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Einleitung

1 Einleitung

Physiologische und pathologische Ablaufe im Korper werden wesentlich durch die
Kommunikation zwischen Zellen oder Geweben gewéhrleistet. Neben dem
Nervensystem konnen Korperzellen Uber das hormonelle System miteinander
kommunizieren. Ein weiteres kommunikatives System, dessen Bedeutung in diesem

Zusammenhang immer mehr erkannt wird, ist das Zytokinsystem.

Zytokine stellen eine Substanzgruppe von Proteinen dar, die wesentliche regulative
Aufgaben fur die Differenzierung und das Wachstum von Zellen Gbernehmen, aber
auch immunmodulatorische Wirkungen besitzen. lhre komplexe Wirkung, die sich
autokrin, parakrin aber auch endokrin entfaltet, ist Teil eines komplexen regulativen
Netzwerkes der Zell-Zell-Kommunikation. Wichtige Eigenschaften der Zytokine sind
neben einer kurzen Halbwertszeit, die spezifische Bindung an spezielle Rezeptoren
und ihre Produktion im Bedarfsfall. Diese Eigenschaften unterstitzen ihre
Fahigkeiten, rasch auf Stimuli reagieren und ihre Wirkung sehr gezielt austiben zu
konnen. Zahlreiche Zytokine sind im Blut nachweisbar und stehen damit der
Diagnostik zur Verfligung.

In dieser Arbeit sollen die Moglichkeiten des diagnostischen Einsatzes von Zytokinen
untersucht werden. Aus der Gesamtheit der vorhandenen Zytokine wurden
beispielhaft Interleukin 6 (IL-6) und der Transforming Growth Faktor B 1 (TGF-B1) fur

diese Arbeit ausgewahlt.

IL-6 ist ein von einer Vielzahl an Zellen (u. a. Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten,
Endothelzellen) freigesetztes Zytokin, welches bei Traumata und Herzinsuffizienzen
bereits als Prognosemarker in der Humanmedizin eingesetzt wird. Fur die Sepsis
konnte seine Bedeutung sowohl flir den Menschen als auch den Hund nachgewiesen
werden. Aufgrund der Beteiligung von IL-6 an entzlindlichen Vorgangen wird aber
auch seine Bedeutung bei chronisch entzindlichen Prozessen,

Autoimmunerkrankungen sowie Leberschaden bzw. —verdnderungen diskutiert.
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TGF-B1 ist in einem sehr breiten Spektrum von Zellzyklusvorgangen wiederzufinden.
Entsprechend spielt es eine zentrale Rolle bei Regeneration, Immunreaktion und
Tumorgenese. Aufgrund dieser Einbindung in unterschiedliche Prozesse ist eine
genaue Zuordnung pathologischer Werte zu einzelnen Krankheitsbildern schwierig.
Erhbhte Konzentrationen sind aber wiederholt im Rahmen fibrotischer
Umbauprozesse, wie z. B. der Lungenfibrose, gesehen worden. Auch erniedrigte
Werte lieBen sich z. B. beim Lungenemphysem finden, sodass die Messung von
TGF-B1 einen Aufschluss Uber Umbauprozesse geben konnte, wie sie bei einer

Vielzahl von Erkrankungen zu finden sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Bedeutung bzw. die Expression von
IL-6 und TGF-f1 beim Hund im Rahmen internistischer Erkrankungen zu
untersuchen. Da hierzu fir den Hund kaum Daten vorliegen, mussten zunachst
entsprechende Voruntersuchungen hinsichtlich der Aufarbeitung bzw. des zu
verwendenden Ausgangsmaterials (Serum oder Plasma) durchgefihrt werden.
Weiterhin mussten die Lagerungsfahigkeit des Probenmaterials getestet sowie

Referenzwerte fir gesunde Hunde erstellt werden.
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2 Stand der Literatur

2.1 Allgemeiner Uberblick — die Zytokine

Immunologische Vorgange, Entziindungs- und regenerative Prozesse werden durch
Mediatoren, sogenannte Zytokine, vermittelt, zu denen sowohl IL-6 als auch TGF-31
gehoren. Die Zytokine werden in funf Untergruppen unterschiedlichster Polypeptide
differenziert: die Interleukine, Interferone, Tumornekrosefaktoren, Chemokine und

Wachstumsfaktoren.

Obschon sie zahlreiche unterschiedliche Effekte vermitteln, weisen sie dennoch
wesentliche Gemeinsamkeiten auf. Die Effektvermittlung erfolgt auf autokrinem,
parakrinem und systemischem Weg uber die Bindung an spezifische Rezeptoren
ihrer Zielzellen, wobei die Effekte konzentrationsabhangig sein kdnnen. ldentische
Zytokine kdnnen von verschiedenen Zelltypen exprimiert werden. Dabei kann es zu
pleiotropen Effekten kommen, welche das Auftreten unterschiedlicher Effekte durch
ein und dasselbe Zytokin bezeichnen (z. B. in Abh&ngigkeit vom Zelltyp oder dem
bindenden Rezeptor). Dagegen gibt es aber auch redundante Effekte. Verschiedene
Zytokine bewirken dabei den gleichen Effekt an einer Zelle. Redundanz kann als
Sicherheitsmechanismus gewertet werden, der beim Ausfallen eines Zytokins die
Vermittlung von Effekten sicher stellt. Zytokine kdnnen zusammenwirken und so zu
einer Wirkungsverstarkung fahren. Im Gegensatz zu diesem Synergismus ist auch
eine antagonistische Wirkung von Zytokinen, bei der das Zusammenspiel mehrerer

Zytokine zu einer Wirkungsminderung oder Wirkungshemmung fhrt, mdglich.

In der Regel findet keine Speicherung von Zytokinen statt, sondern es erfolgt deren
Neusynthese unmittelbar als Antwort auf eine Zellaktivierung. Dabei werden Zytokine
Ublicherweise nur vorubergehend exprimiert, es wurden aber auch dauerhaft
vorhandene Formen beobachtet. Sekretion und Freisetzung der Zytokine sind

ebenfalls regulierte Prozesse. Sobald sie einmal freigesetzt sind, wird ihr Verhalten in
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der Zirkulation — neben den spezifischen Oberflachenrezeptoren — auch von

l6slichen Rezeptoren und unspezifischen Bindungsproteinen beeinflusst.

Um ihre Wirkung zu vermitteln, missen die Zytokine an spezifische Rezeptoren
binden und eine Signaltransduktion auslosen. Dabei werden die Rezeptoren in funf
unterschiedliche Klassen eingeteilt. Klasse 1 umfasst die Hamatopoetin-Rezeptoren,
Klasse 2 die Interferon- und IL-10-bindenden Rezeptoren, Klasse 3 die TNF-
Rezeptoren, Klasse 4 die Chemokin-Rezeptoren und Klasse 5 die Rezeptorkinasen-

Wachstumsfaktoren-Rezeptoren.

Die Namensgebung der Interleukine beruht auf den ersten Untersuchungen zur
Interaktion von Leukozyten. Dabei konnten Botenstoffe isoliert werden, welche fir
das Zusammenspiel zwischen weil3en Blutkorperchen verantwortlich gemacht
wurden. Mittlerweile weil3 man aber, dass diese Botenstoffe auch Effekte an anderen
Zellen des Immunsystems vermitteln. Interleukine werden nach der Reihenfolge ihrer
Entdeckung in Untergruppen mit aufsteigender Zahl eingeteilt (IL-1 bis IL-35; Stand
Oktober 2011).

2.2 Spezieller Uberblick — IL-6

2.2.11L-6

IL-6 wurde ursprunglich als ,B-Zell-stimulierender-Faktor-2“ (BSF-2) bezeichnet
(HIRANO et al. 1985), ist aber auch unter zahlreichen anderen Synonyma bekannt:
B-Zell-Stimulationsfaktor (BCSF), Hybridom-Wachstumsfaktor (HGF), Hepatozyten
stimulierender Faktor (HSF) und zytolytischer Differenzierungsfaktor fir T-
Lymphozyten (CDF). Alle diese Faktoren zeigten sich in Klonierungsanalysen als
homolog. Charakteristisch fur Interleukine ist der Aufbau aus vier gebundelten a-
Helices, die kurz- oder langkettig sein kbnnen. IL-6 ist langkettig. Humanes IL-6 ist
ein Protein aus 184 Aminosduren. Das canine IL-6 besteht aus 187 Aminoséuren
und weist zum humanen Protein eine Homologie von 58 % auf. Die Bildung von IL-6
erfolgt durch aktivierte Makrophagen, T- und B-Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten,

Keratinozyten und Mesangiumzellen. Hauptlieferanten sind in der akuten Phase der
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Entziindung ortsstandige Monozyten und Makrophagen, bei chronischen
Entzindungsprozessen die T-Zellen (NAUGLER u. KARIN 2008). Die Synthese und
Freisetzung des Zytokins wird vor allem durch IL-1, TNF-a, TGF-B, bakterielle und
virale Infekte, sowie Endotoxine und Liposaccharide (LPS) stimuliert.

Abbildung 1: Kristalline Struktur eines humanen IL-6 (Quelle: www.wikipedia.org)

2.2.2 IL-6-Rezeptoren

Zur Effektvermittlung muss IL-6 entweder an einen membrangebundenen IL-6-

Rezeptor (mIL-6-R) oder an einen loslichen IL-6-Rezeptor (sIL-6-R) binden.

Der membrangebundene IL-6-Rezeptor besteht aus einer a- und einer -
Untereinheit. Die a-Untereinheit, bekannt als CD126 (Cluster of Differentiation 126),
ist ein 80 kDa schweres Glykoprotein. Sie besteht aus drei Extrazellulardoménen,
welche sich wiederum in eine IgG-ahnliche Domane und ein Zytokin bindendes
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Modul (CBM) aufteilen. Die B-Untereinheit, auch CD130, besteht aus zwei 130 kDa
schweren Glykoproteinen und ist fur die Signalvermittlung unentbehrlich
(YAMAMOTO et al. 1994). Der Rezeptor wird hauptsachlich auf Hepatozyten,
neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und einigen Leukozyten
exprimiert (ROSE-JOHN et al. 2006).

Kommt es zur Bindung von IL-6 an die a-Untereinheit des Rezeptors so folgt die
Dimerisierung der beiden Glykoproteine (gp130) (YAMASAKI et al. 1988, TAGA et al.
1989, HIBI et al. 1990). Unter einer Dimerisierung versteht man die Bildung eines
neuen Molekills aus zwei gleichen oder ahnlichen Molektlen, den Monomeren. Erst
durch diese Konformationsanderung kann IL-6 hochaffin an den Rezeptor binden. Es
folgt die Bildung eines Signaltransduktionskomplexes, welcher eine Kaskade von
weiteren Reaktionen, sogenannter downstream Effekte, im Zellinneren auslost
(DARNELL et al. 1994, HIRANO et al. 1994, KISHIMOTO et al. 1994, IHLE et al.
1995).

Der I6sliche IL-6-Rezeptor (sIL-6R) kommt im Blut geldst vor. Er entsteht durch eine
limitierte Proteolyse (sog. shedding) im Bereich der extrazellularen Domane des
membranstandigen Rezeptors (MULLBERG et al. 1993, ROSE-JOHN u. HEINRICH
1994, MACKIEWICZ et al. 1995, HEANEY u. GOLDE 1996). Sowohl die
Bindungsaffinitat als auch die Bindung des Rezeptors mit den gp130-Untereinheiten
entsprechen denen des membrangebundenen Rezeptors (TAGA et al. 1989,
STOYAN et al. 1993). Im Gegensatz zu der membrangebundenden Form, die fast
ausschlief3lich auf Hepatozyten und auf Leukozyten exprimiert wird, hat der l6sliche
Rezeptor jedoch die Moglichkeit, Zellen der Wirkung von IL-6 zug&nglich zu machen,
die lediglich gp130, aber kein oder zu wenig IL-6R exprimieren (MARZ et al. 1997).
Dies wird mdglich, da gp130 ein ubiquitar vorkommendes Glykoprotein ist, welches
in verschiedenen Organen — wie dem Herzen, den Nieren, der Milz, der Leber, der
Lunge, der Plazenta und dem Gehirn — exprimiert wird (JONES et al. 2001). Im
Gegensatz zu den meisten anderen ldslichen Zytokinrezeptoren, die Uber die
Bindung ihres spezifischen Liganden eine antagonistische Wirkung entfachen, indem

sie eine Signaltransduktion Uber die Bindung des Liganden an den spezifischen
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membrangebundenen Rezeptor verhindern, kommt es durch den I6slichen IL-6-
Rezeptor zu einem agonistischen Effekt. Ein Komplex aus IL-6 und dem ldslichen IL-
6-Rezeptor kann Zellen mit membrangebundenem gp130 aktivieren. Die Nutzung
|6slicher ungebundener Zytokinrezeptoren zur Vermittlung von Zytokineffekten an
Zellen, die entsprechende Rezeptoren nicht exprimiert haben, wird von manchen
Autoren auch als “trans-signalling” bezeichnet (ROSE-JOHN u. HEINRICH 1994).

2.2.3 IL-6-Signaltransduktion

Dem IL-6-Rezeptor fehlt, im Gegensatz zu anderen Wachstumsfaktor-Rezeptoren,
die intrinsische Kinase-Aktivitat. Um die intrazellulare Signalkaskade zu initiieren,
interagiert der Rezeptor mit den Tyrosinkinasen der Janusfamilie (JAK) (DARNELL et
al. 1994, LUTTICKEN et al. 1994, STAHL et al. 1994). Dabei nahern sich die anfangs
katalytisch inaktiven JAKs der a-Rezeptor-Untereinheit und zwei gp130-Molekilen
an. Im Folgenden findet eine Auto- bzw. Transphosphorylisierung eines
Tyrosinrestes innerhalb der Kinasedomane statt, sodass es zu einer schnellen und
lang anhaltenden Aktivierung der JAK kommt, welche eine Transphosphorylisierung
von gpl30 zur Folge hat. Diese phosphorylierten Tyrosinreste stellen nun
Bindungsstellen fir die weiterfihrende Signaltransduktion dar, welche Uber sog.
STATs (Signal Transduktoren und Aktivatoren der Transkription) ablauft und somit
den Effekt der IL-6 Bindung vermittelt. Nach Bindung von STAT an den
Rezeptorkomplex erfolgt deren Aktivierung durch Phosphorylisierung ihrer
Tyrosinreste (SHUAI et al. 1993, IMPROTA et al. 1994, ROTHMAN et al. 1994). Das
aktivierte STAT-Monomer ist nun in der Lage, sich mit einem weiteren STAT zu
einem Homo- oder Heterodimer zusammen zu schlie3en. Dies sind Dimere, die im
Falle des Homodimers aus gleichen Monomeren und im Falle des Heterodimers aus
ahnlichen Monomeren entstehen. Die Dimerisation erfolgt durch Interaktion zwischen
den SH2-Domanen und den phosphorylisierten Tyrosinresten. Nach einer
Serinphosphorylierung der STAT-Dimere (LUTTICKEN et al. 1995) kénnen diese in
den Zellkern eindringen und dort an ihre Zielgene binden (Abbildung 2). Den
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Faktoren JAK1 und STAT3 kommt im Zusammenhang mit IL-6 eine besondere
Bedeutung zu. Es konnte nachgewiesen werden, dass in Abwesenheit von JAK1 der
Transkriptionsfaktor von IL-6 nicht geniigend aktiviert wird. STAT3 dagegen kann bei
geringen Liganden-Konzentrationen eine Signaltransduktion vermitteln (LUTTICKEN
et al. 1994, STAHL et al. 1994, ZHONG et al. 1994).

s

Plasmamembran

Zytoplasma

Nucleus )

Abbildung 2: IL-6 Signaltransduktion

IL-6: Interleukin 6; IL-6Ra: a-Rezeptoreinheit des Interleukin-6-Rezeptors; gp130: B Rezeptoreinheit des
Interleukin-6-Rezeptors ; JAK: Januskinase; STAT: Signal Transduktoren und Aktivatoren der Transkription; Y:
Tyrosinrest; P: Phosphorylierung

2.2.4 IL-6-Wirkungsspektrum im Organismus

Fur IL-6 ist bisher ein weites Wirkungsspektrum beschrieben. Dabei sind v. a. seine
Effekte auf das Immunsystem sowie das Entziindungsgeschehen gut untersucht.
Wesentliche Funktionen der B-Zellen werden uber IL-6 beeinflusst — wie das
Wachstum bestimmter B-Zellreihen — und zusammen mit IL-4 und -5 wird die B-Zell-
Differenzierung zu Plasmazellen gesteuert. Im Zusammenspiel mit IL-2 bzw. IL-5 ist
IL-6 darUber hinaus an der IgM- und IgA-Synthese beteiligt (TIZARD 2000). Neben
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B-Zellen werden aber auch T-Zellen gesteuert. So werden diese durch IL-6 aktiviert
und kénnen in zytotoxische T-Zellen umgewandelt werden (LOTZ et al. 1988,
OKADA et al. 1988, UYTTENHOVE et al. 1988). Dies erfolgt in Kostimulation mit IL-
2, welches wiederum von IL-6 angeregt vermehrt exprimiert wird und die Induktion
der Expression der IL-2-Rezeptoren auf aktivierte T-Zellen veranlasst (GARMAN et
al. 1987, NOMA et al. 1987). IL-6 ist aber auch fur die Proliferation von Thymozyten
zustandig und spielt moglicherweise bereits bei der Entwicklung der T-Zellen des
Thymus eine Rolle (IBELGAUFTS 2011).

Hinsichtlich der Entztindungsreaktion ist IL-6 einer der Hauptstimulatoren der Akute-
Phase-Reaktion (TIZARD 2000). Die Akute-Phase-Reaktion ist eine systemische
Reaktion des Immunsystems auf Infektionen, Traumata, Entzindungen und
Gewebsverletzungen. Charakteristischerweise ist sie durch Fieber, erhdhte
Gewebspermeabilitét, Anstieg der peripheren Leukozytenzahl und Synthese der
Akute-Phase-Proteine durch die Leber gekennzeichnet. Zu den Akute-Phase-
Proteinen gehoren Dbeispielsweise Fibrinogen, Alpha-1-Antitrypsin, Alpha-1-
Chymotrypsin, Haptoglobulin und C-reaktives-Protein. In diesem Zusammenhang
wurde IL-6 als wichtigster Mediator der peripheren Immunantwort in vitro bezeichnet
(ANDUS et al. 1987, GAULDIE et al. 1987, ANDUS et al. 1988, CASTELL et al.
1988, CASTELL et al. 1990). 1988 konnte diese Aussage fur In-vivo-Reaktionen
bestétigt werden (GEIGER et al. 1988). Mit IL-1 und TNF-a bewirkt IL-6 neben der
Akute-Phase-Reaktion auch die Fieberentstehung durch Anregung des
thermoregulatorischen Zentrums im Gehirn und nachfolgender Sollwerterh6hung
(TIZARD 2000).

Der Einfluss von IL-6 konnte aber auch in anderen funktionellen Systemen
nachgewiesen werden. So konnten IKEBUCHI et al. (1987) erstmalig den Einfluss
auf das hamatopoetische System zeigen. Zusammen mit IL-3 bewirkt es die
Differenzierung der hAmatopoetischen Stammzellen zu pluripotenten Vorlauferzellen.
IL-6 fuhrt zur Reifung von Megakaryozyten und steigert die Thrombozytenzahl in vivo
(IBELGAUFTS 2011).
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Im Nervensystem spielt IL-6 als Signalvermittler eine entscheidende Rolle.
Astrozyten werden durch IL-6 zur Synthese von Nervenwachstumsfaktor (NGF —
,nerve growth factor) angeregt (IBELGAUFTS 2011). Fir PC12-Zellen konnte in

vitro durch Stimulation mit IL-6 die Differenzierung der Phdochromozytomzellen in

Neuronen (SATOH et al. 1988) gezeigt werden.

Tabelle 1: IL-6-Wirkungsspektrum

IL-6 als IL-6 als Aktivator Sonstige
Immunmodulator der Entzindungs- Eigenschaften
reaktion von IL-6
Differenzierung von
Hauptstimulator der hamatopoetischen

Wachstum von B-
Zellen

Akuten-Phase-
Reaktion

Stammzellen zu
pluripotenten
Vorlauferzellen

B-Zelldifferenzierung
zu Plasmazellen

Fieberentstehung

Reifung von
Megakaryozyten

IgA-/IgM-Synthese

Stimulation von
Astrozyten

Aktivierung von T-
Zellen

Steigerung der
Osteoklastenaktivitat

Umwandlung von T-
Zellen zu
zytotoxischen T-
Zellen

Wahrend der
Leberregeneration:
mitogen, zytoprotektiv
und antiapoptotisch

Proliferation von
Thymozyten

Andere Effekte von IL-6 sind der vermehrte Abbau von Knochensubstanz durch eine
gesteigerte Osteoklastenaktivitat, ein negativ inotroper Effekt am Herzen sowie die

Induktion von PDGF an Blutgefallen und die Proliferation glatter Muskelzellen. Im
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Rahmen der Leberregeneration hat IL-6 einen mitogenen, zytoprotektiven und
antiapoptotischen Effekt (SAKAMOTO et al. 1999, SELZNER et al. 1999), sodass es
beispielsweise nach Leberteilresektion zu erhdhten IL-6-Serumspiegeln kommt
(RAMADORI u. ARMBRUST 2001). Auch besteht mdglicherweise eine Beteiligung
an der Steuerung des Ubergangs von Leberzellen aus der GO- in die G1-Phase
(STREETZ et al. 2000).

