faktoren, die SP beeinflussen konnen. Die
pathophysiologischen Vorginge und Verldufe sind bei jeder Kolikerkrankung und
jedem Patienten individuell (Bondy et al. 2003, Hernandez-Avalos et al. 2021). Die
Pferde der Studie waren an unterschiedlichen Kolikformen erkrankt. Verschiedene
Kolikformen fithren unterschiedliche Pathomechanismen mit sich. Bei einer
Strangulation des Diinndarms beispielsweise werden Anteile des Darms
abgeschniirt, es kommt zur Ischdmie. Die Folge sind akute entziindliche Prozesse,
welche iiber den Weg der neurogenen Entziindung von SP beeinflusst werden. Es
hat sich gezeigt, dass Tachykinine die Entzlindungsreaktion nach experimentellem
Einleiten einer Ischdmie der Mesenterialarterien bei Ratten verstirken (Souza et al.
2002). SP aktiviert als Neuropeptid Teile des Immunsystems und kann Endothel-
abhingig die vaskuldre Permeabilitit erhohen und Entziindungszellen wie
neutrophile Granulozyten anlocken (Steinhoff et al. 2014, Suvas 2017). Als
vasoaktive Peptide regulieren Tachykinine iiber den NK1-Rezeptor den Gefdlitonus
und den Blutfluss. Bereits v. Euler und Gaddum konnten die Vasodilatation unter
dem Einfluss von SP beobachten (v. Euler & Gaddum 1931, Walsh & D 2006).
Hinzu kommt, dass SP an der Modulation der Herzfrequenz beteiligt ist (Mistrova
et al. 2016, Feickert & Burckhardt 2019). Die ausgedehnte Belastung des Herz-
Kreislauf-Systems bei den meisten Kolikerkrankungen ist ein weiterer Faktor, der
den SP-Spiegel beeinflussen kann. Daneben sind Hyper- oder Hypomotilitét des
Darms als Begleiterscheinungen verschiedener Kolikformen relevant, da SP
bekanntlich die Kontraktilitdt der glatten Muskulatur moduliert (Domeneghini et al.
2004). Von besonderem Interesse im Hinblick auf weitere Studien wire es,
Gewebeproben der Darmwand von Kolikpatienten immunhistochemisch zu
untersuchen und mit gesunden Pferden zu vergleichen, dhnlich zur Studie von

Sickinger et al. bei Labmagenverlagerungen beim Rind (Sickinger 2007).

Da SP in all diese aufgefiihrten physiologischen und pathophysiologischen
Vorginge des Korpers involviert ist (s. Abschnitt 11.3.2.), wird der SP-Gehalt im
Blut durch eine Vielzahl an Faktoren beeinflusst. Infolgedessen ist die Beurteilung
von SP insgesamt komplex und erkldrt moglicherweise auch die grole Spannweite

der SP-Konzentrationen.

Gleichzeitig konnte in der Studie beobachtet werden, dass die individuellen SP-

Werte eines Pferdes im Verlauf der Untersuchung und Behandlung verhéltnisméfig
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konstant blieben. Unabhidngig von der Verabreichung von Analgetika,
Antiphlogistika, Sedativa, Spasmolytika oder Prokinetika wiesen die SP-
Konzentrationen im Zeitverlauf bei den einzelnen Pferden kaum Verdnderungen
auf (s. Abbildung 2 der Publikation, Abschnitt III.3.). Auch Infusions- oder
Bewegungstherapie hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Werte. In der
Studie von Scholler et al. wurde ein dhnliches Verhalten beobachtet (Scholler et al.
2023). Wire SP im Plasma von Pferden ein geeigneter Parameter zur
Schmerzerkennung, wiirde man hingegen erwarten, dass der Wert nach Gabe von

Schmerzmitteln sinkt.