2.2.5 Klinische Bedeutung von IL-6 in der Humanmedizin

Prinzipiell sollte man hier zwischen der diagnostischen bzw. prognostischen und der
therapeutischen Bedeutung von IL-6 unterscheiden, welche zum einen durch
Interaktion mit IL-6 selbst und zum anderen durch Blockade seines potenziellen

Rezeptors erfolgen kann.

Zu diagnostischen Zwecken wird der IL-6 Spiegel u.a. in der Neonatologie
angewendet. Hier dient IL-6 als erster Indikator fir das Auftreten einer neonatalen
Sepsis: Im Vergleich zum CRP zeigt sich ein wesentlich friiherer Anstieg (PRINSEN
et al. 2008). Erhohte IL-6-Konzentrationen finden sich auf3erdem beim Lennert-
Syndrom, der Castleman‘s disease, beim kardialen Myxom, bei Patienten mit
Leberzirrhose oder mit Glioblastom. Sehr hohe IL-6-Konzentrationen im Liguor
cerebrospinalis werden haufig bei bakteriellen und viralen Meningitiden festgestellt.
Eine ebenfalls exzessiv gesteigerte Produktion von IL-6 findet sich haufig bei
Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises wie z. B. bei der rheumatoiden
Arthritis oder der Polyarthritis, bei der erhéhte Konzentrationen von IL-6 in der
Synovia nachgewiesen wurden (HOUSSIAU et al. 1988). Auch IL-6 im Urin ist von
diagnostischer Bedeutung. So deuten hohe IL-6 Spiegel auf eine graft-versus-host-
Reaktion bei transplantierten Patienten hin (WAISER et al. 1997).

Prognostische Bedeutung hat IL-6 bei Erkrankungen der B-Zell-Reihe. So werden bei
monoklonalen Gammopathien oder Myelomen niedrige Serumspiegel beobachtet,
wéahrend bei progressiven Krankheitsverlaufen und bei Plasmazellleukdmie erhéhte
Werte gemessen werden konnten (BATAILLE et al. 1989, LUDWIG et al. 1991). Fur
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das Kawasaki-Syndrom kann die IL-6-Konzentration in Serum und Urin als
prognostischer Faktor herangezogen werden (IBELGAUFTS 2011). Als weiterer
Prognoseparameter kommt IL-6 fir Traumen und Sepsis zur Anwendung, sodass fir
das postoperative Monitoring bereits die Uberlegenheit der Serum-I1L-6-Konzentration
gegenuber dem C-reaktiven Protein untersucht wird. Das Ziel ist eine bessere
Beurteilung mdglicher entziindlicher Geschehen bzw. die friihere Erkennung einer
Akute-Phase-Reaktion. Auch bei der Pankreatitis korreliert ein erhdhter IL-6-Spiegel
mit einer ungunstigeren Prognose (MAYER et al. 2000). IL-6 scheint in diesem
Zusammenhang auch eine Vorhersagekraft Gber die Moglichkeit des Auftretens
eines Organversagens zu haben (MANSFIELD et al. 2008).

Therapeutisch kommen derzeit IL-6-Rezeptor-Blocker im Rahmen von kontrollierten
klinischen Studien bzw. Untersuchungen bei den Arthritiden, hier besonders der
rheumatoiden Arthritis, sowie bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (v. a.
M. Crohn) und Tumoren zum Einsatz. Bisher nur im experimentellen Stadium
untersucht ist die Verwendung von rekombinantem IL-6. Aufgrund seiner Effekte auf
hamatopoetische Zellen scheint es mdglich IL-6 therapeutisch bei bestimmten

Anamieformen und Thrombozytopenien auszunutzen (MACVITTIE et al. 1994).

2.2.6 IL-6 in der veterindrmedizinischen Literatur

Erwartungsgemal ist IL-6 in der Veterinarmedizin weitaus geringer untersucht als in
der Humanmedizin. Jedoch zeigen sich zahlreiche Uberschneidungen hinsichtlich
seiner Bedeutung. Abbildung 3 gibt einen Uberblick Uber
Erkrankungen/Themenkreise, bei denen beim Tier bereits ein Zusammenhang mit IL-
6 beschrieben wurde. IL-6 ist auch beim Hund ein Marker fiir schwere bakterielle
systemische Infektionen. RAU et al. (2007) konnten bei Hunden mit Sepsis bzw. ihrer
Vorstufe des SIRS (systemic inflammatory response syndrome) eine positive
Korrelation zwischen der HOhe der IL-6-Plasma-Werte und der Schwere der
Erkrankung bzw. einer erhfhten Mortalitatsrate oder einem friheren Todeseintritt

belegen. Eine Korrelation bestand nur dann, wenn die Bestimmung von IL-6 direkt
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bei Erstvorstellung der erkrankten Hunde vorgenommen wurde. Bei der Sepsis

konnten allgemein héhere IL-6-Werte als bei dem SIRS gemessen werden.

Infektions-
Erkrankung

Immun- Thrombo-
modulation zytenbildung

Abbildung 3: Erkrankungen im Zusammenhang mit IL-6 beim Tier

Fur die Vermittlung pyrogener Effekte konnten LEMAY et al. bereits 1990
nachweisen, dass der Effekt erst ab Uberschreiten eines IL-6-Schwellenwertes von
~10* U zum Tragen kommt. Dabei liel3 sich die Kdrperinnentemperatur nicht durch
eine groRere Menge IL-6 steigern, sondern folgte dem Alles-oder-Nichts-Prinzip (LE
MAY et al. 1990). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der IL-6-HOchstwert etwa
zwei Stunden nach der Injektion von Endotoxinen (Lipopolysaccharid) erreicht wird
(LE MAY et al. 1990). Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen MIYAMOTO et al. (1996).
Diese verzeichneten einen Anstieg von IL-6 nach einer Stunde, mit einem Peak nach
eineinhalb Stunden. Eventuell lag der frihere IL-6-Peak an der genutzten tber 10-
fach hoheren LPS-Dosis. Nach 24 Stunden war hier bereits wieder das
Ausgangsniveau erreicht (MIYAMOTO et al. 1996). Aber auch bei nicht Endotoxin
vermitteltem Fieber wie dem immunvermittelten Fieber oder dem Fieber unbekannter
Ursache scheint IL-6 eine Rolle zu spielen. BOHNHORST et al. (2002) konnten

zeigen, dass durch die Gaben von Cortison beim immunvermittelten Fieber der
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erhohte IL-6-Serumspiegel sinkt. Fir das RUFO (Recurrent fever of unknown origin),
welches vermehrt beim Shar Pei auftritt und héufig mit Amyloidose der Nieren und
Gelenkschwellungen einhergeht, konnten RIVAS et al. (1992) ebenfalls einen

erhohten Serumspiegel nachweisen.

Auch Dbei Infektionskrankheiten von Hunden konnte die Beteiligung von IL-6
nachgewiesen werden. So kommt es in der Akutphase der Leishmaniose zu einer
Erhéhung von IL-6 im Serum. Dabei korreliert die Hohe des Anstiegs mit der
Schwere der Erkrankung (DE LIMA et al. 2007).

Als weitere Infektionskrankheit mit Beteiligung von IL-6 ist die canine sino-nasale
Aspergillose bekannt, bei der es zu einer vermehrten mRNA-Expression von IL-6 in
der Nasenschleimhaut von Hunden kommt (PEETERS et al. 2007).

Weitere Bedeutung erhalt IL-6 im Zusammenhang mit immunmodulatorischen
Erkrankungen. So konnte eine erhdohte Expression von IL-6 mMRNA im
Zusammenhang mit der  immunmodulatorisch-responsiven lymphozytar-
plasmatischen Pododermatitis festgestellt werden (BREATHNACH et al. 2006).

Auch bei der atopischen Dermatitis des Hundes kommt es zu einem Anstieg der IL-6-
Expression. Besonders die frihen Hauteffloreszenzen waren mit einem starken

Anstieg des proinflammatorischen Zytokins verbunden (MARSELLA et al. 2006).

Ahnlich wie beim Menschen steigert die Gabe von IL-6 auch bei Tieren die
Thrombozytenzahl. Dabei wirkt IL-6 nicht direkt auf die Thrombozyten, sondern auf
die Megakaryozyten, die daraufhin Thrombozyten produzieren, die sich mit der Halfte
des normalerweise dafir notwendigen Thrombins aktivieren lassen (PENG et al.
1994).

Es scheint desweiteren auch einen IL-6-vermittelten Effekt bei den Arthritiden zu
geben. MACCOUKX et al. (2007) konnten im Rahmen einer Osteoarthritis den Anstieg
der IL-6-Expression in der Synovialis zeigen. Ahnliches gelang FUJITA et al. (2005),
die eine positive Korrelation zwischen den IL-6-Konzentrationen in der
Synovialflissigkeit und der Schwere einer Dbegleitenden Synovitis und

Lahmheitsdauer bei Huftgelenksdysplasie belegen konnten.
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Tabelle 2: Beschreibungen von IL-6 in der Veterindrmedizin

IL-6 in der Veterindrmedizin Beschreibung durch:
im Zusammenhang mit:

Sepsis/SIRS Rau et al. (2007)
_ Le May et al. (1990)
Fieber Rivas et al. (1992)
Bohnhorst et al. (2002)
Endotoxinschock Miyamoto et al. (1996)
Leishmaniose de Lima et al. (2007)
Aspergillose Peeters et al. (2007)

Immunmodulatorisch-
responsiver lymphozytar- Breathnach et al. (2006)
plasmatischer Pododermatitis

Atopische Dermatitis Marsella et al. (2006)
Thrombozytenbildung Peng et al. (1994)
Arthritiden Fujita et al. (2005)

Maccoux et al. (2007)

2.3 Spezieller Uberblick — TGF-

2.3.1 TGF-B

Der Transforming Growth Factor 3 wurde durch Anita Roberts und Kollegen erstmals
1981 beschrieben (ROBERTS et al. 1981). Dieser wurde aus einem Gemisch aus
Wachstumsfaktoren isoliert, das aus dem Uberstand Sarcomvirus transfomierter 3T3-
Zellen gewonnen wurde. Die genaue Charakterisierung erfolgte bereits ein Jahr
spater, als das bis dahin als Sarkom-Wachstumsfaktor (SGF) bekannte Protein
weiter entschlisselt wurde. Dabei zeigten Anzano et al., dass es sich beim SGF

eigentlich um zwei unterschiedliche Wachstumsfaktoren handelt, die konsekutiv als
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Transforming Growth Factor a (TGF-a) und Transforming Growth Factor 3 (TGF-[3)
bezeichnet wurden (ANZANO et al. 1982).

Innerhalb der Zytokine gehdren die TGF-B zur grof3en, nach ihnen benannten
Superfamilie von Proteinen (TGF-B-Superfamilie). In diese Familie gehdren auch
Inhibin, Aktivin A, das Anti-Muller-Hormon und das Bone Morphogenetic Protein
(BMP).

Es existieren funf Isoformen von TGF-3. TGF-31-3 findet man bei Saugetieren, TGF-
B4 beim Huhn und TGF-B5 beim Krallenfrosch (Xenopus) (LAWRENCE 1996). Die
einzelnen Unterformen zeigen eine 70- bis 80-prozentige Homolgie (OZKAYNAK et
al. 1991). Eine Sequenzhomologie zu TGF-a besteht jedoch nicht. TGF-B ist kaum
speziesspezifisch, was sich aus der ausgesprochen grof3en evolutiondren
Konservierung seiner Gensequenzen erklart. So zeigt das 1369 Basenpaare grof3e
canine TGF-B1 94-prozentige Homologie zum humanen TGF-B1 und 74-prozentige
Homologie zum humanen TGF-B2. Zu humanem TGF-B3 betragt sie 78 Prozent
(LAWRENCE 1996).

Der entscheidende Unterschied zwischen den einzelnen Isoformen neben
unterschiedlicher Genloci (LAWRENCE 1996) ist die unterschiedliche zeitliche und
raumliche Expression ihrer mRNAs und Proteine in sich entwickelnden und
regenerierenden Geweben sowie bei pathologischen Zustéanden (TIZARD 2000,
IBELGAUFTS 2011). So findet sich TGF-B1 vor allem in Endothelien,
hamatopoetischen Zellen und im Bindegewebe. TGF-32 dagegen wird hauptsachlich
auf Epithelien und neuronalen Zellen exprimiert. TGF-B3 befindet sich zumeist in
mesenchymalen Geweben (BLOBE et al. 2000).

An der Synthese von TGF-B1 sind fast alle Zellen des Koérpers beteiligt (SPORN et
al. 1990). Hauptproduzenten sind jedoch Thrombozyten, aktivierte T- und B-Zellen,
aktivierte Makrophagen, Monozyten, neutrophile Granulozyten und vor allem
Fibroblasten.

TGF-3 liegt unabhangig von seiner Isoform als Homodimer vor. Dabei sind die

beiden Monomere Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden (IBELGAUFTS
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2011). Das TGF-B1-Homodimer ist 25 kDa schwer, seine identischen Untereinheiten
bestehen aus je 112 Aminosauren. Die Monomere von TGF-B1 werden als C-
terminales Ende eines 390 Aminosauren enthaltenden Vorlaufermolekiils
synthetisiert, dessen N-terminale Prodomane aus einer definierten Signalsequenz
und einem B1-LAP (Latency-Associated Protein) besteht. Nach der Sekretion in den
Interzellularspalt und der Abtrennung der Signalsequenz wird das 55 kDa schwere
Vorlaufermolekil dimerisiert und das LAP proteolytisch abgespalten. Nun liegt das L-
TGF (latent TGF) vor, eine noch inaktive Verbindung aus reifen TGF und dem LAP,
welches uber ein 205 kDa (125 - 160 kDa bei Thrombozyten) schweres spezifisches
Bindungsprotein verbunden bleibt. Das L-TGF befindet sich auf den Zelloberflachen,
wo es Uber ein Mannose-6-Phosphat-haltiges Kohlenhydrat an einen Mannose-6-
Phosphat/IGF-2-Rezeptor und Uber eine weitere Interaktion mit einem spezifischen
Bindungsprotein gebunden ist. Im Serum ist die Hauptfraktion des TGF kovalent an

Alpha-2-Makroglobulin, ein Akute-Phase-Protein, gebunden.

Abbildung 4: Dreidimensionale Struktur des humanen TGF-1 (Quelle:

www.wikipedia.org)
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Der Aktivierungsmechanismus des L-TGF in die biologisch aktive Form TGF-$1 in
vivo ist bis heute noch unklar. Beteiligt sein konnten Zell-Zell-Kontakt, Proteasen,
spezifisches  Plasmin, Transglutaminasen und auch  Thrombospondin-1
(IBELGAUFTS 2011). Géangige Aktivierungsmethoden in vitro sind das Einwirken
einer Saure mit einem pH-Wert von 3,0 (Azidifikation) oder die proteolytische
Spaltung, z. B. durch Plasmin. Weiterhin ist es mdglich, eine Aktivierung tber eine
Alkalisierung, eine Erhitzung auf 100°C oder durch die Zugabe von Harnstoff
herbeizufihren (MASSAGUE 1990, MASSAGUE et al. 1994, LAWRENCE 1996). Die
Vielzahl der Aktivierungsmaoglichkeiten lasst vermuten, dass die Art der Aktivierung
eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der biologischen Aktivitat des Zytokins
spielt (PIRCHER et al. 1986).

Latentes TGF-B1 besitzt in vivo eine Halbwertszeit von 90 Minuten. Seine aktivierte
Form hingegen wird innerhalb von zwei bis drei Minuten von Leber, Niere, Lunge und
Milz aus der Zirkulation entfernt. Die lAngere Halbwertszeit des inaktiven TGF-§ fuhrt
dazu, dass stets schnell aktivierbares TGF-f zur Verfugung steht und sichert somit
stabile TGF-B-Spiegel.

2.3.2 TGF-B-Rezeptoren

Fur TGF-B gibt es drei Hauptrezeptoren. Diese werden als Typ-I- (TGFBR1), Typ-II-
(TGFBR2) und Typ-lll-Rezeptor (TGFBR3) bezeichnet. An der Signaltransduktion
von TGF-B1 sind die Rezeptortypen | und Il beteiligt, die ein Gewicht von 53 kDa und
75 kDa aufweisen. Um ein Signal auszul6sen, ist die Bildung eines heterodimeren
Komplexes zwischen beiden Rezeptortypen notwendig. Zwar bindet TGFBR2 den
Liganden auch als Homodimer, ist aber in Abwesenheit von TGFBR1 nicht in der
Lage, ein Signal zu erzeugen. Der Typ-lll-Rezeptor (Betaglycan) scheint fur die
Signalbildung keine direkte Notwendigkeit zu haben (DERYNCK u. FENG 1997,
PADGETT et al. 1998). Vielmehr hat er eine modellierende Wirkung, z. B. fir die
Bindung an Typ-I- und Typ-llI-Rezeptoren. So steigt in ihrer Anwesenheit die Affinitat
des Typ-ll-Rezeptors (DERYNCK u. FENG 1997) und es kommt zu einer
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gesteigerten Sensibilitat der Zelle gegeniber TGF-B, zur Elimination biologischer
Unterschiede verschiedener TGF-Isoformen (IBELGAUFTS 2011) und eventuell zu
einer Komplexstabilisierung des TGFBR1-/TGFBR2-Tetramers (MITTL et al. 1996).

2.3.3 TGF-B Signaltransduktion

TGF-B bindet zunachst an den Typ-lll-Rezeptor, der TGF-B daraufhin dem Typ-II-
Rezeptor prasentiert, oder direkt an den Typ-llI-Rezeptor. Nach der Aktivierung durch
TGF-B bindet der Typ-ll-Rezeptor den Typ-I-Rezeptor (BLOBE et al. 2000). Im
Anschluss phosphorylisiert die aktive Serin/Threonin-Kinase des Typ-lI-Rezeptors
die Glycin/Serin-reiche Region des Typ-I-Rezeptors (VUKICEVIC u. SAMPATH
2002), woraufhin ein an den Typ-I-Rezeptor gebundenes inhibitorisch wirkendes
Protein dissoziiert und der Rezeptorkomplex seine bis dorthin unterdriickte
Serin/Threonin-Kinaseaktivitat wieder erlangt. Die folgende Signalibermittlung zum
Nukleus geschieht auf direktem Weg (ALBERTS et al. 2002). Der aktivierte Typ-I-
Rezeptor bindet im Zytoplasma vorhandene transkriptionssteuernde Proteine der
SMAD-Familie und aktiviert diese durch Phosphorylierung (PIEK et al. 1999,
VUKICEVIC u. SAMPATH 2002). Die Transkriptionsfaktoren der SMAD-Familie
wurden nach den beiden zuerst identifizierten Faktoren: sma (small body size genes)
in Caenorhabditis elegans (SEKELSKY et al. 1995) und Mad (mother against
decapentaplegic protein genes) in Drosophila (ALBERTS et al. 2002) benannt.

Die Aktivierung der einzelnen SMADs folgt einem komplexen Mechanismus, der
letztlich das Eindringen in den Zellkern ermdglicht, sodass die Bindung an
spezifische DNA-Sequenzen mdglich wird (DENNLER et al. 1998). Eine hohe
Affinitat besteht hier fir GTCT-Sequenzen, die auch als ,Smad Binding Elements”
(SBE) bezeichnet werden (ZAWEL et al. 1998). Eine geringere Affinitat (YOSHIDA et
al. 2000) besteht zu GCAT- (HENNINGFELD et al. 2000) und GC-reichen Regionen
(ISHIDA et al. 2000). Das Binden der SMADs erfolgt in den Promotorregionen der
Zielgene und fuhrt somit unmittelbar zu deren Transkriptionssteigerung (DENNLER
et al. 1998, ZAWEL et al. 1998, TEN DIJKE et al. 2000).
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Abbildung 5: Signaltransduktion durch TGF-B (modifiziert aus USUI et al. 1998)
TGF-B: Transforming growth factor B; TBRI-III: Transforming growth factor 8 Typ-I bis Typ-IlI-Rezeptor; SMAD:
transkriptionssteuernde Proteine; SMAD 2 und 3: rezeptoraktivierende SMAD's; SMAD 4: kooperatives SMAD;
P:Phosphorylierung

2.3.4 TGF-B1-Wirkungsspektrum im Organismus

TGF-B1 ist ein Wachstumsfaktor mit sowohl stimulierender, als auch inhibierender
Wirkung auf die Zellproliferation. So ist er einer der potentesten
Proliferationsinhibitoren fur epitheliale, endotheliale, neuronale, lymphoide und
hamatopoetische Zellen sowie fir Hepatozyten und Keratinozyten (IBELGAUFTS
2011). Die Proliferation von Zellen mesenchymalen Ursprungs wird dagegen
stimuliert (LAWRENCE 1996, ALEVIZOPOULOS u. MERMOD 1997). Der Effekt als
Wachstumsfaktor wird dabei tber einen reversiblen Arrest der Zellen in der G1-
Phase des Zellzyklus vermittelt (DERYNCK u. FENG 1997). In manchen Zellen ist
sogar das Auslésen des programmierten Zelltodes, der Apoptose, mdglich
(ALEVIZOPOULOS u. MERMOD 1997).
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Abbildung 6: TGF-B1 Wirkungsspektrum im Organismus

Das Ausmald der Hemmung héangt mit dem Zelltyp, der TGF-Konzentration und der
Anwesenheit von anderen Faktoren ab. So kann TGF-B1 in einigen wenigen Fallen
sowohl eine hemmende, als auch eine stimulierende Wirkung auf ein und dieselbe
Zelle haben. Grund fur diese bifunktionelle Aktivitat ist dann die TGF-B-
Konzentration. So hemmt TGF-B in einer Konzentration von 1-2fg/Zelle das
Wachstum von glatten Muskelzellen, Fibroblasten und Chondrozyten. In hdheren
Konzentrationen wird das Wachstum dieser Zellen stimuliert. Dieser Effekt wird dann
zum Teil durch PDGF (Platelet Derived Growth Factor) vermittelt, dessen Synthese
und Sekretion durch niedrige TGF-B-Konzentrationen angeregt wird, wahrend hohe
Konzentrationen die PDGF-Rezeptor-Expression vermindern und daher die
biologischen Effekte von PDGF reduzieren (IBELGAUFTS 2011).

Wahrend der Embryogenese und im postfetalen Stadium koordinieren die Proteine
der TGF-Superfamilie Morphogenese, Homdostase und Heilung verschiedener

Gewebe und Organe wie z. B. Knochen, Zéahne, Knorpel und Muskulatur sowie Herz,
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Nieren, Haut und Reproduktionstrakt (SPORN et al. 1990, COX u. MAURER 1997,
ALBERTS et al. 2002, VUKICEVIC u. SAMPATH 2002).

TGF-B1 stimuliert die FSH vermittelte Synthese von Ostrogen, die Synthese von
Progesteron in den Granulosazellen des Ovars und hemmt die Testosteronbildung in
den Leydigzellen (IBELGAUFTS 2011) sowie die Steroidsynthese in den
adrenokortikalen Zellen.

Im Immunsystem liegt die Hauptbedeutung von TGF- in der hemmenden Wirkung
auf einige Lymphozyten-Reaktionen (ABUL et al. 1996). So verhindert es die IL-2-
bedingte Proliferation von T- und B-Lymphozyten, die IL-1-vermittelte
Thymozytenproliferation und die B-Lymphozytenreifung. Auch die von Interferon
(IFN) ausgeloste zytotoxische Aktivitat der natirlichen Killerzellen, die Aktivitat von
zytotoxischen T-Lymphozyten und die Proliferation der Vorlauferzellen der
Lymphokin-aktivierten Killerzellen werden gehemmt. TGF- supprimiert weiterhin die
Antwort von T-Zellen auf andere Zytokine und die TH1-Zell-Aktivitat. B-Lymphozyten
werden in der Sekretion von Immunglobulinen beeinflusst, sodass die Synthese von
IgM und IgG gehemmt wird und ein Isotypenswitch von IgM zu IgA erfolgt (DUBOIS
et al. 1995, ABUL et al. 1996, TIZARD 2000, IBELGAUFTS 2011). TGF- Ubt aber
auch auf Makrophagen einen Effekt aus, sodass je nach Anwesenheit anderer
Zytokine diese stimuliert oder gehemmt werden. Desweiteren wird die Phagozytose
von Blutmonozyten gesteigert, wohingegen die Aktivitdt von Gewebsmakrophagen
und die Bildung von Stickstoffmonoxid sowie die Monozytendifferenzierung
vermindert werden (TIZARD 2000). Fur neutrophile Granulozyten stellt TGF-B1 den
potentesten chemotaktischen Faktor dar (IBELGAUFTS 2011).

Eine weitere besondere Bedeutung kommt TGF-B bei der Wundheilung zu. Es
stimuliert die Synthese von Collagen, Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen,
Fibronektin, Integrinen, Thrombospondin, Osteonektin und Osteopontin. Aul3erdem
hemmt es den Abbau der selbigen durch die gehemmte Synthese von neutralen
Metalloproteinasen und die gesteigerte Synthese von Proteinaseinhibitoren
(IBELGAUFTS 2011). So wirkt sich TGF-$ gleich zweifach positiv auf Wundheilung

und Gewebereparation aus.
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Nach Verletzungen kommt es zu einer Autoinduktion von TGF-B und zu einer
vermehrten Zytokinproduktion durch Thrombozyten (COX u. MAURER 1997). Fir
Monozyten, Makrophagen und Fibroblasten fordert TGF-B1 dabei die Chemotaxis
(OSSEGE et al. 1994, TIZARD 2000). Im Rahmen der die Wundheilung begleitenden
Entziindungen werden endogen vermehrt Glukokortikoide gebildet. Diese hemmen
die meisten Zytokine. Nicht aber TGF-1 und PDGF, deren Synthese wird stimuliert
(BRATTSAND u. LINDEN 1996). Auf diesem Weg kommt es zu einer Forderung von
Heilung und fibrotischen Prozessen (SPORN et al. 1990, LAWRENCE 1996, COX u.
MAURER 1997).

Dabei hat TGF-B sogar einen zusatzlichen antiinflammatorischen Effekt. Es
antagonisiert die Interleukine 1, 2, 3 und 12, die Tumornekrosefaktoren a und R
(TNF-a/-3), sowie die Interferone a und y (IFN-a/-y) (SPORN et al. 1990, DUBOIS et
al. 1995, TIZARD 2000). Aufgrund seines Antagonismus gegenuber
proinflammatorischen Zytokinen wird TGF-B1 auch als ,Anti-Zytokin“ bezeichnet.
Moglicherweise hat es die Aufgabe, die Immunantwort zu beenden, wie ABUL et al.
vermuten (1996).

Weiterhin moduliert TGF-B die Synthese der Akute-Phase-Proteine durch die
Hepatozyten und hemmt die ACTH bedingte Synthese von Cortisol (ABUL et al.
1996, IBELGAUFTS 2011).

TGF nimmt auch Einfluss auf die Hamatopoese. Hier kontrolliert der Mediator das
Wachstum der Vorlauferzellen. Weiterhin hemmt er die Proliferation von primitiven
Knochenmarksvorlauferzellen und Megakaryozyten (SPORN et al. 1990, DUBOIS et
al. 1995).

Knochen sind die grofRte TGF-B-Quelle des Korpers. Hier spielt TGF- eine zentrale
Rolle in Stoffwechsel und Entwicklung (ALBERTS et al. 2002, VUKICEVIC u.
SAMPATH 2002). Die Synthese von TGF-B wird von Faktoren, wie IL-1, Vitamin-D3
und Parathormon vermittelt. Calcitonin dagegen reduziert die TGF-B-Synthese
(IBELGAUFTS 2011). Osteoblasten und ihre Vorlauferzellen werden von TGF-B in
ihrem Wachstum, ihrer biologischen Aktivitat (CENTRELLA et al. 1988) und ihrer
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Proliferation (LILIENFELD-TOAL 1992) angeregt. Zur gleichen Zeit findet eine
Hemmung der Bildung von Osteoklastenvorlauferzellen, der Osteoklastenreifung
(LILIENFELD-TOAL 1992) und der Osteoklastenaktivitat (PFEILSCHIFTER et al.
1989) statt, sodass am Ende das Verhaltnis zwischen Osteoblasten und
Osteoklasten von den Osteoblasten dominiert wird. Somit Uberwiegen die
knochenaufbauenden Prozesse gegenuber den knochenabbauenden
(PFEILSCHIFTER et al. 1988).

Im zentralen Nervensystem stimuliert TGF-R die Aktivitat der Mikroglia
(KREUTZBERG 1995) und die Proliferation von Astrozyten (JOHNS et al. 1992). Bei
Enzephalitiden antagonisiert es proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-113, IL-6
sowie INF-y und fuhrt so zu einer Entzindungshemmung. Desweiteren fordert TGF-[3

die neuronale Regeneration (CHAO et al. 1994).

Neben den physiologischen Effekten spielt TGF-f auch bei pathologischen
Prozessen eine groRe Rolle. So exprimieren eine Vielzahl von Tumorzellen TGF-
und sezernieren h&ufig groflere Mengen des Mediators als ihre nicht entarteten
Ursprungszellen (SPORN et al. 1990). Die meisten Tumorzellen sind anfangs nach
ihrer Entartung noch sensibel fir den proliferationshemmenden Effekt von TGF-
(HELDIN et al. 1997). Erst in einem spateren Stadium entwickeln sie durch
Veranderungen der Rezeptoren oder lhrer Downstreamtargets (SMADSs) eine
Toleranz gegen diesen Effekt bzw. TGF-B erlangt eine stimulierende Wirkung
(DERYNCK u. FENG 1997, HELDIN et al. 1997). TGF-3 bewirkt dartber hinaus eine
Neovaskularisation und fordert somit die Tumorentwicklung (HELDIN et al. 1997,
TIZARD 2000, FUJITA et al. 2005, IBELGAUFTS 2011). TGF-1 moduliert
desweiteren die Interaktion von Tumorzellen mit der umliegenden extrazellularen
Matrix. Dadurch ist es — in Kombination mit anderen Faktoren — in
Metastasierungsprozesse involviert (IBELGAUFTS 2011). Seine
immunmodulatorische  Funktion trdgt zusatzlich zur Karzinogenese und
Metastasierung bei (ABUL et al. 1996, LAWRENCE 1996).
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2.3.5 Klinische Bedeutung von TGF-B1 in der Humanmedizin

Die klinische Bedeutung von TGF-31 beruht im Wesentlichen auf dessen Hemmung.
Eine Ausnahme ist der Effekt als potenter Regulator der Wund- und Frakturheilung.
Eine lokale Applikation von TGF-B1 beschleunigt die Wundheilung. Zusammen mit
BMP spielt TGF-B1 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Ossifikation des
Ligamentum longitudinale posterior der Halswirbelsaule, sodass der Einsatz von
TGF-B1 bei der Behandlung von traumatischen Gewebeverletzungen und in der
Osteoporosebehandlung untersucht wird. Es fiuhrt aber auch zur Bildung
hypertropher Narben, was bei deutlicher Uberproduktion zum klinischen Bild des
Keloids fuhrt (LAWRENCE 1996, COX u. MAURER 1997). Im Ratten-Modell konnte
bereits gezeigt werden, dass lokal an der Wunde verabreichte TGF-B-Antikorper die
Bildung von Narben bei der Wundheilung unterbinden konnten (SHAH et al. 1995).

Weiterhin ist ein Einsatz von TGF-B1-Antikérpern bzw. deren TGF-B1-Rezeptor-
Antikdrpern bei entzindlichen oder immunmodulatorischen Erkrankungen denkbar.
Auch die fibrotischen Eigenschaften von TGF-B1 lieRen sich beeinflussen. Ein
mogliches Einsatzgebiet ware z. B. die Lungenfibrose (ARAYA u. NISHIMURA
2010).

Fir den Bereich der Arthritis bzw. die Knorpelbildung, an welcher TGF-B ebenfalls
maf3geblich beteiligt ist, konnten beispielsweise BLANEY DAVIDSON et al. (2006)
zeigen, dass die Hochregulation von TGF-B1 zu einer vermehrten Synthese von
Proteoglycan im Knorpel fihren kann, wohingegen die gleichzeitige Gabe seines
naturlichen Inhibitors SMAD7 die Fibroseinduktion verhindert. Die Fibrose, ein
typisches Merkmal der rheumatoiden Arthritis, ist auch Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. Wenngleich die pathophysiologische Rolle von TGF-B1 bei der
rheumatoiden Arthritis noch nicht abschliel3end geklart ist, so wird die Blockade als
therapeutische Option derzeit kontrovers diskutiert (SAKUMA et al. 2007). Ein
anderes Beispiel der erfolgreichen Hemmung des Fibrose férdernden Effekts von
TGF-B1 ist der Einsatz im Rahmen sklerosierender Nierenerkrankungen
(FUKASAWA et al. 2004).
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Ein bisher kaum beachteter Aspekt von TGF-§ ist sein moglicher kardioprotektiver
Effekt. So konnte gezeigt werden, dass das von neonatalen Rattenherzmuskelzellen
produzierte TGF-B stabilisierend auf die Herzfrequenz wirkt und einen spontan-
rhythmischen Herzschlag in serumfreien Medien erhalt (ROBERTS et al. 1992).
Dieser Effekt kann durch IL-13, einem von Immunzellen im Rahmen von
myokardialen Schaden freigesetzten Entziindungsmediator, gehemmt werden. TGF-
B kann diese Hemmung jedoch Uberwinden, sodass TGF-3 eine wichtige Rolle in der
Regulation der kontraktilen Herzfunktion spielen kénnte. Im Tierversuch konnten
dariiber hinaus auch die kardioprotektiven Eigenschaften nach Ischamien gezeigt
werden, welche am ehesten auf der Hemmung des Anhaftens von neutrophilen
Granulozyten am Endothel beruhen (LEFER et al. 1993).

Das Engelmann-Syndrom entsteht durch eine Mutation im TGF-B1-Gen. Betroffen ist
die B-1-Kette von TGF-B1. Hier kommt es zu einer generellen Knochenhypertrophie
mit verminderter Belastbarkeit. Bei Mutation im TGF-3-R1 oder TGF-B-R2 kommt es
zur Ausbildung des Ehlers-Danlos- oder des Loeys-Dietz-Syndroms, welche ebenso
wie beim Marfan-Syndrom (betroffen ist Fibrillin, das Bindungsprotein von TGF-3)

durch eine Bindegewebsanomalie imponieren.

2.3.6 TGF-B1 in der veterinarmedizinischen Literatur

Entsprechend seiner Eigenschaften als Wachstumsfaktor, Apoptoseausléser,
Immunmodulator, Vermittler von Wundheilung und als ein auf den
Knochenstoffwechsel Einfluss nehmender Faktor, wurden auch in der
Veterinarmedizin bereits einige Aspekte rund um TGF-B1 untersucht.

Besonders die verschiedenen Aspekte der fibrotisierenden Eigenschaften von TGF-
B1 sind hier bisher untersucht worden. So zeigten SPEE et al. (2006), dass es beim
Hund nach dem vorribergehenden Anstieg von TGF-B1 im Lebergewebe zur
Ausbildung einer Leberfibrose kommt. Wéahrend die Autoren bei Hunden mit akuter

Hepatitis kaum Veranderungen im TGF-B1-mRNA-Level feststellen konnten, wiesen


http://de.wikipedia.org/wiki/Engelmann-Syndrom
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=TGFBR&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/wiki/Ehlers-Danlos-Syndrom
http://de.wikipedia.org/wiki/Ehlers-Danlos-Syndrom
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sie bei der chronischen Hepatitis und der Leberzirrhose einen Anstieg um das bis zu
Zweifache nach. Ein Anstieg um das Vierfache war bei der Lobular Dissecting
Hepatitis, einer Sonderform der Zirrhose, die mit schwerer Fibrose und kompletter
Zerstorung der lobularen Architektur einhergeht, zu beobachten (SPEE et al. 2006).
NEUMANN et al. (2008) wiesen zwei Jahre spater erhohte TGF-B1-Konzentrationen

bei Hunden mit Leberfibrose im Blut nach.

Ein weiterer Aspekt der fibrotischen Wirkung von TGF-B1 ist im Rahmen von
Prostataerkrankungen zu finden. Die benigne Prostatahyperplasie ist ein haufiges
Problem bei éalteren intakten Rlden. Bei der Entstehung der benignen
Prostatahyperplasie gehen die Verdnderungen des Organs zunachst im
Wesentlichen vom Bindegewebe der Prostata aus. Einige Wachstumsfaktoren,
darunter TGF-B1, werden von den Bindegewebszellen produziert, reichern sich an
und férdern das Fortschreiten der benignen Prostatahyperplasie. TGF-$1 und basic
fibroblast growth factor (bFGF) wirken auf das prostatische Bindegewebe als
Gegenspieler und sind an seiner Homoéostase beteiligt. Wahrend TGF-B1 das
Wachstum der Bindegewebszellen in der exponentiellen Phase dosisabhangig
hemmt (mit steigender Konzentration steigt auch die Hemmung des Wachstums),
kommt es unter dem alleinigen Einsatz von bFGF zwar nicht zu einer Stimulation des
Wachstums, aber unter dem Einsatz von TGF-B1 und bFGF zu einer teilweisen
Antagonisierung der TGF-B1-Wirkung. Die Synthese von bFGF wird durch TGF-31
hochreguliert. Auch dies zeigt den engen Zusammenhang zwischen den beiden
Wachstumsfaktoren. Man geht davon aus, dass das TGF-B1-/bFGF-Verhaltnis die
Proliferation und Differenzierung des Bindegewebes beeinflusst. Es zeigte sich des
Weiteren, dass die Expression von TGF-B1 durch die Kastration der Hunde
hochreguliert wurde, wahrend die Expression von bFGF durch den Eingriff
vermindert wird. Wenn die Bindegewebszellen der Prostata einer hohen Exposition
an Androgen ausgesetzt oder sehr androgensensitiv sind, fuhrt jeder signifikante
Abfall des TGF-B1-Levels oder jeder signifikante Anstieg des bFGF-Levels zu einer
Proliferation des Bindegewebes (NIU et al. 2001).
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Bei der Golden Retriever-Muskeldystrophie kommt es durch TGF-B1 zu einer
Ablagerung von extrazellularer Matrix in der Muskulatur. Diese Erkrankung dient als
Tiermodel der Duchenne‘schen Muskeldystrophie des Menschen. Hier kommt es zu
einer Defizienz des Zytoskelettproteins Dystrophin. Beiden Erkrankungen ist gemein,
dass es im Verlauf zu schweren Fibrosen in der Muskulatur kommt. Bei erkrankten
Hunden konnte am 15. und 30. Lebenstag ein erhdhter TGF-B1-mRNA-Level
festgestellt werden, was am 30. Lebenstag einen signifikanten Unterschied zur
Kontrollgruppe darstellte. Dieser war im weiteren Verlauf nicht mehr zu messen,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass TGF-B1 mit seinen hohen mRNA-
Spiegeln in der neonatalen Phase eine Rolle bei der frihen Proliferation der
extrazellularen Matrix spielt (PASSERINI et al. 2002). Bestatigt wurde dieses
Ergebnis durch immunhistochemische Untersuchungen. Wahrend es in der
Kontrollgruppe nur selten TGF-B1-positive Bereiche zu finden gab, fanden sich bei
den erkrankten Hunden stark positive Anfarbungen im Peri- und Endomysium, die
sich zwischen den einzelnen Tieren in Ausmal und Lokalisation unterschieden. Bei
einer etwas anderen Myopathie, der idiopathisch inflammatorischen Myopathie des
Hundes, treten durch starke Entziindungsreaktionen Muskelnekrosen und Fibrosen
auf. Sowohl bei der caninen Polymyositis als auch bei der caninen Myositis der
Kaumuskulatur konnten erhdohte TGF-1-mRNA-Level nachgewiesen werden
(SALVADORI et al. 2005).

Weiterhin hat TGF-B1 einen groRen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel und den
Knorpel. So wirkt die Verfitterung von unverseifbaren Extrakten aus Avocado und
Sojabohnen durch einen Anstieg der TGF-Produktion in den Chondrozyten und
Osteoblasten antiarthritisch. Das in die Synovia abgegebene TGF-B zeigte dabei
seinen maximalen Anstieg zwei Monate nach Beginn der Verfltterung, wobei der
Wert bereits nach drei Monaten wieder absank (ALTINEL et al. 2007). Fur den Fall
des intraartikular verabreichten TGFs ist dabei die Dauer der Applikation von grof3er
Bedeutung. Wéahrend Injektionen Uber einen kurzen Zeitraum zu einem verbesserten
Knorpelmetabolismus fihren, kommt es bei Langzeitapplikation zur Bildung von
Osteophyten (VAN BEUNINGEN et al. 1994).
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Eine ahnliche Abhangigkeit zeigt sich fur die lokale Applikation von exogenem TGF-f3
hinsichtlich der Knochenregeneration, welche um fast das Zweifache gesteigert
werden kann. Zu hohe Dosen von TGF-B verzdogern oder hemmen dabei die
Mineralisierung des neuen Osteoids (BRODERICK et al. 2005).

Ein weiterer ossarer Effekt von TGF zeigt sich bei Knochenmetastasen, die von
Prostatakarzinomen ausgehen und Uberwiegend osteoblastischer Natur sind. Fur
den Hund konnte gezeigt werden, dass TGF-B1 zu einer zeit- und dosisabhangigen
Regulation der mRNA des Parathyroid Hormone-related Proteins (PTHrP) fihrt.
Diese ist dartber hinaus maf3geblich von den beteiligten Zellen (gesunde Epithelien,
Stroma- oder Karzinomzellen) abhangig (SELLERS et al. 2004).

TGF-B1 hat auch immunmodulatorische Eigenschaften. Bei der caninen viszeralen
Leishmaniose ist es ein wichtiges regulatorisches Zytokin. Sowohl bei
symptomatischen als auch bei asymtomatischen Hunden wird vermehrt TGF-
produziert. Wahrend TGF-B in erhéhtem Mal3e produziert wurde, ging die INF-y-
Konzentration zurtick. Es scheint so, als wirde TGF- die INF-y-Produktion hemmen
und so auch zu einer Vorherrschaft der TH2-Immunantwort fiihren. Dagegen fuhrt
aber nur die TH1-Immunantwort zu einer Immunitat gegen den Parasiten (CORREA
et al. 2007).

Im Rahmen der generalisierten Demodikose des Hundes kommt es im Vergleich zur
lokalisierten Form und zur Kontrollgruppe zu einem signifikanten Anstieg der TGF-f3-
MRNA Expression. Es ist moglich, dass die TGF-B-mRNA-Expression mit einer
Immunsuppression in Verbindung steht. Nach dem Abklingen der Symptome fielen
auch die Werte wieder ab. Als Verlaufsparameter eignet sich TGF-3-mRNA dennoch
nicht, da die Werte nicht vollstandig in den Normbereich zurlickgekehrt sind (TANI et
al. 2002).