Zusammenfassend hat sich Plasma-SP in dieser Studie nicht als zuverlédssiger
Parameter fiir Schmerzen und Stress bei Kolikpatienten erwiesen. Die heterogenen
Studienergebnisse im Bereich der Rindermedizin konnen angesichts der
Studienlage bei Pferden nachvollzogen werden. Es stellt sich die Frage, ob es in
Anbetracht der unterschiedlichen SP-Werte in den Studien bei verschiedenen
Tierarten tiberhaupt moglich ist, sinnvolle und konsistente Referenzwerte fiir SP zu
erstellen. Kontrollgruppen sind in wissenschaftlichen Studien ohnehin etabliert,
wohl aber bei SP von betonter Wichtigkeit. Die zusammengetragenen Erkenntnisse
der Literatur machen deutlich, dass noch viel Grundlagenforschung zu SP geleistet
werden sollte. Hierzu wire es forderlich, den Aufbau von zukiinftigen Studien noch
weiter einzugrenzen, um Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Funktionen
von SP voneinander trennen zu konnen. Zum Beispiel konnten weitere
Untersuchungen mit gesunden Tieren durchgefiihrt werden, um eine einheitliche,
standardisierte Methodik fiir die SP zu entwickeln. So konnte gepriift werden, ob
moglicherweise doch Referenzwerte etabliert werden konnen. Unter definierten
Schmerzmodellen konnte weiter analysiert werden, ob SP vor allem durch
Nozizeption beeinflusst wird oder inwieweit der Parameter sich auch durch Stress

und Entzlindung verdndert.
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Alpha-Amylase

Die AA reflektiert als ein Biomarker fiir physiologischen und psychologischen
Stress die Aktivitdt des autonomen Nervensystems. Das autonome Nervensystem
ist neben der HPA-Achse eines der beiden groflen Stressreaktionssysteme des
Korpers (Fuentes et al. 2011, Fuentes-Rubio et al. 2016, Skoluda et al. 2017). Beide
Systeme sind unabhingig voneinander und werden unterschiedlich aktiviert. Um
Differenzen in der Stressreaktion eines Individuums analysieren zu konnen, macht

es folglich Sinn, Cortisol und AA gemeinsam zu bestimmen (Tecles et al. 2014).

Da Contreras-Aguilar et al. eine signifikante Korrelation von Speichel-AA-
Aktivitat mit der EAAPS-1 bei Pferden mit akutem Abdomen entdeckten, sollte in
der aktuellen Studie evaluiert werden, ob AA aus dem Serum ebenfalls mit der
Schmerzskala bei abdominalen Schmerzen in Verbindung steht (Contreras-Aguilar
et al. 2018, Contreras-Aguilar et al. 2019). Schon frither wurde der Verdacht
gedullert, dass erhohte Amylase- und Lipase-Werte auch durch intestinale

Erkrankungen entstehen konnen (Parry & Crisman 1991).

In der Voruntersuchung variierten die Konzentrationen der Serum-AA stark: von 0
bis 1.226,3 U/l (s. Tabelle 7, Abschnitt I11.2.2.). Von den insgesamt 67 Proben lagen
allerdings nur sechs liber 100 U/l und nur der hochste Wert iiber 1000 U/l. Der
Median aller Patienten lag hingegen in einem kleinen Bereich von 4,2 bis 4,7 U/1.
Der Mittelwert stieg jedoch mit der Schwere der Erkrankung an: Patienten mit
geringgradigen Koliksymptomen 8,7 U/l, Patienten mit mittelgradigen
Koliksymptomen 42,1 U/l und Patienten mit hochgradigen Koliksymptomen 97,9
U/l. Die hohe Standardabweichung fiihrte trotzdem nur zu einer geringen
Korrelation zwischen den AA-Werten und den Kolikgraden. Sowohl der niedrigste
als auch der hochste Wert wurden bei als hochgradig eingestuften Kolikpatienten
gemessen. Die daraus resultierende Hypothese fiir die folgende Studie lautete, dass
Serum-AA bei Pferden mit Kolik sowohl sehr niedrig als auch sehr hoch sein kann.
Ein niedriger Wert kann dabei eine Kolikerkrankung zwar nicht ausschlieen, aber
hohe AA-Werte konnen hilfreich fiir die Bestimmung von Stress durch starke

abdominale Schmerzen sein.