Die Beeinflussung des Zellwachstums ist eine weitere Eigenschaft von TGF-1. Auch
hier finden sich veterindrmedizinische Untersuchungen, die einen Zusammenhang

von TGF-B1 und der Pathophysiologie von Erkrankungen herstellen.
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So befinden sich bei vielen Hunden mit Katarakt auf der inneren Oberflache der

anterioren und posterioren Linsenkapsel multifokale weiRe Plaques. Bei
immunhistochemischen Untersuchungen lasst sich dort vor allem TGF-B anfarben.
Zusammen mit der Tatsache, dass bei Hunden mit erblichem Katarakt vermehrt
TGF-B im Kammerwasser gefunden wurde, lasst diese Beobachtung darauf
schlieBen, dass die Kataraktgenese mit einem Anstieg der TGF-B-Konzentration
einhergeht. TGF-B bedingt die Metaplasie der epithelialen Zellen der Linse, womit die

Grundvoraussetzung fur die Plaquebildung geschaffen ist (COLITZ et al. 2000).

Tabelle 3: TGF-B1 in der veterindrmedizinischen Literatur

TGF-B1 in der
Veterinarmedizin bei

Beschreibung durch:

Lebererkrankungen Spee et al. (2006)

Leberfibrose Neumann et al. (2008)

Benigne Prostatathyperplasie Niu et al. (2001)

Muskeldystrophie

Passerini et al. (2002)

Entztndliche Myopathie

Salvadori et al. (2005)

Synovia

Altinel et al. (2007)

Knorpelmetabolismus

van Beuningen et al. (1994)

Knochenregeneration

Broderick et al. (2005)

Knochenmetastasen beim
Prostatakarzinom

Sellers et al. (2004)

Leishmaniose

Correa et al. (2007)

Demodikose

Tani et al. (2002)

Katarakt

Colitz et al. (2000)

Prostataentwicklung

Shidaifat et al. (2007)
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Therapeutisch scheint die Proliferation der Bindegewebszellen durch Testosteron
beeinflussbar zu sein. Nach Applikation von Testosteron an juvenile Riden kam es
zu einer verminderten Proliferation der Bindegewebszellen der Prostata, wahrend es
an den epithelialen Zellen zu keinen erkennbaren Verédnderungen der Proliferation
kam. Diese Veranderungen gingen mit einem zweifachen Abfall der TGF-B-mRNA-
Expression einher. Das Expressionsmuster von TGF- verschiebt sich von einem
verstarkten Auftreten im Bereich der epithelialen Zellen bei den nichtbehandelten
Tieren zu einer verstarkten Expression im Bereich der Bindegewebszellen bei den
mit Testosteron behandelten Riden. Damit scheint es, dass Testosteron die
Proliferation und Differenzierung der Prostatazellen koordiniert und an der Regulation
der TGF-B-Gen-Expression in der Prostata beteiligt ist (SHIDAIFAT et al. 2007).
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

3.1.1 Patienten - Referenzgruppe

Zur Erstellung der Referenzwerte von IL-6 und TGF-B1 wurde Blut von Hunden aus
dem Klientel der Kleintierklinik des Tierarztlichen Instituts der Georg-August-
Universitat Gottingen untersucht. Die Hunde der Referenzgruppe wurden einer
klinischen Allgemeinuntersuchung unterzogen, welche die klinische Anamnese, die
Untersuchung von Atmungsapparat, Herzkreislaufsystem, Verdauungstrakt, Harn-
und Geschlechtsapparat und der Lymphknoten mittels Adspektion, Palpation und
Auskultation umfasste. Die Kérperinnentemperatur wurde durch rektale Messung mit
einem Fieberthermometer bestimmt. Laborchemisch wurden zuséatzlich eine
Hamatologie (Leukozyten, neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten,
eosinophile Granulozyten, basophile Granulozyten, Erythrozyten, H&amoglobin,
Hamatokrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, mean
corpuscular hemoglobin concentration, Thrombozyten) und eine klinische Chemie
(Glucose, Fructosamin, Gallensauren, Glutamatdehydrogenase,
Alaninaminotransferase, Aspartataminotransferase, Gesamtbilirubin, alkalische
Phosphatase, Gesamteiweil3, Albumin, Kreatinin, Harnstoff, Calcium, Phosphor,
alpha-Amylase, Cholesterin, Lipase, Kreatinkinase, Kalium, Natrium, C-reaktives
Protein, Globuline) angefertigt. In die Referenzgruppe sind nur klinisch gesunde
Hunde aufgenommen worden. Insgesamt waren 88 Hunde in dieser Gruppe.
Aufgrund der ventsen Stauung uUber 60 Sekunden, unzureichendem Blutfluss und
vorzeitigem Koagulieren des Blutes standen fir die Bestimmung des
Referenzbereiches von TGF-B1 und IL-6 letztlich 67 bzw. 45 Proben zu Verfiigung.
Bei 19 Hunden konnten sowohl TGF-B1 als auch IL-6 bestimmt werden. Zur
Etablierung der Methode wurde von 34 Hunden neben Serum auch Blut fur die

Plasmabestimmung von TGF-1 entnommen.
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3.1.2 Patienten - erkrankte Tiere

Fir die Bestimmung von IL-6 und TGF-B1 wurde das Blut von Patienten der
Kleintierklinik des Tierarztlichen Instituts der Georg-August-Universitat Gottingen
zwischen dem 24.04.2008 und dem 12.05.2010 untersucht. Einschlussbedingung
war das Vorliegen einer internistischen Erkrankung. Tabelle 4 gibt einen Uberblick
Uber die zugrunde liegenden Erkrankungen sowie die Anzahl der Hunde, die daran

erkrankt waren.

Tabelle 4: Internistische Erkrankungen und Anzahl der jeweils betroffenen Hunde

Erkrankung Anzahl betroffener Hunde
Neoplasien 37
Entzundliche Erkrankungen 35
Diabetes mellitus 8
Hepatopathien 13
Niereninsuffizienz 8
Fibrose 6
Sonstige 37

Insgesamt konnte Blut von 146 kranken Hunden gewonnen werden. Fur 75 Hunde
konnten IL-6 und TGF-B1 aus Serum bestimmt werden. Von 42 Hunden wurde nur
IL-6 untersucht, von 27 Hunden nur TGF-B1. Plasma-TGF-B1-Werte wurden von 21
Hunden bestimmt. Bei einer Gruppe von 11 Hunden wurde IL-6 im Verlauf eines

chirurgischen Eingriffs bestimmit.
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3.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

3.2.1 Gerate

@)

o

Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5424 (Fa. Eppendorf AG, Hamburg)
Zentrifuge: Hettich EBA 20 (Fa. Hettich, Bach, Schweiz)

Kihlzentrifuge: Heraeus Fresco 17 (Fa. Thermo Fischer Scientific Inc.,
Dreieich)

Analyseautomat klinische Chemie: Konelab 20i (Fa. Thermo Fischer Scientific
Inc., Dreieich)

Vortexer: Vortex-Genie 2 (Fa. Scientific Industries, New York)
Schittelplatte: Titertek® (Fa. Flow Laboratories, Irvine, Schottland)

Analyseautomat Hamatologie: Abbott Cell-Dyn®3500R (Fa. Abbott GmbH &
Co KG, Wiesbhaden)

Analyseautomat Hamatologie: Abbott Cell-Dyn®3700 (Fa. Abbott GmbH & Co
KG, Wiesbaden)

Gerinnungsanalysegerat: SCA 2000 (Fa. Synbiotics, San Diego, Californien)

Waschvorrichtung fir Mikrotiterplatten: Nunc-Immuno ™wash 8 (Fa. NUNC,
Wiesbaden)

Multifunktionslesegerat: TECAN GENios Pro (Fa. TECAN Austria GmbH,
Grodig, Osterreich)

Pipettierhilfe: pipetus®-akku (Fa. Hirschmann Laborgerate, Eberstadt)

Pipetten: Pipetman P20/P100/P200/P1000 (Fa. Gilson, Villers Le
Bel/Frankreich)

Mehrkanalpipette: Pipetman Ultra Multichannel (20-300ul, Fa. Gilson, Villers
Le Bel/Frankreich)

Multipipette: Eppendorf Multipipette® plus mit Combitips® plus in den
VolumengrofRen 2,5 und 5ml (Fa. Eppendorf AG, Hamburg)



49

3 Material und Methoden

3.2.2 Verbrauchsartikel

o Serumrbhrchen: Microtube 1,3 ml mit Serum-Gerinnungsaktivator (Fa.
Sarstedt AG & Co, Numbrecht) zur Blutabnahme fur die klinische Chemie
sowie fur die Bestimmung von IL-6 und TGF-B1 aus Serum

o EDTA K-RoOhrchen: mit 1,6 mg EDTA/ml Blut angereichertem 2 ml
Polypropylenréhrchen (Fa. Sarstedt AG & Co, Numbrecht) zur Blutabnahme
fur die Hamatologie sowie fur die Bestimmung von TGF-31 aus Plasma

o Citrat-Rohrchen: mit Citrat angereichertes 1,3 ml Rohrchen (Fa. Sarstedt AG
& Co, Numbrecht) =zur Blutabnahme fir die Messung der
Gerinnungsparameter PT und aPTT

o Reagiergefal3e: Sarstedt-Reagiergefald 1,5 ml (Fa. Sarstedt AG & Co,
NuUmbrecht)

3.2.3 Reagenzien und Lésungen

Reagenzien und Losungen des ,Quantikine Canine IL-6 Immunoassay“ CA6000 (Fa.
R & D Systems, Minneapolis, USA):

o Mikrotiterplatte, beschichtet mit einem polyklonalen, fir canines IL-6
spezifischen Antikorper

o Canine IL-6-Konjugat
Polyklonaler, canine-spezifischer Antikorper gegen IL-6, an
Meerrettichperoxidase konjugiert

o Canine IL-6-Standard
Rekombinantes canines IL-6 in einer gepufferten Proteinbasis

o Canine IL-6-Kontrolle
Rekombinantes canines IL-6 in einer gepufferten Proteinbasis

o Calibrator Diluent RD5T
Gepufferte Proteinldsung zum Auflésen von Standard und Positivkontrolle, zur

Herstellung der Verdiinnungsreihe und als Negativkontrolle
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o Assay Diluent RD1-75
Gepufferte Proteinlésung zur Blockierung unspezifischer Bindungen und zur
Herstellung eines aquimolaren Milieus
o Waschpufferkonzentrat
o Farbreagenz A
Stabilisiertes Wasserstoffperoxid
o Farbreagenz B
Stabilisiertes Chromogen (Tetramethylbenzidin)
o Stoplésung

Verdinnte Salzséurelésung

Reagenzien und Lésungen des “Quantikine Human TGF-$1 Immunoassay“ DB100B
(Fa. R & D Systems, Minneapolis, USA):

o Mikrotiterplatte, beschichtet mit einem monoklonalen, fir TGF-B1 spezifischen
Antikorper

o TGF-B1-Konjugat
Polyklonaler Antikérper gegen TGF-B1, an Meerrettichperoxidase konjugiert

o TGF-B1-Standard
Rekombinantes humanes TGF-B1 in einer gepufferten Proteinbasis

o Assay Diluent RD1-73
Gepufferte Proteinlésung zur Blockierung unspezifischer Bindungen und zur
Herstellung eines aquimolaren Milieus

o Calibrator Diluent RD5-53 Konzentrat
Gepufferte Proteinlésung zum Auflésen des Standards, zur Herstellung der
Verdunnungsreihe und zur Verwendung als Negativkontrolle

o Waschpufferkonzentrat

o Farbreagenz A
Stabilisiertes Wasserstoffperoxid

o Farbreagenz B

Stabilisiertes Chromogen (Tetramethylbenzidin)
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o Stoplésung
Verdinnte Salzséurelésung
o Salzsaure 1N
Zum Aktivieren der TGF-B1-Proben
o Natronlauge 1,2N
Zur Herstellung einer Losung zum Abstoppen der Aktivierungsreaktion
o HEPES 0,5M

Zur Herstellung einer Losung zum Abstoppen der Aktivierungsreaktion

3.3 Gewinnung und Verarbeitung der Proben

3.3.1 Blutgewinnung

Die Blutabnahme erfolgte bei allen Hunden im Rahmen diagnostischer MalRnahmen.
Nach dem Scheren und Desinfizieren der entsprechenden Hautstelle wurde den
Hunden aus der V. cephalica antebrachii mittels Punktion mit einer sterilen
Einmalkantle 20G 0,9 x 40 mm (Fa. Terumo, Leuven, Belgien) Blut entnommen. Die

Blutstauung durfte dabei nicht langer als 60 Sekunden betragen.

Zur Anfertigung der Hamatologie wurde Blut in ein mit 1,6 mg EDTA/ml Blut
angereichertem Polypropylenréhrchen (Fa. Sarstedt AG & Co, NUmbrecht)
aufgefangen und mittels eines automatischen Auszahlverfahrens ausgewertet. Bis
zum 23.09.09 wurde dazu das Abbott Cell-Dyn®3500R (Fa. Abbott GmbH & Co KG,
Wiesbaden) verwendet, welches ab dem 24.09.09 durch das Abbott Cell-Dyn®3700

ersetzt wurde.

Das fur die klinische Chemie bendétigte Blut wurde in Serumrdéhrchen (Fa. Sarstedt
AG & Co, Numbrecht) aufgefangen und im Anschluss in einer Eppendorf Centrifuge
5424 (Fa. Eppendorf AG, Hamburg) bei 3000 Umdrehungen/min fur 5 Minuten
zentrifugiert. Um Verunreinigungen zu vermeiden wurden nur die obersten 4/5 des
Uberstandes mit einem Pipetman P1000 (Fa. Gilson, Villers Le Bel/Frankreich)
abpipettiert und im Konlab 20i (Fa. Thermo Fischer Scientific Inc., Dreieich)
photometrisch bestimmit.
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Zur Bestimmung der Gerinnungsparameter partielle Thromboplastinzeit (PTT) und
Thromboplastinzeit (PT) wurde Blut in mit Tri-Natriumcitrat (0,106 mol/l) bestlckten
Citratrohrchen (Fa. Sarstedt AG & Co, Numbrecht) aufgefangen. Die beiden Werte
wurden mit Hilfe des SCA 2000 (Fa. Synbiotics, San Diego, California) bestimmit.

Die Blutproben fur die Bestimmung von IL-6 und TGF-B1 aus Serum wurden jeweils
in Serumrdhrchen (Fa. Sarstedt AG & Co, Numbrecht) aufgefangen. Fiur die
Bestimmung von TGF-B1 aus Plasma wurden mit 1,6 mg EDTA/ml Blut
angereichertem Polypropylenréhrchen genutzt. Alle Blutproben wurden im Anschluss

weiter bearbeitet.

3.3.2 Aufbereitung der Proben

Das zur IL-6-Bestimmung vorgesehene Blut darf Uber Nacht bei 2 - 8°C gerinnen.
Am Morgen nach der Gewinnung wurde das Blut fir 20 Minuten bei 1000 x g mit der
Eppendorf Centrifuge 5424 (Fa. Eppendorf AG, Hamburg) zentrifugiert. Im Anschluss
wurde zur Vermeidung von Kontamination 4/5 Serum mit einem Pipetman P200 (Fa.
Gilson, Villers Le Bel/Frankreich) abpipettiert. Es wurden Aliquote hergestellt und bei

< - 20°C eingefroren.

TGF-B1 wurde sowohl aus Serum als auch aus Plasma bestimmt. Fur die Messung
aus Serum muss das Blut 30 Minuten bei Raumtemperatur gerinnen. Daraufhin
wurde es Uber Nacht in den Kihlschrank bei 2 - 8°C verbracht, um eine vollstandige
Freisetzung des TGF-B1 sicherzustellen. Am Folgetag wurde das Blut mit der
Eppendorf Centrifuge 5424 (Fa. Eppendorf AG, Hamburg) fur 15 Minuten bei 1000 x
g zentrifugiert. Das Serum wurde daraufhin mit einem Pipetman P200 (Fa. Gilson,
Villers Le Bel/Frankreich) abpipettiert. Das Serum wurde aliquotiert und bei < -70°C

eingefroren, um eine Proteindegradation zu vermeiden.

Fir die Gewinnung von Plasma wurde EDTA-Blut herangezogen. Dieses wurde auf
Eis gewonnen und innerhalb von 30 Minuten nach Gewinnung 15 Minuten bei 1000 x
g in der Zentrifuge Hettich EBA 20 (Fa. Hettich, Bach, Schweiz) zentrifugiert. Danach
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wurde 4/5 des Uberstandes in ein ReagiergefdR pipettiert und erneut in der
Zentrifuge Heraeus Fresco 17 (Fa. Thermo Fischer Scientific Inc., Dreieich) fur 10
Minuten bei 10.000 x g und 2 - 8°C zentrifugiert. Auch hier wurde 4/5 Uberstand
abpipettiert, aliquotiert und bei < -70°C eingefroren.

3.4 ELISA

3.4.1 ELISA allgemein

Der enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) gehdrt zusammen mit dem
Radioimmunoassay (RIA) zu den Immunoassays. Er dient dem Nachweis und der
guantitativen Bestimmung von Antigenen oder Antikorpern durch ihre spezifischen
Antikdrper oder Antigene. Beide gehéren zu den Festphasenassays, deren
Charakteristikum die Bindung einer Komponente an einer Kunststoffoberflache ist,
und die fast gleichzeitig und unabhéangig voneinander von ENGVALL u. PERLMANN
(1971) sowie von VAN WEEMEN u. SCHUURS (1971) beschrieben wurden. Dem
ELISA vorausgegangen ist der RIA, der erstmalig 1960 von YALOW und BERSON
beschrieben worden war. Nachteil des RIA gegenuber dem ELISA ist die potentiell
hohe Gesundheitsbelastung, da hier eine bekannte Menge des nachzuweisenden
Antigens radioaktiv markiert und an ihre spezifischen Antikdrper gebunden wird. Im
Folgeschritt wird die Probe mit der zu bestimmenden unbekannten Menge an
Antigen dazu gegeben, welches nun mit dem radioaktiv markierten Antigen um die
gleichen Bindungsstellen konkurriert und zu einer teilweisen Verdrangung
derselbigen fiihrt. Die gemessene Radioaktivitat im Uberstand ist nun proportional
mit der Menge des nachzuweisenden Antigens. Fur den Anwender besteht beim
ELISA — durch den Verzicht auf radioaktiv markierte Antigene und die Nutzung einer
enzymgekoppelten Farbreaktion — eine geringere Gesundheitsbelastung. Weiterhin

ist das Verfahren preiswerter und die Detektion der Farbreaktion einfacher.

Das ELISA-Prinzip funktioniert wie folgt: Ein Markermolekil, das heif3t in diesem Fall

ein Enzym, bindet Uber einen spezifischen Antikorper das nachzuweisende Antigen.
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Ein zugegebenes Substrat wird durch das Enzym umgesetzt und zeigt eine sichtbare

Farbreaktion.

Dieses Grundprinzip wurde den jeweiligen Bedingungen angepasst, sodass es
verschiedene ELISA-Systeme zu unterscheiden gibt. So gibt es direkte und indirekte
ELISA. Beim direkten ELISA ist schon der das Antigen bindende spezifische
Antikorper enzymgekoppelt, wahrend beim indirekten ELISA das Enzym mit einem
Sekundéarantikorper verbunden ist, welcher gegen den primaren Antikdrper gerichtet
ist, der das zu detektierende Antigen bindet. Beide Systeme haben gewisse Vorteile:
Wahrend es beim direkten ELISA durch den Wegfall eines weiteren
Inkubationsschritts zu einer deutlichen Zeitersparnis kommt, hat der indirekte ELISA
den Vorteil, dass hier eine Signalverstarkung uber die Bindung mehrerer

enzymgekoppelter Sekundarantikdrper an den Priméarantikorper moglich ist.

Weiterhin gibt es kompetitive und nichtkompetitive ELISA-Systeme. Beim
kompetitiven ELISA konkurrieren der zu messende Analyt und eine bekannte Menge
eines enzymgekoppelten Antigens um die gleiche Bindungsstelle eines spezifischen
Antikdrpers, der an die Festphase gebunden ist. Je mehr Analyt in der Probe vorliegt,
desto weniger enzymgekoppeltes Antigen kann binden und Substrat umsetzten. Die
gemessene Farbintensitéat ist also umgekehrt proportional zur Menge des Analyten.
Der sogenannte Sandwich-ELISA stellt den sehr h&ufig genutzten nichtkompetitiven
ELISA dar. Bei diesem ELISA ist das zu detektierende Antigen von zwei spezifischen
Antikdrpern eingerahmt. Der Fangerantikorper ist hier an die Festphase gebunden
und bindet als erstes das zu messende Antigen. Im Folgeschritt bindet ein
enzymgekoppelter Detektorantikdrper das Antigen an einen anderen Epitop. Somit
ist diese Form des ELISAs erst ab einer bestimmten Grof3e des Analyten und beim
Vorhandensein unterschiedlicher Epitope mdglich. Beim nicht kompetitiven ELISA ist

die gemessene Farbreaktion proportional zur gebundenen Menge an Antigen.