In der vorliegenden Studie lagen die AA-Werte zwischen 3,0 und 95,7 U/1 (s.
Tabelle 8, Abschnitt I11.2.2.). Die Ergebnisse prasentierten sich bestdndiger und es

traten keine hohen Ausreiler auf. Dies konnte Folge der optimierten Methodik im
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Vergleich zur Voruntersuchung sein. Neben einer schnelleren und verbesserten
Probenbearbeitung wurden auflerdem nur noch Warmblutpferde im Alter von 3-20

Jahren mit einer einheitlichen Vorbehandlung in die Studie einbezogen.

Erneut wurden ein niedriger, sowie der hochste Wert bei als hochgradig
eingestuften Patienten analysiert. Allerdings konnten auch bei zwei als
geringgradig eingestuften Patienten hohere Serum-AA-Werte festgestellt werden.
Zudem trat erneut eine hohe Standardabweichung auf und es konnte daher keine

signifikante Korrelation zwischen dem Kolikgrad und der AA ermittelt werden.

Dariiberhinaus bestand kein messbarer Zusammenhang zwischen AA und SP,
Cortisol oder mit der Herzfrequenz. Indessen konnte ein signifikanter
Zusammenhang zu Laktat, einem der wichtigsten Prognoseparameter bei
abdominalen Schmerzen, herausgestellt werden (Farrell et al. 2021, Bishop et al.
2022). Bei hoherer AA wurden auch hohere Laktatwerte ermittelt (s. Abbildung 2,
Abschnitt I11.2.2.). In der Studie von Contreras et al. bei abdominalen Schmerzen
konnte keine Verbindung zwischen der Speichel-AA und Laktat hergestellt werden
(Contreras-Aguilar et al. 2018). Dennoch sind die Ergebnisse der aktuellen Studie
plausibel, da beide Parameter als Reaktion auf Stress ansteigen konnen. Alpha
Amylase gilt dabei als Indikator eines aktiven autonomen Nervensystems und
Laktat als Endprodukt von anaerober Glykolyse, die in Folge von Hypoxie
stattfindet (De Backer 2003, Tecles et al. 2014). Fiir Gewebehypoxien gibt es
verschiedene Ursachen, wobei die Hypoperfusion beim Kolikpatienten durch
Strangulationen des Darms hervorgerufen werden kann (De Backer 2003, Smanik
et al. 2022). Der gleichzeitige Anstieg von Speichel-AA und Blut-Laktat unter
korperlicher Belastung wurde unter anderem bereits bei Menschen und Pferden

belegt (Allen 2014, Contreras-Aguilar et al. 2021).

Insgesamt konnte die Hypothese nicht bestitigt werden, da kein konstanter
Zusammenhang zwischen dem Grad der Kolik und Serum-AA nachgewiesen
werden konnte. Da hohe Werte auch bei geringgradigen Kolikpatienten auftraten,
konnen diese auch nicht sicher als Parameter flir Stress durch starke abdominale
Schmerzen gewertet werden. Serum-AA konnte jedoch nach weiteren
Untersuchungen in anderen Kontexten eventuell ein hilfreicher Biomarker fiir

Stress bei Pferden sein.
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Limitationen der Studie

Als eine bedeutende Limitation der Studie ist die begrenzte Zahl der untersuchten
Pferde zu sehen. Riickschliisse auf Zusammenhinge zwischen den Biomarkern SP
und AA und dem Ausgang der Erkrankung des jeweiligen Patienten (Prognose)
konnten in der aktuellen Studie nicht gezogen werden, da die Patientenanzahl zu
gering war. Die Analyse von SP ist mit hohen Kosten verbunden, daher konnten

nicht unbegrenzt viele Messungen und Patienten in die Studie einbezogen werden.

Im Rahmen der Studie mussten insgesamt nur vier Pferde euthanasiert werden.
Zusitzlich ist zu beachten, dass bei den hochgradigen Patienten nie alle vier Proben
genommen werden konnten, da sie kurze Zeit nach Einlieferung entweder operiert

oder euthanasiert werden mussten.