Im Folgenden soll beispielhaft auf die einzelnen Teilschritte des Sandwich-ELISA's
eingegangen werden. Im ersten Schritt wird ein spezifischer Antikérper auf einer
Festphase gebunden. Die Bindung kommt durch physikalische Wechselwirkungen
des Antikorpers mit der Kunststoffoberflache, meistens einer Polystyren-
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Mikrotiterplatte, zustande. Nach der Inkubationszeit ist es wichtig den Inhalt der
einzelnen Wells zu entfernen und die Wells mit einer Waschlésung von nicht
gebundenen Antikérpern zu befreien. Da es haufig auch nach dem Waschen noch
Bereiche auf der Mikrotiterplatte gibt, die weitere Proteine binden kénnen, werden
diese durch die Zugabe eines unspezifischen Proteins, z. B. bovines Serumalbumin,
geblockt. Bei den meisten kommerziellen ELISA-Systemen erhadlt man die
Mikrotiterplatten bereits beschichtet und geblockt. Somit ist das Aufbringen der
Proben in der Regel der erste Schritt. Die in der Probe beinhalteten Antigene binden
uber Wasserstoffbrickenbindung, lonenbindung, hydrophobe Interaktionen und van-
der-Waals-Kréfte an die an der Mikrotiterplatte immobilisierten Antikorper. Nach der
Inkubationszeit werden Uberschiissige Reaktionspartner mittels einer Waschlésung
aus den Kavitaten entfernt. Danach werden enzymgekoppelte Detektorantikorper in
die Wells pipettiert. Diese binden an ein anderes Epitop als der Fangerantikdrper. Als
Enzym wird haufig eine Peroxidase, z. B. eine Meerrettichperoxidase, eingesetzt. Es
schlieBen eine Inkubationspause sowie ein Waschschritt zur Beseitigung
Uberschussiger Antikdrper an. Abhangig vom gewéhlten Enzym muss das passende
Substrat und Chromogen gewahlt werden. Wasserstoffperoxid wird der
Meerrettichperoxidase als Substrat angeboten. Die bei der Reaktion freiwerdenden
Protonen oxidieren nun das bisher fast farblose Chromogen Tetramethylbenzidin zu
einem blauen Endprodukt. Durch die Zugabe von Saure lasst sich die Reaktion
beenden und das Blau in ein stabiles Gelb umschlagen. Diese Farbreaktion, die
proportional zur Menge des gebundenen Antigens erfolgt, lasst sich nun
photometrisch in einer Optischen Dichte ausdriicken. Die Wellenlange, bei welcher
gemessen wird, hangt vom Chromogen ab. Bei Tetramethylbenzidin liegt sie bei 450
nm (RAEM u. RAUCH 2007).

Die genutzten Antikdrper sind entweder monoklonaler oder polyklonaler Natur. Das
Charakteristikum der monoklonalen Antikorper ist, dass sie alle von einer
Zellpopulation gebildet wurden, die von einem einzigen B-Lymphozyten stammt.
Monoklonale Antikérper richten sich gegen ein einziges Epitop eines Proteins.

Polyklonale Antikdrper dagegen leiten sich von verschiedenen B-Lymphozyten ab.
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Sie richten sich alle gegen das gleiche Protein, binden aber an verschiedene

Epitope.

3.4.2 Prinzip des ELISA zur Bestimmung von IL-6/TGF-31

Bei den Testsystemen ,Quantikine Canine IL-6 Immunoassay” (Fa. R & D systems,
Minneapolis) und “Quantikine Human TGF-B1 Immunoassay” (Fa. R & D systems,
Minneapolis) handelt es sich um Sandwich-ELISA. Beide folgen dem gleichen
Prinzip. Eine Mikrotiterplatte ist mit Antikdrpern beschichtet. Im Falle des ,Quantikine
Canine IL-6 Immunoassay“ handelt es sich um einen polyklonalen Antikorper, der
spezifisch fur canines IL-6 ist und beim “Quantikine Human TGF-B1 Immunoassay®
um einen monoklonalen Antikorper der spezifisch fur TGF-B1 ist. Im ersten Schritt
werden Standards, Kontrollen und Proben in die Wells pipettiert. Vorhandenes IL-6
bzw. TGF-B1 wird nun im entsprechenden Testsystem an die immobilisierten
Antikorper gebunden. Es folgt ein Waschschritt, bei dem alles ungebundene Material
entfernt wird. In der Folge wird ein jeweils enzymgekoppelter polyklonaler Antikorper,
der spezifisch fur das bereits im ersten Schritt immobilisierte IL-6 bzw. TGF-B1 ist,
hinzugegeben. Der nachzuweisende Analyt wird nun von beiden Seiten von
Antikorpern eingerahmt. Nach einem weiteren Waschschritt, bei dem nicht
gebundene enzymgekoppelte Antikper entfernt werden, wird eine Substrat-Losung
in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte gegeben. Die an den Antikérper gekoppelte
Meerrettichperoxidase reagiert mit dem Substrat. Es entsteht der blaue Farbstoff
Tetramethylbenzidin. Seine Menge ist proportional zur Menge des im ersten Schritt
gebundenen Analyten. Die Farbentstehung wird durch Zugabe von Salzsaure

gestoppt. Die blaue Farbe schlagt dabei nach Gelb um.

3.5 Haltbarkeit
Um eine Aussage daruber treffen zu kénnen, in wie weit sich die Dauer der Lagerung

auf die ermittelten Messergebnisse auswirkt und ob es eventuell zu

lagerungsbedingten Verfalschungen der Messergebnisse kommt, wurden die
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gleichen Blutproben mehrmals untersucht — jeweils im Abstand von zwei Wochen.
Dazu wurden aus jeder Blutprobe sechs Aliquote hergestellt. Die erste Bestimmung
der Zytokine erfolgte unmittelbar nach Aufarbeitung der Blutproben. Die restlichen
Aliquote wurden im Falle der Serumproben fir die IL-6 Bestimmung bei < -20°C und
im Falle der Serumproben fur die TGF-B1 Bestimmung bei < -70°C tiefgefroren. Im

Zwei-Wochen-Rhythmus wurde nun ein weiteres Aliquot untersucht.

3.6 Durchfilhrung der ELISA

3.6.1 Testdurchfihrung ,Quantikine Canine IL-6 Immunoassay*®

Zunachst werden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Daraufhin werden
die Positivkontrolle, die Waschlosung, die Substratldosung sowie der Standard
vorbereitet. Die lyophilisierte Kontrolle wird mit 1 ml deionisiertem Wasser
rekonstituiert. 25 ml des Waschlbésungskonzentrates werden mit 600 ml
deionisiertem Wasser vermischt. Der lyophilisierte Standard wird mit 5 ml Calibrator
Diluent RD5T rekonstituiert. Es entsteht eine Stammldsung mit einer Konzentration
von 2000 mg/ml. Aus dieser Stammldsung wird eine 2-fache Verdinnungsreihe
hergestellt. Dazu werden in 6 Reagiergefal3en jeweils 300 ul Calibrator Diluent RD5T
vorgelegt. In das erste Reagiergefald werden 300 pl der Stammlésung gegeben und
grundlich vermischt. Aus diesem Gemisch werden wiederum 300 ul Losung in das
nachste Gefal3 pipettiert usw. So entsteht eine Verdinnungsreihe mit den
Konzentrationen 1000/500/250/125/62,5/31,25 pg/ml. Der unverdinnte canine IL-6-
Standard dient als hoéchster Standard mit 2000 pg/ml, der Calibrator Diluent RD5T
dient als Nullprobe mit 0 pg/ml.

Nach der Beendigung der Vorbereitungen kann mit dem eigentlichen Test begonnen
werden. In jedes Well der Mikrotiterplatte werden 50 pl des Assay Diluenten RD1-75
vorgelegt. Im folgendem werden jeweils 100 pl Standard, Kontrolle und Proben in die
Wells pipettiert und die Platte mit einer selbstklebenden Folie abgedeckt. Es folgt
eine zweistindige Inkubationsphase bei Raumtemperatur auf einer Ruttelplatte
Titertek® (Fa. Flow Laboratories, Irvine, Schottland) bei 500+50 rpm. AnschlieRend
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folgt ein Waschschritt. Der Inhalt der Wells wird ausgeschittet und die Wells mit 400
ul Waschlésung befllt. Die Befullung erfolgt mittels des Nunc-Immuno ™wash 8 (Fa.
NUNC, Wiesbaden). Dabei ist besonders darauf zu achten, dass nach jedem
Waschschritt die Waschlosung gut entfernt wird. Dazu wird die Mikrotiterplatte nach
dem Entfernen der Waschlosung auf ein sauberes Papiertuch geklopft. Der
Waschschritt wird insgesamt vier Mal wiederholt. Im Anschluss werden in jedes Well
200 pl canines IL-6-Konjugat pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird mit einer neuen
selbstklebenden Folie abgedeckt und erneut fir zwei Stunden auf die Ruttelplatte
verbracht. Es folgen wieder funf Waschschritte. Daraufhin werden 120 pl
Substratlosung in jedes Well verbracht. Die Substratlésung besteht aus zwei
Komponenten, die zu gleichen Teilen vermischt werden. Die Anwendung der
Substratldosung muss innerhalb von 15 Minuten nach deren Ansatz erfolgen. Die
Mikrotiterplatte wird erneut mit einer frischen selbstklebenden Folie abgedichtet. Die
folgende 45-mindtige Inkubationszeit muss vor Licht geschitzt stattfinden. Nach
Ablauf der 45 Minuten wird die Farbreaktion durch die Zugabe von 120 ul
Stopplosung je Well unterbrochen. Die Messung der optischen Dichte soll innerhalb
von 30 Minuten nach Abstoppen der Farbreaktion erfolgen. Die Messung erfolgte mit
dem TECAN GENios Pro (Fa. TECAN Austria GmbH, Grodig, Osterreich) bei einer

Wellenlange von 450 nm und einer Korrekturwellenlange von 570 nm.

3.6.2 Testdurchfihrung des “Quantikine Human TGF-B1 Immunoassay*

Zunachst muissen einige Reagenzien vorbereitet werden. Dazu werden alle
Reagenzien auf Raumtemperatur erwarmt. 25 ml der Waschpufferldsung werden mit
600 ml deionisiertem Wasser angesetzt. Die einsatzfertige Mischung des Calibrator
Diluent RD5-53 entsteht durch die Zugabe von 20 ml Calibrator Diluent RD5-53-
Konzentrat zu 60 ml deionisiertem Wasser. Als n&chstes miussen der Standard und
die Verdunnungsreihe angesetzt werden. Der lyophilisierte Standard wird mit 2 ml
Calibrator Diluent RD5-53 rekonstituiert. So entsteht eine Stammlésung mit einer
Konzentration von 2000 pg/ml. Nachdem der Standard funf Minuten geruht und

nochmal gut mit dem Vortexer Vortex-Genie 2 (Fa. Scientific Industries, New York)
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durchgemischt wurde, wird die 2-fache Verdinnungsreihe hergestellt. Dazu werden
sechs 1,5 ml ReagiergefalRe (Fa. Sarstedt AG & Co, Numbrecht) mit jeweils 200 pl
Calibrator Diluent RD5-53 besttickt. Nun werden 200 ul des TGF-B1-Standards mit
2000 pg/ml in das erste Reagiergefal® gegeben und gut durchmischt. Aus dieser
ersten Mischung werden nun wieder 200 ul entnommen, in das zweite Reagiergefald
gegeben und gut durchmischt. Diese Schritte werden mit den Ubrigen
Reagiergefal3en genauso wiederholt. So entsteht eine Verdinnungsreihe mit den
TGF-B1-Konzentrationen 1000/500/250/125/62,5/31,25 pg/ml. Der unverdunnte TGF-
B1-Standard mit 2000 pg/ml dient als hochster Standard, der Calibrator Diluent RD5-

53 wird als Negativkontrolle mit O pg/ml genutzt.

Um das immunoreaktive TGF-B1 zu messen ist es notwendig, das latente TGF-31 zu
aktivieren. Dazu werden die Proben auf Raumtemperatur gebracht und 40 pl Serum
oder Plasma in ein 1,5 ml Reagiergefall (Fa. Sarstedt AG & Co, Numbrecht)
verbracht. Im Anschluss werden 20 ul 1 N HCI dazugegeben, mittels eines Vortexers
Vortex-Genie 2 (Fa. Scientific Industries, New York) gut gemischt und zehn Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wird die Probe durch die Zugabe von 20 ul 1.2
N NaOH/ 0,5M HEPES neutralisiert und wieder gevortextet. Es folgt fir die
Serumproben eine 20-fache Verdiinnung. Dazu werden 10 pl aktivierte Probe mit
190 pl Calibrator Diluent RD5-53 vermischt. Die Plasmaproben dagegen werden nur
einer 2-fachen Verdinnung unterzogen. In diesem Fall werden 80 pl aktivierte Probe
mit 80 ul Calibrator Diluent RD5-53 verdinnt. Nun kénnen die Serum- und

Plasmaproben gemessen werden.

Fur die Messung werden 50 pl Assay Diluent RD1-73 in alle Wells pipettiert. Im
Anschluss werden die Standards, die Negativkontrolle und die aktivierten und
verdinnten Proben in die Wells pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird mit einer
selbstklebenden Folie bedeckt, sanft geschwenkt, um eine Durchmischung der
Lésungen zu gewahrleisten, und anschlieend fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Nun folgt ein Waschschritt. Dabei wird zuné&chst der Inhalt der Wells
entfernt und im Anschluss durch 400 ul Waschpufferlosung aus dem Nunc-Immuno

™wash 8 (Fa. NUNC, Wiesbaden) ersetzt. Die Waschldsung wird wieder
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ausgeschittet und die Mikrotiterplatte durch sanftes Schlagen auf ein sauberes
Papierhandtuch von Resten der Waschlésung befreit. Dieser Schritt wird dreimal
wiederholt. Im Anschluss werden 100 ul TGF-B1-Konjugat in jedes Well pipettiert. Die
Mikrotiterplatte wird mit einer neuen selbstklebenden Folie versehen. Es folgt eine
zweistundige Inkubationszeit bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der zwei Stunden
wird die Platte wieder viermal mit Waschpuffer-Losung gewaschen. Daraufhin
werden 100 ul Substratlésung in jedes Well pipettiert, die zu gleichen Teilen diese
Losung bilden. Sie soll innerhalb von 15 Minuten nach Mischung beider
Komponenten verbraucht werden. Nach dem Bekleben der Mikrotiterplatte mit der
Folie folgt eine 45-mindtige Inkubationszeit, in der die Mikrotiterplatte vor Lichteinfall
geschitzt werden muss. Nach Ablauf dieser Zeit werden 100 pl Stopplésung in alle
Wells pipettiert, um die Farbreaktion zu beenden. Es folgt das Ablesen der optischen
Dichte durch den ELISA-Reader innerhalb von 30 Minuten nach Abstoppen der
Farbreaktion. Dies erfolgte mit dem TECAN GENios Pro (Fa. TECAN Austria GmbH,
Grodig, Osterreich) bei einer Wellenlange von 450 nm und einer

Korrekturwellenlange von 570 nm.

3.7 Auswertung

3.7.1 Auswertung der ELISA

Die Auswertung der detektierbaren Farbreaktion erfolgte photometrisch mit Hilfe des
TECAN GENios Pro (Fa. TECAN Austria GmbH, Grodig, Osterreich) bei einer
Wellenlange von 450 nm und einer Korrekturwellenlange von 570 nm. Aus der sich
hier ergebenden optische Dichte wurde die Konzentration von IL-6 bzw. TGF-1

rechnerisch ermittelt.

3.7.2 Statistische Auswertung

Unterschiede zwischen den Gruppen ,krank® bzw. ,gesund® wurden fur IL-6 mit dem

Fisher’s Exact Test untersucht, einem Signifikanztest auf Unabh&ngigkeit, der auch
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bei geringer Fallzahl zuverldssige Ergebnisse liefert. Fur TGF-B1 bzw. fur den
paarweisen Vergleich der Untergruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet,
ein Signifikanztest welcher die Unterschiede zweier Verteilungen durch Rangbildung
untersucht. Dieser Test setzt keine Normalverteilung voraus. Das Signifikanzniveau
wurden auf a = 5% gesetzt. Zur Beurteilung von Korrelationen wurde der
Korrelationstest mit Rangkorrelation nach Kendall angewendet. Verlaufsanalysen der
TGF-B1-Analysen wurden als hierarchische Cluster-Analyse dargestellt. Die
Normalisierung erfolgte auf Standard Normal (Mittelwert = 0, Standardabweichung =
1). Alle Analysen wurden mit der frei erhaltlichen Software R (Version 2.8, www.r-
project.org) durchgefuhrt.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob IL-6 und TGF-B1 als

labordiagnostische Parameter fuir den Hund etabliert werden kdnnen.

Hierzu musste zunéchst die Lagerfahigkeit der Proben untersucht werden. Im
Gegensatz zu IL-6, das in aller Regel im Blutserum gemessen wird (YOUNG et al.
1999, BORAZAN et al. 2004, AVRAMESCU et al. 2008), ist fir TGF-B1 sowohl eine
Bestimmung aus Serum als auch aus thrombozytenarmem Plasma mdglich. Da eine
grole Menge von TGF-B1 in den Granula der Thrombozyten vorhanden ist und
durch deren Aktivierung freigesetzt wird, stellt die im Serum vorhandene Menge an
TGF-B1 die gesamte vorhandene Menge an TGF-B1 dar. Wird dagegen ein
Aufbereitungsverfahren gewahlt, bei dem der grol3tmdgliche Anteil der Thrombozyten
aus dem Plasma entfernt wird, erhalt man thrombozytenarmes Plasma. Die darin
durchgefiihrten Messungen stellen die zirkulierende Menge an TGF-B1 dar.
Dementsprechend fuhrten wir im Vorfeld der Untersuchungen Vergleichsmessungen
durch, bei denen wir die Serum- und Plasmakonzentrationen einzelner Hunde
miteinander verglichen. Im zweiten Schritt erfolgte dann die Untersuchung gesunder
und kranker Tiere, um Normalwerte fir IL-6 und TGF-B1 zu etablieren und um die

krankheitsspezifischen Veranderungen zu untersuchen.

4.1 1L-6

4.1.1 Haltbarkeit

Fur die Messung von IL-6 in praxi ist eine Messmethode erforderlich, die eine
moglichst einfache Handhabung der Probe erlaubt. Wahrend die Messung aus
Blutplasma eine umgehende Weiterverarbeitung der Probe verlangt und somit fir
den Routinebetrieb schwer zu realisieren ist, erlaubt die Verwendung von Serum
eine Lagerung im Kuhlschrank. Entscheidend hierbei ist, ob sich die
Blutkonzentrationen im Laufe der Zeit durch die Lagerung verandern und somit
ebenfalls eine zilgige Verarbeitung no6tig ist. Entsprechend wurde die
Serumkonzentration von IL-6 bei 19 Hunden direkt nach der Verarbeitung der Proben
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sowie nach einer Lagerung bei < -20°C gemessen. Es war vorgesehen, die Proben in
einem jeweils zweiwdchigen Abstand Uber einen Zeitraum von zehn Wochen auf
ihren Gehalt an IL-6 zu untersuchen. Da nach der ersten Messung bei keinem der
gesunden Hunde eine detektierbare IL-6 Konzentration zu verzeichnen war,
verzichteten wir auf die Messungen in Woche 2, 4, 6 und 8. In der abschliel3enden
Messung in der zehnten Woche nach Einlagerung der Serumproben war ebenfalls

bei keinem der Hunde eine messbare IL-6-Konzentration zu ermitteln.

4.1.2 Patienten

In die IL-6-Studie wurden insgesamt 163 Hunde aufgenommen, wobei 45 Hunde
aufgrund der klinischen Allgemeinuntersuchung, der Ha&matologie und Klinischen
Chemie sowie evtl. zusatzlich durchgefuhrten Untersuchungen als gesund und 118

Hunde als krank eingestuft wurden (s. Anhang Tabelle 6).

4.1.3 Rassenverteilung gesunder Hunde

In der Gruppe gesunder Hunde (n = 45) stellten Mischlinge (n = 17) mit 37,8 % die
grof3te Gruppe dar. Retriever waren mit 7 Hunden (15,6 %) vertreten, wobei 5 Hunde
der Rasse Labrador Retriever und 2 Hunde der Rasse Golden Retriever angehdrten.
Die dritte Gruppe mit 5 Hunden (11,1 %) waren Terrier, die sich wiederum aus zwei
Jack Russel Terriern und je einem Irish Terrier, einem Staffordshire Bullterrier und
einem West Highland White Terrier zusammen setzten (s. Anhang Tabelle 7).
Weitere Rassen (n = 16; 35,6 %) mit 3 oder weniger Hunden finden sich im Anhang
in Tabelle 8.

4.1.4 Geschlechtsverteilung gesunder Hunde

24 der 45 Hunde (53,3 %) waren weiblich. Davon waren 17 Tiere (70,8 %) weiblich-
intakt und 7 Tiere (29,2 %) weiblich-kastriert. 46,7 % der Tiere (n = 21) waren Ruden.
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Davon waren 71,4 % (n = 15) mannlich-intakt und 28,6 % (n = 6) mannlich-kastriert
(s. Anhang Tabelle 7).

4.1.5 Altersverteilung gesunder Hunde

Die gesunden Hunde waren zwischen 5 und 120 Monaten alt, was einem mittleren
Alter von 3 Jahren und einem Monat entsprach. Die mit Abstand grol3te Gruppe
stellten die jungen Hunde unter 4 Jahren mit 32 von 45 Tieren (71,1 %) dar. 22,2 %
der Tiere (n = 10) gehorten zur Gruppe mittelalter Hunde von 4 bis 7 Jahren. Die mit
6,7 % kleinste Gruppe (n = 3) bildeten alte Hunde zwischen 8 und 11 Jahren (s.
Anhang Tabelle 7).