Da die Referenzwerte anderer Studien, wie bereits begriindet, nur bedingt fiir die
Interpretation der Patientenwerte herangezogen werden konnen, ist die Absenz
einer Kontrollgruppe limitierend. Ideal wire es, eine Gruppe von gesunden Pferden
einzubeziehen, welche nach Transport und Anlieferung in einer Pferdeklinik
ebenfalls viermal stiindlich beprobt wird. Im Gegensatz zur parallelen Entnahme
von Blutproben mit gleichzeitiger Kontrolle der Routine-Koliklaborwerte aus
einem Venenkatheter wie in der vorliegenden Studie, wére eine Punktion zur

Probenentnahme nur zu Studienzwecken ein genehmigungspflichtiger Tierversuch.
Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnten weder Substanz P noch Alpha-Amylase als
verldssliche Indikatoren fiir Stress und Schmerzen bei Pferden mit Kolik evaluiert
werden. Fiir beide Biomarker konnten zukiinftige Grundlagenforschungen mit klar
definierten und standardisierten Bedingungen und groBerer Tierzahl von hohem
Wert sein, um mogliche Einflussfaktoren der Parameter feststellen und

differenzieren zu konnen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

“The greatness of a nation and its moral progress can be judged by the way its

animals are treated” — Mahatma Gandhi.

Dieses Zitat wird im Zusammenhang mit dem Tierschutz immer wieder
aufgegriffen. Das Tierwohl steht in der Tiermedizin an oberster Stelle. Dies wird
durch eine Vielzahl an Studien widergespiegelt, die das Ziel haben, die optimale
Versorgung der Patienten zu gewéhrleisten und weitere Fortschritte in der
Pferdemedizin zu erzielen. Kolik ist nach wie vor eine der hdufigsten Erkrankungen
und schwerwiegendsten Notfélle in der Pferdepraxis. Die schnelle und friihzeitige
Einschitzung und objektive Bewertung eines Patienten spielen eine zentrale Rolle
fiir Tierdrzte und Tierbesitzer. Die auftretenden abdominalen Schmerzen
korrelieren mit der Schwere der Erkrankung und der Prognose. Da Pferde
Fluchttiere sind, zeigen sie hiufig nur sehr dezente Schmerziduf3erungen, was die
Beurteilung von Schmerzen erschweren kann. Hinzu kommt, dass die individuelle
Schmerzwahrnehmung und -duflerung bei Pferden stark variieren kann. Es sind
bereits einige Schmerzskalen zur Beurteilung von Patienten vorhanden, jedoch ist
noch kein isolierter, schmerzspezifischer Biomarker bekannt. FEinzelne,
aussagekriftige Parameter konnten von groem Wert sein, um Kolikpatienten

addquat zu therapieren und damit das Tierwohl zu verbessern.

Ziel der vorliegenden Studie war die Evaluation der beiden Biomarker Substanz P
und Alpha-Amylase in Kombination mit Cortisol als Stress- beziehungsweise
Schmerzparameter bei Kolikpatienten. Bei dreilig Patienten wurden nach
Einlieferung in eine Pferdeklinik aufgrund von Koliksymptomen vier Blutproben
im Abstand von je einer Stunde entnommen. Parallel wurden die Pferde mithilfe
der Schmerzskala Equine Acute Abdominal Pain Scale (Sutton & Bar 2016) in die
drei Kolikgrade gering-, mittel- und hochgradig eingeteilt. Dariiber hinaus wurden
die bereits etablierten Parameter Laktat und Herzfrequenz mit den neuen
Biomarkern und den Kolikgraden verglichen. Die Hypothese der Studie war, dass
Substanz P gemeinsam mit dem Kolikgrad bei Pferden mit akutem Abdomen
ansteigt. In der Voruntersuchung von Alpha-Amylase-Konzentrationen stellte sich
heraus, dass bei Pferden mit Kolik sowohl niedrige als auch sehr hohe Werte