4.1.6.1 Rassenverteilung kranker Hunde

Bei den kranken Hunden (n = 118) stellten die Mischlinge mit 38 Hunden (32,2 %)
ebenfalls die grof3te Gruppe dar. Die zweitgréf3te Gruppe wurde von Terriern mit 14
Hunden (11,9 %) gebildet und setzt sich aus 4 West Highland White Terriern, 3
Deutschen Jagdterriern, jeweils 2 Jack Russel Terriern und 2 Yorkshire Terriern
sowie jeweils einem Airedale Terrier, einem Kerry Blue Terrier und einem Tibet
Terrier zusammen. Die drittgroRte Gruppe war die der Retriever mit 11 Hunden
(9,3 %), davon 6 Golden Retriever und 5 Labrador Retriever. 8 Hunde (6,8 %)
bildeten die Gruppe der Vorstehhunde, die sich aus 2 Weimaranern und jeweils
einem Deutsch Drahthaar, einem Deutsch Kurzhaar, einem Kleinen Minsterlander,
einem Magyar Viszla, einem Pointer und einem Irish Setter zusammensetzte. Die
Gruppe der Teckel machte mit 6 Hunden 5,1 % der Studienpopulation aus. Sie
wurde aus 4 Rauhaarteckeln und 2 Langhaarteckeln gebildet. Der Deutsche
Schéaferhund war mit ebenfalls 6 Hunden (5,1 %) vertreten. 2 Border Collies, 2
Shelties und ein Australian Shepherd bildeten die Gruppe der Hitehunde, die 4,2 %
an der Gesamtstudienpopulation ausmachten. Seltenere Rassen (n = 30, 25,4 %) mit

3 und weniger Hunden sind im Anhang in Tabelle 9 aufgefihrt.
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4.1.6.2 Geschlechtsverteilung kranker Tiere

57 der Hunde waren weiblichen und 61 Tiere mannlichen Geschlechts. 42,1 % der
Hundinnen waren kastriert (n = 24) und 57,9 % weiblich-intakt (n = 33). Bei den
Ruden waren 29,5 % kastriert (n = 18) und 70,5 % intakt (n = 43) (s. Anhang Tabelle
7).

4.1.6.3 Altersverteilung kranker Tiere

Die kranken Hunde waren zwischen 13 und 210 Monaten alt (Mittelwert: 9 Jahre und
1 Monat). 14 Hunde (11,9 %) waren juinger als 4 Jahre. Die Gruppe der Hunde mit
einem Alter zwischen 4 und 7 Jahren machte 16,1 % der Gesamtstudienpopulation
aus (n = 19). Die grof3te Gruppe mit n = 51 Hunden (43,2 %) stellten die Hunde mit
einem Alter zwischen 8 und 11 Jahren. 34 Hunde (28,8 %) waren tber 11 Jahre alt
(s. Anhang Tabelle 7).

4.1.6.4 Einteilung der Erkrankungen nach Organsystemen/Themenkomplexen

Die verschiedenen internistischen Erkrankungen wurden entsprechend ihrer Atiologie
bzw. nach Organsystemen differenziert. Die mit 26,3 % (n = 31) gro3ten Gruppen
bestanden aus Hunden mit entzindlichen Erkrankungen, dicht gefolgt von 30
Hunden mit neoplastische Erkrankungen (25,4%). 8 Hunde (n = 6,8 %) litten an einer
Hepatopathie, weitere 8 Hunde (n = 6,8 %) an einer Niereninsuffizienz und 7 (n =
5,9 %) an einem Diabetes mellitus. 34 der 118 untersuchten Hunde (n = 28,8 %)
wiesen Erkrankungen auf, die keiner der Krankheitsgruppen zugeordnet werden
konnten (s. Anhang Tabelle 10). Dazu gehérten z. B. ein Hund mit Fieber
unbekannter Genese sowie 2 Hunde mit Krampfanfallen; ein Mal aufgrund einer
idiopathischen Epilepsie und ein Mal verursacht durch eine Canine Ceroid

Lipofuszinose.
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4.1.7 Blutkonzentrationen von IL-6

Bei gesunden Hunden konnte bis auf eine Ausnahme (2 %) kein IL-6 im Serum
detektiert werden. Die Serumkonzentration lag hier bei 27 pg/ml, also noch unter
dem kleinsten Standard und damit in einem nur wenig sensitiven Bereich.
Entsprechend konnte bei gesunden Hunden keine Korrelation von IL-6-

Konzentration und Rasse, Alter oder Geschlecht der Hunde hergestellt werden.

Wert IL-6 [pg/ml]
1500 2000 2500

1000

500

gesund krank

Abbildung 7: IL-6-Werte bei gesunden und kranken Hunden

Bei den kranken Hunden (n = 118) zeigten sich IL-6-Serumkonzentrationen zwischen
0 und 2828 pg/ml, wobei der positive Nachweis von IL-6 im Serum nur bei 27 der 118
Hunde (22,9 %) gelang (Abbildung 7). Trotz zahlreicher kranker Tiere ohne
Nachweis von IL-6 im Serum zeigte sich ein signifikanter Unterschied beider
Gruppen (p < 0,001) mit einer Odds ratio von 12,8 [95 % Confidence interval: 2-540].
Somit zeigte sich ein positiver Messwert sehr spezifisch fur die Erkrankung eines

Hundes; im positiven Fall war die Wahrscheinlichkeit einer zugrunde liegenden
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Pathologie 12,8 Mal hoher als die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um einen

gesunden Hund mit erhéhtem Wert handelte.

Hinsichtlich der Erkrankungen zeigte sich bei neun der 31 Hunde (29 %) mit einer
Entzindung eine Erhdéhung von IL-6, in der Gruppe der Neoplasien fanden sich 6
Falle (20 %) mit erhdhten Werten. Bei den Hepatopathien und Niereninsuffizienzen
waren es 2 (25 %) bzw. 3 Falle (37,5 %). Hunde mit einem Diabetes mellitus oder
einer Leberfibrose zeigten keine erhdhten IL-6-Werte, wohingegen 7 Tiere mit
unterschiedlichsten Erkrankungen ebenfalls eine Erhéhung fur IL-6 hatten. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen fand sich nicht (Abbildung
8).

-
- 1 9 2 6 3 0 7  Tiere mit erhéhten
2 Werten
o 45 31 8 30 8 7 34 Gesamtzahl
S
~N
£
B o *
Q O
s o]
o i .
3 o
s 8]
L]
o
O
un
L
. &
L ) -
o] = & - L o e &
T T T T T T T
N v
© b0 2 K c )
c < < 7 () é c
= = o m "N = @
7 © © ey = [ K]
] c Qo &= (7]
to = (o) o 5 £ i
N - Q [7,} [7,) -S
"":' g 2 =) Q n
e - S
w [} c (3} (]
T o o >
2 2
= [a)
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4.1.7.1 IL-6 Konzentration bei entziindlichen Erkrankungen

Bei 31 Hunden wurde eine Entziindung diagnostiziert. 8 Hunde (25,8 %) litten an
einer chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, 6 (19,4 %) an einer Pyometra, 4
Hunde (12,9 %) waren an einer Pankreatitis erkrankt, 2 Hunde litten an einer
Enteritis, 2 weitere an einer durch Blasensteine verursachten Harnwegsentzindung.
Bei 2 Hunden wurde eine Aspirationspneumonie diagnostiziert. Je ein Hund litt an
einer Peritonitis nach Fremdkorper bedingter Perforation des Darms, an einem
Prostataabszess, an einer ulzerativen Gastritis, an einer Wundheilungsstérung nach
Ovariohysterektomie bei Pyometra sowie an einer rezidivierenden Tonsilitis oder an

einer eitrigen Zahnwurzelentziindung. Bei einem Hund lag eine Osteomyelitis vor.

Bei insgesamt 9 Hunden (29 %) mit entztndlichen Erkrankungen konnte IL-6
gemessen werden. Bei 7 Hunden (22,6 %) lag der IL-6-Serumspiegel oberhalb des
kleinsten Standards von 31,25 pg/ml. Die Untergruppe mit den am haufigsten
erhohten IL-6-Werten waren Hunde mit Pyometra (n = 3, 50 %). In der Gruppe der an
Pankreatitis leidenden Hunde wurde bei einem von 4 Hunden eine messbare IL-6-
Konzentration von 412 pg/ml festgestellt. Weiterhin konnten bei dem Hund mit
Peritonitis (29 pg/ml), dem Hund mit der ulzerativen Gastritis (41 pg/ml), dem Hund
mit der rezidivierenden Tonsilitis (197 pg/ml), dem Hund mit Prostataabszess (26
pg/ml) und einem der Hunde mit Aspirationspneumonie (2828 pg/ml) messbare IL-6-
Serumkonzentrationen festgestellt werden. Keiner der Hunde mit IBD hatte eine IL-6-
Konzentration innerhalb des Nachweisbereichs (s. Anhang Tabelle 6).

4.1.7.2 IL-6-Konzentrationen bei neoplastischen Erkrankungen

30 untersuchte Hunde (25,4 %) hatten eine neoplastische Erkrankung. Solide
Tumoren lagen bei 23 Hunden vor, die sieben anderen Erkrankungen waren
hamatopoetischen Ursprungs. Die am haufigsten gestellten Diagnosen mit jeweils 5
betroffenen Tieren (4,2 %) waren die des malignen Lymphoms und die des
Mammatumors. 3 Hunde litten an Mastozytomen unterschiedlicher Grade, 3 an

einem Hamangiosarkom der Milz, jeweils 2 Hunde an einem nicht weiter
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differenzierten Lungentumor und an einer Leukamie. Es waren zwei Hunde mit
Sarkomen vertreten, davon ein Rhabdomyosarkom und ein niedrig differenziertes
Sarkom der Milz. Bei 2 Hunden wurde post mortem ein Ubergangsepithelkarzinom
der Urethra festgestellt. Jeweils ein Hund hatte ein Gallengangskarzinom, ein
Hamangioperizytom, ein Herzbasistumor, ein Leydig-Zelltumor und ein

Inselzellkarzinom des Pankreas.

6 von 30 Hunden mit neoplastischen Erkrankungen hatten nachweisbare IL-6-
Serumkonzentrationen. Diese lagen in einem Bereich von 7 bis 127 pg/ml und waren
in allen Fallen bei den soliden Tumoren zu finden. 2 der 6 Hunde mit messbaren IL-
6-Serumkonzentrationen hatten ein komplexes Adenokazinom der Mamma (55 pg/ml
und 127 pg/ml). Die restlichen 4 verteilten sich auf ein Mastozytom des Grades Il bis
I (7 pg/ml), ein Hamangiosarkom der Milz (13 pg/ml), einen Herzbasistumor (24
pg/ml) sowie ein Ubergangsepithelkarzinom der Urethra (36 pg/ml) (s. Anhang
Tabelle 6).

4.1.7.3 IL-6-Konzentrationen bei Hepatopathien

8 der 118 Studienhunde (6,8 %) litten an einer Hepatopathie. Eine
Leberdegeneration konnte bei 7 Hunden diagnostiziert werden. 2 dieser Hunde
hatten zusatzlich eine geringgradige Hepatitis. Chronische Hepatitis als
Hauptdiagnose wurde bei einem weiteren Hund befundet. Messbare IL-6-
Serumkonzentrationen von 182 pg/ml und 194 pg/ml fanden sich bei 2 Hunden mit

Leberzelldegeneration (s. Anhang Tabelle 5).

4.1.7.4 IL-6-Konzentrationen bei Niereninsuffizienz

Die Niereninsuffizienz war bei 6,8 % der Studienteilnehmer (n = 8) der Grund der
Behandlung in der Tierklinik. Bei 3 wvon 8 Hunden konnten IL-6-

Serumkonzentrationen im  messbaren Bereich gefunden werden. Die
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Konzentrationen lagen zwischen 8 und 1680 pg/ml. Alle 3 Hunde litten an einer

akuten Episode der Erkrankung (s. Anhang Tabelle 5).

4.1.7.5 IL-6-Konzentration bei Diabetes mellitus

Bei 7 Hunden wurde ein Diabetes mellitus diagnostiziert. 2 Hunde hatten kein Insulin
erhalten, 4 Hunde befanden sich in der Phase der Insulineinstellung, 1 Hund war auf
Insulin eingestellt. Bei keinem dieser Hunde konnte eine messbare IL-6-

Serumkonzentration festgestellt werden (s. Anhang Tabelle 5).

4.1.7.6 IL-6-Konzentration anderer Erkrankungen

34 Hunde und damit 28,8 % der gesamten Studienpopulation hatten eine
Erkrankung, die sich keiner der oben genannten Gruppen zuordnen lie3 und deren
Gruppengrof3e aus 3 und weniger Hunden bestand. 6 dieser Hunde hatten eine
messbare IL-6-Serumkonzentration. Ein Hund litt unter einer Caninen Ceroid
Lipofuszinose mit einer IL-6-Serumkonzentration von 1398 pg/ml, ein weiterer litt an
Fieber unbekannter Genese (130 pg/ml) und ein Hund war wegen Morbus Addison in
Behandlung (50 pg/ml). Die Diagnose einer benignen Milzhyperplasie konnte
aufgrund der histopathologischen Untersuchung bei einem Hund gestellt werden (42
pg/ml), bei einem Hund mit Krampfanfallen im Rahmen einer idiopathischen
Epilepsie konnte eine Konzentration von 21 pg/ml gemessen werden. Eine
Serumkonzentration von 19 pg/ml wurde bei einem Hund mit Sialozele gemessen (s.
Anhang Tabelle 6).

4.1.7.7 Perioperative IL-6-Konzentration

Bei 11 Hunden wurde perioperativ IL-6 bestimmt. Die Blutabnahmen erfolgten jeweils
direkt vor der Operation, direkt nach der Operation, 2 Stunden nach der Extubation
sowie entweder 4 oder 24 Stunden postoperativ (s. Anhang Tabelle 11).
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Bei den Hunden handelte es sich um 7 Hundinnen, bei denen aus Grinden der
Fertilitatskontrolle eine Ovarhysterektomie durchgefiihrt wurde. Eine weitere Hindin
wurde wegen einer Pyometra ebenfalls ovarhysterektomiert. Drei weitere Eingriffe
verteilten sich auf eine Splenektomie bei Zubildung an der Milz, eine Enterotomie bei

Fremdkorper im Jejunum und eine Zystotomie bei Blasenstein.

Vor der perioperativen IL-6-Verlaufsuntersuchung wurden zwei Hypothesen
aufgestellt. Zum einen wurde postuliert, dass ein operativer Eingriff immer mit einer
gewissen entzundlichen Reaktion einhergeht, von der nicht klar ist, ob sie zu einer
messbaren Veranderung des IL-6-Wertes fiuhrt. Zum anderen war davon
auszugehen, dass in den Fallen, in denen bereits ein entztndlicher Prozess und
damit eine messbare IL-6-Konzentration vorliegt, eine Sanierung des

Entzindungsherdes zu einem Abfall der IL-6-Konzentration fiihren sollte.

Bei 8 der 11 Hunde konnte weder vor noch nach der Operation eine messbare IL-6-
Konzentration ermittelt werden. Unter den 3 Hunden mit erhdhten IL-6-
Konzentrationen befand sich eine Hundin (Patientennummer 157), die kastriert
wurde, mit pra- und direkt postoperativ nicht messbaren IL-6-Serumkonzentration. 2
Stunden postoperativ lag die IL-6-Serumkonzentration bei 7 pg/ml, war aber 24
Stunden nach Extubation wieder in den nicht messbaren Bereich gefallen. Eine
weitere Hundin (Patientennummer 174), bei der eine Pyometra diagnostiziert wurde,
hatte direkt praoperativ einen IL-6-Wert von 28 pg/ml. Dieser fiel 24 Stunden nach
Extubation auf 7 pg/ml. Bei dem dritten Hund musste eine Enterotomie durchgefiihrt
werden (Patientennummer 166). Praoperativ war die IL-6-Konzentration ebenfalls
nicht detektierbar. Innerhalb der Operation und in der Aufwachphase erbrach sich
der Hund mehrmals, aspirierte und entwickelte das klinische Bild einer
Aspirationspneumonie. 24 Stunden nach diesem Ereignis war eine IL-6-
Serumkonzentration von 426 pg/m zu messen. Um den Verlauf weiter zu verfolgen,
wurde eine Zusatzmessung nach 12 Stunden durchgefiihrt (in der Tabelle nicht
dargestellt), welche den Abfall der Serumkonzentration in den nicht detektierbaren

Bereich zeigte. Dies ging mit dem Klinischen Bild eines ansonsten unauffalligen
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postoperativen  Heilungsverlaufes und mit abklingenden Symptomen der

Aspirationspneumonie einher.

Aufgrund unserer Ergebnisse zeigt sich, dass sich die perioperative IL-6-
Serumkonzentration bei unauffalligem Verlauf nicht andert. Bei priméar erhéhten
Werten oder Komplikationen spiegelten die Folgemessungen den therapeutischen
Erfolg wieder.

4.2 TGF-1
4.2.1 Ausgangsmaterial

Fur die Untersuchung von TGF-B1 im Blut bei Hunden steht ein etablierter und
kommerziell erhaltlicher ELISA Kit zur Verfligung. Zum einen lasst sich TGF-B1 aus
Blutplasma, zum anderen aus Serum bestimmen. In Analogie zu IL-6 stellt aufgrund
der umgehenden und langer dauernden Prozessierung auch bei TGF-p1 die
Bestimmung aus Plasma eine hohe Anforderung an die Verfligbarkeit personeller
und  geratetechnischer  (Kuhlzentrifugen) Ressourcen dar. Die  somit
praxisuntaugliche Applikation wurde dennoch getestet, da bei Serum und Plasma
prinzipiell mit unterschiedlichen TGF-B1-Konzentrationen zu rechnen war. Wéhrend
Serum den flussigen Anteil des Blutes nach abgeschlossener Blutgerinnung darstellt,
ist in Plasma die Gerinnungskaskade noch nicht abgelaufen. Somit ist im Serum der
Uberwiegende Teil des in der Granula der Thrombozyten enthaltenen TGF-B1 bereits
freigesetzt. Fir Plasma muss — basierend auf der Praparationstechnik — ein
thrombozytenarmes Plasma hergestellt werden. Durch den Wegfall des
Thrombozyten-TGF-B1 prasentiert dieses Ergebnis den Anteil des frei zirkulierenden
TGF-B1 im Blut. Entsprechend wurde fur den Vergleich aus Serum und Plasma die
TGF-B1-Konzentration von 55 Hunden gemessen (34 gesunde; 21 kranke). Von den
Plasmaproben ergaben nur 19 der 55 einen messbaren Wert — im Gegensatz zu den
Serumproben, die samtlich messbar waren. Die messbaren Plasmakonzentrationen
fanden sich bei 11 gesunden (32 %) und 8 kranken (28 %) Hunde. Die TGF-B1-
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Abbildung 9: Vergleich von Serum- und Plasma-TGF-£1

Konzentration lag dabei zwischen 2 und 1555 pg/ml (Mittelwert 164 pg/ml) bzw.
zwischen 2 und 1505 pg/ml (Mittelwert 213 pg/ml). Ein signifikanter Unterschied der
Plasmakonzentrationen zwischen gesunden und kranken Hunden zeigte sich trotz
abweichender Mittelwerte jedoch nicht (p = 0,66). Zudem zeigte sich, dass die Werte
im Serum nicht mit denen im Plasma korrelieren (p = 0,83; tau = -0,02) (Abbildung 9).
Die TGF-B1-Differenzierung zwischen gesunden und kranken Hunden aus
Plasmaproben geht aus der Abbildung 10 hervor. Ein Vergleich aller messbaren
Werte, also nach Ausschluss der nicht messbaren Werte, ist aufgrund der geringen
Fallzahl statistisch nicht aussagekraftig. Insbesondere aufgrund der vielen nicht
messbaren Werte, sowohl bei gesunden als auch bei kranken Hunden, war kein
Unterschied zwischen gesund und krank zu erkennen. Unter Berlcksichtigung der
sehr zeitaufwendigen Plasmaaufbereitung, der hoheren Variation des Gesamt-TGF-

B1, der zahlreichen Publikationen in der Humanmedizin, die sich mit ahnlichen
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Fragestellungen beschaftigten und Serum verwendeten, sowie dem Ziel des
Screenings, wurden die weiteren Analysen der TGF-B1-Bestimmungen im Serum

durchgefuhrt.
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Abbildung 10: TGF-B7-Plasmakonzentrationen bei gesunden und kranken Hunden

4.2.2 Haltbarkeit

Ziel der Untersuchung war festzustellen ob es durch die Lagerung der Proben zu
einer Veranderung der TGF-B1-Konzentration kommt. Hierzu wurde von 19
gesunden Hunden Blut abgenommen, welches nach Isolation des Serums flr eine
Wiederholung der Messung an vier aufeinander folgenden Zeitpunkten (nach 4, 6, 8
und 10 Wochen) ausreichte (Abbildung 11). Auffallend bei den Messungen war, dass
die Werte nach 4 und 8 Wochen deutlich von den zuvor und anschlieRend
erhobenen Werten abwichen. Nach Normalisierung auf den Standard des ELISA-

Versuches zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den



75

4 Ergebnisse

unterschiedlichen Zeitpunkten. Somit war kein Effekt der Lagerung uber mehrere
Wochen zu sehen, wenn die Serumproben gemal der Empfehlung des Kit-Manuals

verarbeitet und bei < -70°C eingelagert wurden.