gemessen werden konnen. Daher wurde fiir die Studie die Hypothese aufgestellt,
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dass ein niedriger Wert eine Kolikerkrankung zwar nicht ausschliefen kann, aber
hohe Alpha-Amylasewerte zu Bestimmung von Stress durch starke abdominale
Schmerzen hilfreich sein kdnnen. Der statistisch signifikante Zusammenhang
zwischen den etablierten Parametern Laktat und Herzfrequenz mit der
Schmerzskala bestdtigt diesbeziigliche Literaturangaben. Im Gegensatz dazu
konnte in der vorliegenden Studie kein messbarer Zusammenhang zwischen
Substanz P oder Alpha-Amylase mit dem Kolikgrad festgestellt werden. Die
Hypothese, dass Substanz P mit der Schwere der Erkrankung ansteigt, konnte
deshalb nicht bestétigt werden. Hingegen konnte beobachtet werden, dass die
Pferde unabhingig von der Verabreichung von Medikamenten oder dem Verlauf
der Erkrankung einen anndhrend konstanten, individuellen Substanz P-Spiegel
aufwiesen. Da sowohl gering- als auch hochgradige Kolikpatienten hohe Alpha-
Amylase-Werte aufwiesen, konnte die Serum-Alpha-Amylase nicht als hilfreicher

Biomarker fiir Stress durch starke abdominale Schmerzen gewertet werden.

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Studie weder Substanz P noch
Alpha-Amylase als verléssliche Stress- und Schmerzparameter bei Kolikpatienten
herausgestellt werden. Zukiinftige, klar definierte und standardisierte Studien

konnten dazu beitragen, die Bedeutung dieser Biomarker besser zu verstehen.
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VI. SUMMARY

The famous quote “The greatness of a nation and its moral progress can be judged
by the way its animals are treated” by Mahatma Gandhi is often used in association
with animal welfare. The principle of humane treatment is regarded as the top
priority in veterinary medicine. This is reflected by a large number of studies aiming
at ensuring optimal patient care and advancing progress in equine medicine. Equine
abdominal pain remains one of the most common conditions and diseases as well
as potentially life-threatening emergencies in equine practice. Early and objective
assessment of a patient’s condition plays a key role for veterinarians. The onset of
abdominal pain often correlates with the severity of the disease and its prognosis.
The challenge of pain assessment in horses lies in their tendency to display very
subtle signs of pain due to their role as flight animals. In addition, the individual
perception and expression of pain can vary greatly. Despite the existence of various
pain scales for patient assessment, no single, pain-specific biomarker has been
detected in horses. Identifying specific biomarkers could significantly contribute to
adequate treatment of colic patients and could thereby markedly improve animal

welfare.

The aim of this study was to evaluate the biomarkers substance P and alpha amylase
in association with cortisol as potential parameters for stress and pain in horses with
acute abdominal pain. In thirty patients, four blood samples were taken hourly after
admission to an equine clinic due to colic signs. At the same time, the horses were
categorized into three colic grades (mild, moderate, and severe) using the Equine
Acute Abdominal Pain Scale (Sutton & Bar 2016). In addition, already established
parameters such as blood lactate and heart rate were compared to the new

parameters.

We hypothesized that substance P increases according to the degree of colic in
equines with acute abdominal pain. Preliminary investigation of alpha amylase
concentrations in horses with colic showed a wide range, including both low and
very high concentrations. Therefore, another hypothesis in the current study was
that while low levels might not definitively rule out colic, high levels of alpha

amylase might be indicative of stress caused by severe abdominal pain.

The statistically significant correlation between established parameters blood
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lactate and heart rate and the Equine Acute Pain Scale confirms the findings of
previous studies. In contrast, no measurable correlation between substance P or
alpha amylase and the degree of colic was found in the present study. The
hypothesis that substance P increases with the severity of the disease could
therefore not be confirmed. However, the horses® individual substance P
concentrations remained relatively stable within a narrow range throughout the
observation period, regardless of the medication administered or the course of
disease. Serum alpha amylase did not prove to be a solid biomarker for stress due
to severe abdominal pain in horses with acute abdominal pain, as high levels were

observed in both mild and severe colic cases.

In summary, the current study could neither evaluate substance P nor alpha amylase
as reliable biomarkers for stress and pain in equine colic. In future, clearly defined
and standardized studies focusing on substance P and alpha amylase are essential

to fully understand their significance as biomarkers in horses.
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