Color Key
i ram
"EH
o2
=]
20 30 4D B0
Value

w—-—-.
=@

i
;

R I

BERETVIES T ERGHIETEBERERER

12

R
: 3 3

first

10w

Abbildung 11: nicht normalisierte Messwerte Uber den Verlauf von 4, 6, 8 und 10
Wochen (W — Wochen).
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Abbildung 12: Messwerte tbern den Verlauf von 4, 6, 8 und 10 Wochen (W -
Wochen) nach Normalisierung auf die Eichgerade des ELISA

4.2.3 Patienten

In die TGF-B1-Untersuchung wurden insgesamt 169 Hunde aufgenommen. 67
Hunde waren aufgrund der klinischen Allgemeinuntersuchung, der Hamatologie und
klinischen Chemie sowie evtl. zusatzlich durchgefiihrten Untersuchungen als gesund
und 102 Hunde als krank eingestuft. Bei 94 Hunden (19 gesunde und 75 kranke) bei
denen zuvor IL-6 gemessen wurde, konnte auch TGF-B1 bestimmt werden (s.
Anhang Tabelle 12).
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4.2.4 Rassenverteilung gesunder Hunde

Unter den gesunden Hunden stellten die Mischlinge mit 35,8 % (n = 24) die grof3te
Gruppe dar. Retriever mit 16,4 % (n = 11) und Deutsche Schaferhunde bzw.
Deutsche Wachtelhunde mit jeweils 5 Hunden (7,5 %) stellten weitere Gruppen dar.
Terrier waren zu 6 % (n = 4) vertreten und setzen sich aus 2 Jack Russel Terriern,
einem Irish Terrier und einem West Highland White Terrier zusammen. Ein Deutsch
Kurzhaar, ein Deutsch Langhaar, ein Deutsch Drahthaar und ein Weimaraner
bildeten die Gruppe der Vorstehhunde (6 %). Die Ubrigen Hunde (21,9 %, n = 14)

zahlten zu Rassen mit 3 oder weniger Vertretern (s. Anhang Tabelle 14).

4.2.5 Geschlechtsverteilung gesunder Hunde

55,2 % der gesunden Hunde (n = 37) waren Hundinnen. 12 (32,4 %) davon waren
kastriert, die restlichen 25 Tiere (67,6 %) waren intakt. Riden machten einen Anteil
von 44,8 % (n = 30) aus und waren zu 2/3 intakt (66,7 %; n = 20). Die tUbrigen waren
kastriert worden (33,3 %, n = 10) (s. Anhang Tabelle 13).

4.2.6 Altersverteilung gesunder Hunde

Junge Hunde mit einem Alter unter 4 Jahren stellten die zahlenmafiig starkste
Gruppe mit 43 von 67 Tieren (64,2 %) dar. Mit zunehmendem Alter wurden die
Gruppen kleiner. In der Gruppe der mittelalten Hunde zwischen 4 und 7 Jahren
befanden sich 12 Hunde (17,9 %). 9 Tiere (13,4 %) bildeten die Gruppe der alten
Hunde mit einem Alter zwischen 8 und 11 Jahren. Die sehr alten Hunde mit tGber 11
Jahren waren nur noch mit 3 Tieren (4,5 %) vertreten (s. Anhang Tabelle 13).

4.2.7 Rassenverteilung kranker Hunde

Mit 29 Hunden (28,4 %) hatten Mischlinge den grof3ten Anteil an den kranken Tieren
(n = 102). lhnen folgten die Terrier mit insgesamt 18 Hunden (17,6 %), die im
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einzelnen 6 West Highland White Terrier, 3 Jack Russel Terrier, 2 Deutsche
Jagdterrier, 2 Yorkshire Terrier sowie jeweils einen Airedale Terrier, einen Kerry Blue
Terrier, einen Norwich Terrier, einen Scottish Terrier und einen Tibet Terrier
beinhalteten. Mit jeweils 8 Tieren (7,8 %) waren die Teckel und die Retriever sowie
die Deutschen Schaferhunde mit 7 Hunden (6,9 %) am dritt- bzw. vierthaufigsten
vertreten. In der Folge fanden sich Vorstehhunde (6,8 %, n = 6) und Hutehunde
(3,9 %, n = 4) (s. Anhang Tabelle 13). Die weiteren Rassen wiesen nur 3 oder

weniger Vertreter auf (s. Anhang Tabelle 15).

4.2.8 Geschlechtsverteilung der kranken Hunde

Die Studienpopulation setzte sich aus 57 méannlichen Tieren (55,9 %) und 45
weiblichen Tieren (44,1 %) zusammen. Von den Ruden waren 19 Tiere (33,3 %)
kastriert, die restlichen 38 Hunde (66,7 %) waren fertil. Bei den Hundinnen waren
64,4 % (n = 29) intakt, 35,6 % (n = 16) waren kastriert (s. Anhang Tabelle 13).

4.2.9 Altersverteilung der kranken Hunde

Das Alter der kranken Hunde bewegte sich zwischen 13 Monaten und 17,5 Jahren.
Der Altersdurchschnitt betrug 9 Jahre und 5 Monate. Am haufigsten waren Hunde im
Alter von 8 bis 11 Jahren (41,2 %, n = 42) vertreten. Hunde mit einem Alter von tber
11 Jahren kamen zu 32,4 % (n = 33) vor. 17 Hunde waren zwischen 4 und 7 Jahren
(16,7 %) und 10 Hunde unter 4 Jahren (9,8 %) alt (s. Anhang Tabelle 13).

4.2.10 Einteilung der Erkrankungen nach Organsystemen/Themenkomplexen

Die Einteilung der Erkrankungen in Themenkomplexe fand nach &tiologischen
Gesichtspunkten statt. Neoplastische Erkrankungen waren am haufigsten vertreten
(n = 27; 26,5 %). Unwesentlich kleiner war die Gruppe der Hunde mit primar
entzundlichen Erkrankungen (n = 23; 22,5 %). 11 Hunde (10,8 %) waren an einer



79

4 Ergebnisse

epatopathie und jeweils 7 Hunde (6,9 %) an einer Niereninsuffizienz bzw. einem
Diabetes mellitus erkrankt. 6 Hunde (5,9 %) litten an einer Erkrankung, die mit einer
Fibrose einherging. 21 weitere Hunde (20,6 %) konnten keiner der oben genannten
Gruppe zugeordnet werden und wurden deshalb unter ,Verschiedene® zusammen

aufgefinhrt.
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Abbildung 13: Vergleich der TGF-B7-Serumkonzentrationen zwischen gesunden und
kranken Hunden.

Hier fanden sich z. B. ein Hund mit hochgradig nekrotischem Milzgewebe sowie ein
Hund bei dem sich in Leber und abdominalem Gekrése Nekrosen mit dystrophischen
Verkalkungen fanden. Alle diese Veranderungen waren aus Sicht des Pathologen mit

einem Trauma in Einklang zu bringen.
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4.2.11 Messwerte TGF-1

Aufgrund der Ergebnisse aus dem Vergleich von Serum und Plasma wurden alle
weiteren Messungen im Serum durchgefiihrt. Entsprechend konnten bei den 67
gesunden Hunden der Vergleichsgruppe TGF-B1-Serumkonzentrationen von 7,8
ng/ml bis 65,7 ng/ml gemessen werden. Der Mittelwert lag bei 38,8 ng/ml, die
Standardabweichung bei 9,75 ng/ml. Entsprechend wurde der Normalbereich bei
Werten zwischen 29,1 ng/ml und 48,6 ng/ml angesehen (Mittelwert +/-
Standardabweichung). Bei den 102 erkrankten Hunden wurden Werte zwischen 3,1
ng/ml und 106,7 ng/ml gemessen (Abbildung 12). Der Mittelwert lag hier bei 43,1
ng/ml. Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Populationen fand sich nicht (p
=0,46).
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Abbildung 14: TGF-Werte in Abhangigkeit der Erkrankungen; Testung auf Unab-
hangigkeit der einzelnen Erkrankungen.
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Fur die TGF-Konzentrationen in Abhéangigkeit von der zugrunde liegenden
Erkrankung zeigte sich fir Entzindungen, Hepatopathien, Neoplasien und
Niereninsuffizienz kein signifikanter Unterschied. Fir Hunde mit Diabetes mellitus (p
= 0,016) oder einer Lungen- bzw. Leberfibrose (p = 0,027) zeigte sich jedoch eine
signifikant hohere TGF-B1-Konzentration im Serum. Dieser Unterschied ist
insbesondere im Hinblick auf die kleinen Fallzahlen der Gruppen sowie durch die
Korrektur auf multiples Testen als relevant anzusehen (Abbildung 13). Letzteres ist
aufgrund der Vielzahl von Gruppen notig, um die Wahrscheinlichkeit abzubilden,
dass allein durch Zufall ein signifikantes Ergebnis auftritt. Hierbei wird der p-Wert
durch die Anzahl der Gruppen bzw. der Analysen geteilt und bedarf eines von vorne

herein kleineren p-Wertes, um nach der Korrektur signifikant zu bleiben.

Auf eine Korrelation zwischen TGF-B1 und samtlichen ebenfalls gemessenen
Laborparametern wurde absichtlich verzichtet, um dem Problem des multiplen
Testens zu entgehen. Einzige Ausnahme war die Konzentration der Thrombozyten
von denen bekannt ist, dass sie TGF-B1 transportieren, welches im Rahmen der
Gerinnungskaskade freigesetzt wird. Interessanterweise zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen der TGF-B1- und der Thrombozytenzahl (p < 0,00001).
Ebenfalls signifikant korreliert zeigt sich die Zahl der Thrombozyten mit Lungen- und
Leberfibrosen (p = 0,0144) bzw. mit Diabetes mellitus (p = 0,0133).

4.2.11.1 TGF-B1 und neoplastische Erkrankungen

Bei 27 Hunden (26,5 %) wurde eine neoplastische Erkrankung diagnostiziert. Bei 4
Fallen wurde die Diagnose eines Mammatumors gestellt, wobei drei Tumoren histo-
pathologisch untersucht und als Adenokarzinom identifiziert wurden. Je 3 Hunde
(11,1 %) wurden aufgrund eines malignen Lymphoms, eines Hamangiosarkoms in
der Milz oder eines Lebertumors in der Tierklinik des Tierarztlichen Institutes der
Universitat Gottingen vorgestellt. Bei einem Hund mit Lebertumor konnte im Rahmen
einer Probelaparatomie eine Leberbiopsie gewonnen werden. Die anschlielRende
histopathologische Untersuchung ergab das Vorliegen eines hepatozelluléaren

Karzinoms. Bei 2 Hunden (7,4 %) wurde eine Leukamie diagnostiziert, ein Hund mit
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myeloischer Form und einer mit lymphatischer Form. Ein Mastozytom Grad Il und ein
Mastozytom Grad II-Ill wurde bei 2 weiteren Hunden (7,4%) befundet. Bei 2 Riden
wurden Tumoren der Keimdriisen operativ entfernt, zum einen ein Seminom, zum
anderen ein Leydig-Zelltumor. Zwei weitere Hunde wiesen je ein Rhabdomyosarkom
bzw. histiozytdres Sarkom auf. Jeweils ein Hund (3,7 %) hatte ein
Ubergangsepithelkarzinom der Urethra, ein  Gallengangskarzinom, ein
Hamangioperizytom und ein Adenokarzinom im Colon. Bei 2 weiteren Hunden wurde
der Tumorbefund aufgrund der Tumorlokalisation nicht weiter differenziert. Dabei
handelte es sich um einen sonographisch festgestellten Herzbasistumor und einen

computertomographisch diagnostizierten Hirntumor.

Die TGF-B1-Serumkonzentrationen der Hunde mit neoplastischen Erkrankungen
lagen zwischen 19,5 ng/ml und 65,6 ng/ml. Der Mittelwert von 41,4 ng/ml lag deutlich
Uber dem Mittelwert gesunder Hunde. Wenngleich sich die Gesamtgruppe
neoplastischer Erkrankungen nicht signifikant von den gesunden Patienten
unterscheidet, so zeigten mehrere Tumore eine deutliche Erhéhung. So zeigten alle
drei Lebertumore massiv erhdhte TGF-1-Werte (52,5 — 64,2 ng/ml). Uneinheitlich
mit zum Teil deutlich erhéhten Werten zeigten sich Mammatumore, Sarkome sowie
Mastozytome. Der hochste Wert fand sich bei einem Hund mit Herzbasistumor.
Auffallend niedrige Werte (niedriger als eine Standardabweichung gesunder Hunde)
boten 2 der 3 Hunde mit Hamangiosarkom der Milz sowie die Hunde mit Hirntumor,

Seminom bzw. Ubergangsepithelkarzinom (s. Anhang Tabelle 12).

4.2.11.2 TGF-B1 und entzliindliche Erkrankungen

Insgesamt 23 Hunde (22,5 %) hatten eine entzundliche Erkrankung. Die haufigste
Erkrankung waren in dieser Gruppe die entzundlichen Darmerkrankungen (n = 7,
30,4 %). Funf Hunde (21,7 %) hatten die Diagnose einer Pankreatitis. Drei Hunde
(13 %) waren an einer Pyometra erkrankt. In diese Gruppe wurde weiterhin ein Hund
mit Aspirationspneumonie, einer mit hochgradig akuter Enteritis sowie einer mit

Peritonitis nach Darmperforation aufgenommen. Auch ein Hund mit Osteomyelitis,
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einer mit Tracheitis/Bronchitis, einer mit rezidivierender Dermatitis des Skrotums
sowie einer mit eitriger Zahnwurzelentziindung und einer mit Wundheilungsstoérung
nach Ovarhysterektomie bei Pyometra gehorten in die Gruppe der entzindlichen

Erkrankungen.

Tabelle 5: TGF-B1-Konzentrationen [ng/ml] bei Hunden mit entztindlichen
Erkrankungen im Serum

Patient | Diaghose TGF-p1
51 IBD - lymphoplasmazellulare Gastritis und Jejunitis 16,3
65 IBD - eosinophile und lymphoplasmazelluléare Enteritis 24,0
74 IBD - lymphoplasmazellulare und follikulare Gastritis 29,5
92 IBD - protein-loosing-enteropathy 31,9
112 IBD - lymphoplasmazellulare Enteritis 66,5
114 IBD - lymphoplasmazellulare Enteritis 55,4
124 IBD - eosinophile Enteritis 55,5
72 Pankreatitis 28,3
76 Pankreatitis 38,3
82 Pankreatitis 37,4
96 Pankreatitis 49,3
214 Pankreatitis 91,3
46 Pyometra 22,0
50 Pyometra 4,2
251 Pyometra 37,2
42 Osteomyelitis 25,4
56 Zahnwurzelentztindung 36,5
63 Aspirationspneumonie 24,2
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73 Wundheilungsstérung 69,7
89 Peritonitis 48,3
106 Enteritis 37,9
228 Dermatitis 46,9
246 Tracheitis/Bronchitis 36,3

Die ermittelten TGF-B1-Serumkonzentrationen der Hunde mit entzindlichen
Erkrankungen lagen zwischen 4,2 ng/ml und 91,3 ng/ml. Der Mittelwert lag bei 39,7
ng/ml. Angelehnt an die Standardabweichung gesunder Hunde zeigte sich fir den
Hund mit Wundheilungsstérung eine deutliche Erhéhung, wahrend die Hunde mit
Aspirationspneumonie oder Osteomyelitis einen auffallend niedrigen Wert boten.
Uneinheitlich, mit deutlich erhdhten, aber auch erniedrigten Werten zeigten sich
Hunde mit IBD bzw. Pankreatitis (s. Anhang Tabelle 12).

4.2.11.3 TGF-B1 und Hepatopathien

An Hepatopathien waren 11 von 102 Hunden (10,8 %) erkrankt. Bei 9 dieser Hunde
(81,8 %) wurde histopathologisch eine Leberzelldegeneration nachgewiesen. Zwei
Hunde (18,2 %) litten an einer Hepatitis.

Die TGF-B1-Serumkonzentrationen der Hunde mit Hepatopathien befanden sich
zwischen 3,8 ng/ml und 71,9 ng/ml. Der Mittelwert lag bei 40,8 ng/ml. Auch diese
Krankheitsuntergruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied zu gesunden

Hunden.

4.2.11.4 TGF-B1 und Niereninsuffizienzen

Sieben Hunde (6,9 %) waren an einer Niereninsuffizienz erkrankt. Dabei zeigten 4
der Hunde (57,1 %) einen chronischen Krankheitsverlauf. Bei den restlichen 3

Hunden (42,9 %) lag eine akute Niereninsuffizienz vor. Die gemessenen TGF-B1-
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Serumkonzentrationen liegen bei den Patienten mit Niereninsuffizienz zwischen 3,1
ng/ml und 50,8 ng/ml, der Mittelwert bei 28,7 ng/ml. Einen signifikanten Unterschied
zwischen den TGF-B1-Serumkonzentrationen von gesunden und niereninsuffizienten
Hunden fand sich nicht, ebenso bot sich kein deutlicher Unterschied zwischen akuter
bzw. chronischer Niereninsuffizienz, wobei die Werte der 3 Patienten mit akuter
Niereninsuffizienz (3,1 ng/ml, 43,2 ng/ml und 50,8 ng/ml) auffallend unterschiedlich

waren (s. Anhang Tabelle 12).

4.2.11.5 TGF-B1 und Diabetes mellitus

Bei insgesamt 7 Hunden (6,9 %) lag ein Diabetes mellitus vor. 4 von 7 Hunden
befanden sich in der Insulineinstellungsphase. 2 Hunde hatten zum Zeitpunkt der
Bestimmung von TGF-B1 noch kein Insulin erhalten. Ein weiterer Hund war bereits
eingestellt. Die ermittelten TGF-B1-Serumkonzentrationen bei Patienten mit Diabetes
mellitus lagen zwischen 23,9 ng/ml und 106,7 ng/ml, der Mittelwert lag bei 71,5 ng/ml
(s. Anhang Tabelle 12). Im Vergleich zu den gesunden Hunden zeigte sich hier eine

signifikant erhohte TGF-B1-Konzentration im Serum (p = 0,016).

4.2.11.6 TGF-B1 und Erkrankungen, die mit Fibrosen einhergehen

In dieser Gruppe wurden Hunde mit Lungen- oder Leberfibrosen zusammengefasst.
Bei 4 West Highland White Terriern bestand der Verdacht einer Lungenfibrose. Die
postmortale histopathologische Verifizierung erfolgte jedoch bei nur einem Hund.
Insgesamt boten sie eine TGF-B1-Serumkonzentration von 32,6 ng/ml bis 91,2 ng/ml.
Bei einem Deutscher Jagdterrier und einem Scottish Terrier wurde nach histo-
pathologischer Untersuchung eine Leberfibrose diagnostiziert. lhre TGF-f1-
Serumkonzentrationen lagen bei 54,0 ng/ml und 93,0 ng/ml. Somit ergibt sich fur die
Fibrosen allgemein ein Mittelwert von 68,0 ng/ml (s. Anhang Tabelle 12). Im
Vergleich zu der Gruppe gesunder Hunde zeigten sich die Fibrosen mit signifikant
erhdhter TGF-B1-Serumkonzentrationen (p = 0,027).
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4.2.11.7 TGF-B1 und andere Erkrankungen

21 Hunde (20,6 %) lie3en sich in keine der vorgenannten Gruppen einordnen. Bei 4
Hunden wurde eine benigne Milzhyperpasie diagnostiziert. 2 Hunde dieser Gruppe
litten an einer Myasthenia gravis. Bei 2 anderen Hunden wurde die Diagnose einer
exokrinen Pankreasinsuffizienz gestellt. Ein Hund wurde aufgrund eines Morbus
Cushing, ein anderer wegen eines Morbus Addison behandelt. Die vollstandige
Aufzahlung der Erkrankungen befindet sich im Anhang in Tabelle 16, die dabei
gemessenen TGF-B1-Serumkonzentrationen sind im Anhang in Tabelle 12
aufgefuhrt. Auffallend hohe Werte boten sich hier bei einem Hund mit
immunhamolytischer Andmie, mit Morbus Cushing und bei je einem Hund mit
Lebezellnekrose bzw. Milznekrose. Niedrige Werte konnten bei Hunden mit
Magendrehung, Perikarderguss, Sialozele und Anaplasmose gemessen werden.
Samtliche Diagnosen waren jedoch nur ein Mal in der Gruppe erkrankter Hunde

vertreten.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen von IL-6 und TGF-31 beim
Hund gemessen. Die zugrunde liegende Idee war die ldentifikation neuer, leicht
messbarer Parameter, welche im Rahmen internistischer Erkrankungen im Vergleich
zu einer Gruppe gesunder Hunde verandert waren. Aufgrund der leichten
Zuganglichkeit wurde daher Blut als Ausgangsmaterial herangezogen, da es im
Gegensatz zu Gewebeproben wesentlich leichter zuganglich ist. Dartber hinaus
werden Hunde keinem wesentlichen Risiko ausgesetzt, da eine Blutabnahme in der

Regel im Rahmen der klinischen Untersuchung erfolgte.

Obwohl eine Orientierung an Ergebnissen der Humanmedizin fur (Bio-)Marker
bezuglich Funktion und Auftreten im Rahmen von Krankheiten mdglich ist, muss fir
die Veterindrmedizin immer berucksichtigt werden, dass nur ein sehr geringer Teil an
Krankheiten in vergleichbarer Form bei Mensch und Hund vorkommen und ihre
physiologische bzw. pathophysiologische Mechanismen von einander abweichen.
Krankheitsrelevante Proteine treten in beiden Spezies mit hoher Penetranz auf.
Dadurch tritt jedoch das Problem auf, dass feine Unterschiede in der Codierung der
Proteinstrukturen besondere Anforderungen an die Messung stellen — insbesondere
bei antikdrperbasierten Verfahren, wie dem hier verwendeten ELISA, welcher nicht
zwangslaufig eine Kreuzreaktivitat zulasst. Nichtsdestoweniger ist die Identifikation
neuer Marker in der Veterinarmedizin eine dringende Notwendigkeit, um
Krankheitsauspragungen, Therapieindikationen oder Verlaufe zu untersuchen.
DarlUber hinaus ermdglicht das Verstandnis von biologischen Zusammenhéngen die

Entwicklung neuer Therapieansatze.

Die Wahl canines IL-6 bzw. TGF-B1 zu messen, lag zum einen in deren breitem
Wirkspektrum begrindet. Zum anderen waren aber fur beide Zytokine kommerzielle
ELISA-Kits erhaltlich. Das konkrete Ziel der Arbeit war nach Etablierung eines
praxisnahen Testverfahrens die Erstellung von Normwerten. Ein Referenzbereich bei
gesunden Tieren fur die zu untersuchenden Parameter war bisher fir Hunde nicht
aufgestellt worden. In einem zweiten Schritt wurden dann zahlreiche Hunde mit den

unterschiedlichsten Erkrankungen untersucht. Das zugrunde liegende Kaollektiv
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wurde dabei aus dem Patientenklientel der Kleintierklinik des Tierarztlichen Instituts
der Universitat Gottingen rekrutiert. Basierend auf einem mdoglichst breiten Spektrum
unterschiedlicher Erkrankungen sollte eine Einschatzung dartiiber gewonnen werden,
bei welchen caninen Erkrankungen IL-6 bzw. TGF-B1 eine Rolle spielen kdnnten.
Problematisch dabei war, dass gemafll der Suchkriterien zum einen sehr
unterschiedliche Stadien an Erkrankungen zusammengefasst wurden, zum anderen
Tiere untersucht wurden, die sich bereits in einer Behandlung befanden. Diese
Faktoren konnten zwar bei der Auswertung berucksichtigt werden, brachten aber
eine Reduktion der Fallzahlen mit sich. Ein weiteres Problem dieses
Screeningansatzes war, dass die Tiere ofter zwei oder mehr Diagnosen aufwiesen.
Wenngleich eine Diagnose im Vordergrund stand und als Hauptdiagnose definiert
wurde, so ist die Bedeutung der Nebendiagnosen fir die Auswirkung auf die

Messparameter nicht sicher zu klaren.

Entsprechend ihres unterschiedlichen Charakters werden im Folgenden die Zytokine
IL-6 und TGF-B1 getrennt diskutiert. Wenngleich fir beide zwar wiederholt ein
funktioneller Zusammenhang beschrieben wurde, so war aufgrund der o. g. Einflisse

auf das Kollektiv eine entsprechende Korrelation nicht méglich.

5.11L-6

5.1.1 Haltbarkeit

Grundvoraussetzung fur die Untersuchung von Biomarkern, sowohl in der
Implementierungsphase als auch in einer mdglichen Anwendungsphase, ist deren
Haltbarkeit. Entsprechend war das Ziel fur IL-6, die Messungen in mdglichst grof3en
Gruppen durchzufihren, um mdgliche methodische Unterschiede (Batch-Effekte)
klein zu halten. GemalR dem Manual des Herstellers ist IL-6, das aus Serum
gewonnen wurde, bei -20°C Uber einen langeren Zeitraum haltbar. FUr
Plasmaproben aus der Humanmedizin konnten SANDBERG und BORGSTROM
(2002) nachweisen, dass sogar eine Lagerung fur bis zu sechs Monaten bei -20°C

moglich ist. Um dies vorab zu kontrollieren, sollten Proben gesammelt und bis zu 10
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Wochen aufbewahrt werden. In der Ausgangsmessung zeigten sich dann keine
positiven Werte, sodass lediglich eine Kontrollmessung nach Ablauf der 10 Wochen
durchgefiihrt wurde. Auch hier zeigten sich alle Werte unterhalb der
Nachweisgrenze, sodass ein unspezifischer Anstieg Uber die Lagerungszeit

ausgeschlossen werden konnte.

Einschrankend ist fir diesen Versuch natirlich anzumerken, dass eine moégliche
Veranderung bzw. der Abbau von IL-6 Uber die Zeit nicht untersucht wurde. Aufgrund
des Versuchsaufbaus ist diese Untersuchung jedoch auch nur schwer durchfuhrbar,
da lediglich 1/5 aller kranken Hunde ein nachweisbares IL-6 besitzen (s. u.). Dies
bedeutet, dass entweder diese Messungen jeweils zu unterschiedlichen Zeitpunkten
wiederholt oder all jene Hunde zum gleichen Zeitpunkt einbestellt werden mussen.
Diese Vorgehensweisen sind jedoch sehr praxisfern, da der erstgenannte
Versuchsaufbau die Gefahr des methodischen Fehlers beinhaltet (aus diesem Grund
wurde der Lagerungsversuch Uberhaupt auch nur durchgefuhrt) und der zweite
Versuchsaufbau nur schwer und kostenintensiv durchzufiihren ware. Erschwerend
kommt hinzu, dass Tiere, die ein erhdhtes IL-6 hatten, héufig einen schlechten bis
kritischen Allgemeinzustand aufwiesen. Da die weiteren Analysen ergaben, dass nur
erkrankte Tiere ein erhdhtes IL-6 aufwiesen (s. u.), wurde auf eine Wiederholung des
Versuches verzichtet, die Mdglichkeit eines zu geringen Wertes nach Lagerung aber
bertcksichtigt.

5.1.2 Referenzwerte

Zur Berechnung des Referenzbereichs fur IL-6 fuhrten wir die Messung an 45
gesunden Hunden durch. Nur bei einem Hund fand sich eine erhéhte IL-6-
Serumkonzentration von 27 pg/ml. Dieser Wert lag noch unterhalb des kleinsten
Standards von 31,25 pg/ml des verwendeten ELISAs und bringt somit eine gewisse
Ungenauigkeit mit sich. Bei diesem Hund handelte es sich um einen nach
Allgemeinuntersuchung und préoperativem Blutbild gesunden jungen Hund, der
kastriert werden sollte. Auch wenn der WBC und das CRP bei diesem Hund
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normwertig waren, war eine zugrunde liegende Pathologie nicht auszuschliel3en.
Entsprechend wurde der Hund Uber den Verlauf dieser Arbeit nachbeobachtet, eine
entsprechende Erkrankung war jedoch klinisch nicht festzustellen. Eine Kontrolle des
Blutes im Verlauf war leider nicht méglich, sodass — wenngleich selten — eine IL-6-
Erhdhung mdoglich zu sein scheint, ohne dass sich eine konkrete Krankheit
manifestiert. Aufgrund des Pathomechanismus ware hier sicherlich in erster Linie an
einen stressbedingten IL-6-Anstieg zu denken. Da somit bei gesunden Tieren — im
Gegensatz zu den in der Folge gemessenen kranken Tieren - kein IL-6 nachweisbar
war, wurde eine Erh6hung von IL-6 als pathologisch angesehen. Untersuchungen
von caninen IL-6 im Serum eines grolReren Kollektivs wurden bisher nicht
veroffentlicht. Zwar liegen Untersuchungen vor, die sich mit IL-6 im Zusammenhang
mit pathologischen Zustanden befassten, hier wurden jedoch nur vergleichende
Analysen mit sehr kleinen Gruppen gesunder Hunde durchgefuhrt. Eine
entsprechende Veréffentlichung dieser Werte wurde allerdings, vermutlich wegen der
geringen Fallzahlen, bisher unterlassen. Insgesamt sind die nicht messbaren IL-6-
Serumwerte jedoch nicht Giberraschend, da sehr niedrige Ergebnisse bereits aus der
Humanmedizin bekannt sind. YOUNG et al. (1999) untersuchten das Serum von
insgesamt 376 gesunden Mannern und 359 gesunden Frauen im Alter zwischen 17
und 69 Jahren. Die IL-6-Serumspiegel lagen hier bei den Mannern zwischen nicht
detektierbar und 41,4 pg/ml und bei den Frauen zwischen nicht detektierbar und 48,5
pg/ml. Bei etwa 60 % der Blutproben der Manner und bei etwa 65 % der Blutproben
der Frauen lag die zu messende IL-6-Serumkonzentration unterhalb des kleinsten
Standards von 2 pg/ml, sodass man sich in dieser Studie dazu entschied, in einem
zweiten Schritt einige der Proben mittels eines High Sensitivity-ELISA mit einer IL-6-
Nachweisgrenze von 0,1 pg/ml nachzumessen. Dabei konnten bei jeweils 67
Mannern und Frauen IL-6-Serumwerte zwischen 0,52 und 11,08 pg/ml bzw. 0,43 und
20,92 pg/ml gemessen werden (YOUNG et al. 1999). Andere Autoren haben IL-6 aus
dem Serum gesunder zum Vergleich mit einer Gruppe kranker Patienten gemessen.
AVRAMESCU et al. (2008) erhielten fur die gesunde Vergleichsgruppe eine IL-6-
Serumkonzentration von unter 11 pg/ml, AKDENIZ et al. (2004) von 22,8+13 und
BORAZAN et al. (2004) von 3,5+1,4 pg/ml. Alle Werte sind somit noch unter dem von
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uns genutzten kleinsten Standard angesiedelt und bedurften daher fur die genaue
Messung eine sensitivere Methode, die jedoch fur canines IL-6 im Gegensatz zum
humanen (,Quantikine HS Human IL-6 Immunoassay“ HS600B [Fa. R & D Systems,
Minneapolis, USA]) bisher nicht angeboten wird. In Anbetracht des zu erwartenden
Nutzens und des Screeningansatzes dieser Arbeit fuhrten wir die Analysen
erkrankter Patienten fort und werteten entsprechend alle nachweisbaren IL-6

Serumkonzentrationen als pathologisch.

5.1.3 IL-6-Werte bei kranken Hunden

Im Verlauf der Arbeit wurde von 118 kranken Hunden die Serumkonzentration von
IL-6 bestimmt. Insgesamt fanden sich nur bei 22,9 % der Hunde ein nachweisbares
IL-6. Dennoch unterschied sich die Gruppe der gesunden Hunde von der der
kranken Hunde signifikant (p < 0,001). Entsprechend der Odds ratio war somit die
Wabhrscheinlichkeit, dass bei positivem IL-6-Nachweis eine internistische Erkrankung
vorlag, 12,8-fach hoher als die Wahrscheinlichkeit, dass der Hund gesund ist. Somit
ist insgesamt das Auftreten von IL-6 als Marker fir eine zugrunde liegende
Erkrankung anzusehen. Dies ist insbesondere deshalb von grof3em Interesse, weil
das Auftreten von IL-6-Erhdhungen h&ufig mit einem reduzierten Allgemeinzustand
bzw. einer schlechten Prognose, die zur Euthanasie des Hundes flihrte, einherging.

Fur die weiteren Untersuchungen der IL-6-Konzentrationen wurden die Krankheiten
in unterschiedliche Gruppen, entsprechend ihres Auftretens und ihrer Atiologie,
zusammengefasst: entztindlich bedingte Erkrankungen, Neoplasien, Hepatopathien,
Diabetes mellitus, Niereninsuffizienzen und verschiedene Erkrankungen — jene, die
nur selten vorkamen und nicht entsprechend zuordenbar waren. Die damit
entstandenen kleinen Fallzahlen schrankten die statistische Aussage der Daten ein.
Dies wurde akzeptiert, da die Arbeit zunachst den Charakter einer

Screeninguntersuchung haben sollte.
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In der Gruppe der Hunde mit entztindlichen Erkrankungen wiesen 29 % aller Hunde
einen messbaren IL-6-Serumspiegel auf, was der Erwartung, dass IL-6 allgemein als
Entzindungsmarker angesehen werden kann, entsprach (GAULDIE et al. 1987).
Unterstitzung erhielt diese Hypothese flr den Hund durch die Arbeit von
YAMASHITA et al. (1994), die nach intramuskularer Injektion von Terpentindl einen
dramatischen Anstieg von IL-6 mit nachfolgendem Anstieg der Akuten-Phase-
Proteine CRP und saurem alphal-Glykoprotein sowie einem Abfall des negativen
Akute-Phase-Proteins Albumin verzeichnen konnten. Diese Reaktionen wurden auf
lokale Entziindungen nach muskularer Injektion zurtickgefuhrt (YAMASHITA et al.
1994). Weiterhin gilt IL-6 auch als endogenes Pyrogen (LE MAY et al. 1990) und wird
fur entziindungsbegleitende Umstande wie Thrombozytose (ZEIDLER et al. 1992)
und Anémie (JONGEN-LAVRENCIC et al. 1996) mitverantwortlich gemacht.

Die Griunde fiur die nicht messbaren IL-6-Serumspiegel bei 71 % der Hunde mit
entzundlichen Erkrankungen konnen vielfaltig sein. In erster Linie ist daran zu
denken, dass der Entziindungsreiz bei diesen Hunden nicht ausreichend war, um
eine mit dem verwendeten Kit messbare IL-6-Ausschiittung zu bewirken. Dies wirde
auch erklaren, warum Hunde, die kastriert wurden, keinen IL-6-Anstieg aufwiesen.
Weiterhin muss man sich fragen, ob das systemisch im Blut zirkulierende IL-6 zum
Zeitpunkt der Blutabnahme eventuell schon wieder abgefallen war bzw. der akute

Reiz der Entziindung bereits voruber war.

In der weiteren Analyse des Entziindungskollektivs zeigten 3 der 6 Hiundinnen mit
Pyometra einen IL-6-Nachweis im Serum. Bei einer dieser Hindinnen
(Patientennummer 174) wurde IL-6 prd- und postoperativ der Ovarhysterektomie
bestimmt. Sie zeigte direkt vor, direkt nach und zwei Stunden nach der Operation
eine IL-6-Serumkonzentration von 28 pg/ml. 24 Stunden nach der Operation war der
Wert auf 7 pg/ml abgefallen. Dieser Fall unterstitzt die anfangs aufgestellte
Vermutung, dass die Beseitigung einer entzindlichen Komponente mit dem
Abklingen einer Entzindungsreaktion und somit einem Abfall von IL-6 im Serum
einhergeht. Sie zeigt auch, dass nach Entfernung des Entzindungsfokus der Abfall

rasch erfolgt. Unter einem anderen Gesichtspunkt wurde der Zusammenhang von IL-
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6 und Pyometra bereits von FRANSSON et al. (2007) untersucht. Hier wurde der
Frage nachgegangen, mit welcher Haufigkeit die Pyometra der Hundin mit einem
,Systemic inflammatory response syndrome®“ (SIRS) einhergeht. Die ermittelten
Werte fur die Pyometra-Gruppe lagen dabei im Bereich zwischen 1,1 und 847,7
pg/ml, die der gesunden Referenzgruppe zwischen 1,9 und 458,6 pg/ml. Eine SIRS
konnte in 57 % der untersuchten Falle festgestellt werden und die unterschiedlichen
Konzentrationen von IL-6 konnten gut mit einem unterschiedlich weit
fortgeschrittenen Entziindungsprozess erklart werden (FRANSSON et al. 2007). Die
Unterschiede hinsichtlich der nachgewiesenen IL-6-Werte der gesunden
Referenzgruppe sind mdglicherweise zum einen darin zu sehen, dass Blutplasma
verwendet wurde und nicht, wie in der vorliegenden Arbeit, Serum. Zum anderen ist
aber sicherlich die Nachweismethode in Hybridomzelllinien anzufuhren, die nicht
spezifisch fur IL-6 ist, sondern auch andere Zytokine erfasst und so wesentlich

unspezifischere Ergebnisse erbringt.

Einen weiteren Hinweis fir die Nutzbarkeit von IL-6 als Entzindungs- und
Prognosemarker gibt ein Hund (Patientennummer 166), dessen IL-6-Verlauf wahrend
einer Enterotomie aufgrund eines Fremdkorpers im Jejunum bestimmt wurde. Der
Hund erbrach sich mehrfach in der Aufwachphase und zeigte in der Folge
réntgenologisch das Bild einer Aspirationspneumonie. Wahrend sich IL-6 bei diesem
Hund pra- und postoperativ im nicht detektierbaren Bereich befand, stieg der Wert 24
Stunden post operationem auf 426 pg/ml. Nach weiteren 12 Stunden war der Wert
wieder in den nicht detektierbaren Bereich gesunken. Hier zeigt IL-6 eine mit einer
Entziindungskomponente einhergehende Komplikation an, wobei der schnelle
Anstieg und Abfall von IL-6 die eingangs diskutierte Begriindung fur den fehlenden
Nachweis von IL-6 trotz Diagnose einer Entziindung untermauert. Dies konnte
bereits von MIYAMOTO et al. (1996) und LEMAY et al. (1990) gezeigt werden, die
einen Anstieg von IL-6 im Blut 1,5 bis 2 Stunden nach Verabreichung von Endotoxin

beschrieben.
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Fraglich bleibt in diesem Zusammenhang, warum eine der 7 Hindinnen, die kastriert
wurden, eine detektierbare IL-6-Konzentration aufwies. Alle 7 Hindinnen waren in
den Voruntersuchungen unauffallig. Die Operationsverlaufe waren jeweils frei von
Komplikationen. In der 2 Stunden post OP-Kontrolle zeigte die Hundin mit der
Patientennummer 157 einen Anstieg von IL-6 auf 7 pg/ml, der bis zum né&chsten
Kontrollpunkt 4 Stunden nach Extubation wieder in den nicht detektierbaren Bereich
sank. Sicherlich ist in diesem Zusammenhang wieder die Sensitivitat des Kits zu
diskutieren, es bleibt aber auch weiterhin die Moglichkeit, dass IL-6 im Rahmen einer

postoperativen Kreislaufregulation ansteigt.

IL-6 nimmt bei der Pankreatitis ebenfalls eine Rolle als Entztindungsmarker ein. Aus
der Humanmedizin ist bekannt, dass die mit der Pankreatitis einhergehende
nekrotische Gewebszerstérung zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen
wie TNF-qa, IL-1, IL-8 sowie IL-6 fuhrt. (DIMAGNO u. CHARI 2002). Wahrend bei
leichten Krankheitsverlaufen meist kein nachweisbarer Anstieg von IL-6 moglich ist,
spricht eine messbare Konzentration fir eine gewisse Schwere des
Entzindungsgeschehens (FORMELA et al. 1995). Entsprechend sind die IL-6-Werte
der 4 Hunde zu interpretieren, die mit der klinischen Diagnose einer Pankreatitis
aufgenommen wurden. Wahrend die Hunde ohne messbare IL-6-Konzentration eine
sehr milde Form der Pankreatitis aufwiesen und keiner stationdren Aufnahme
bedurften bzw. in einem Fall zigig mit gutem Allgemeinbefinden wieder entlassen
werden konnten, bot der vierte Hund mit einer IL-6-Konzentration von 142 pg/ml
bereits bei Erstvorstellung ein mittel- bis hochgradig gestortes Allgemeinbefinden.
Trotz stationdrer Aufnahme und intensiver Therapie verschlechterte sich sein
Zustand innerhalb von vier Tagen derart, dass der Hund euthanasiert werden
musste. Diese Untersuchungen entsprechen exemplarisch den Daten von LESER et
al. (1991), RAU et al. (2007) und MAYER et al. (2000), die eine Korrelation zwischen
der Hohe des IL-6-Serumspiegels und der Wahrscheinlichkeit von Komplikationen
sowie einen letalen Krankheitsverlauf zeigten. Eine zukinftige Untersuchung dieses

Krankenguts wird durch die Untersuchungen von PEZZILLI et al. (1995) gestarkt, die
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zeigen konnten, dass IL-6, wenn es innerhalb der ersten 24 Stunden der Erkrankung
gemessen wird, eine bessere Aussagekraft Uber die Schwere einer akuten
Pankreatitis hat als das bisher dazu herangezogene CRP. LESER et al. (1991)
geben IL-6 auch noch an Tag 2 den Vorzug, da sie zeigen konnten, dass der CRP-
Anstieg dem Anstieg seines Initiators IL-6 mit etwa einem Tag Abstand folgt, was

wiederum bei der Behandlung der akuten Pankreatitis entscheidend sein kann.

Eine dritte grof3e Untergruppe der Entzindungen sind die entzundlichen
Darmerkrankungen (IBD — inflammatory bowel disease). Auch hier sind die Daten in
der Veterindrmedizin sparlich und in der Humanmedizin in Bezug auf IL-6 noch
widerspruchlich. Gemeinsam haben die Untersuchungen jedoch, dass in einem
therapierten, nicht aktiven bzw. chronischen Stadium der Erkrankungen die IL-6-
Konzentration niedrig bzw. nicht nachweisbar ist (SUZUKI et al. 1990, UMEHARA et
al. 2006, SAKUMA et al. 2007). Entsprechend lassen sich auch die nicht
detektierbaren IL-6-Werte der Hunde mit IBD interpretieren. Fast alle Hunde hatten
zum Zeitpunkt der Messung bereits eine Vorbehandlung mit Antibiotika (6 von 8
Hunden) oder Cortison (1 von 8 Hunden) erhalten. Hier sind weitere Untersuchungen

an noch nicht therapierten Hunden nétig, um die Bedeutung von IL-6 zu klaren.

Die Ubrigen Hunde mit erhdhten IL-6-Konzentrationen litten an Erkrankungen, die
nicht anhand ihrer Atiologie in eine Gruppe eingeordnet werden konnten.
Gemeinsam war den Diagnosen (Peritonitis, ulzerative Gastritis, Tonsilitis,
Prostataabszess und Aspirationspneumonie) die entzindliche Komponente.
Insbesondere die hohe Konzentration von IL-6 (2828 pg/ml) bei dem Hund Nr. 191
mit Aspirationspneumonie ist hier zu beachten, der mit erhdhten Leber-, Nieren- und
Pankreaswerten einherging, sodass laborchemisch von einem beginnenden
Multiorganversagen im Rahmen einer Sepsis auszugehen war. Der Hund wurde im
weiteren Verlauf aufgrund des sehr schlechten Allgemeinzustandes letztlich
euthanasiert. Dieser Wert entspricht erneut einer IL-6-Konzentrationserhohung im
Rahmen einer Sepsis, wobei die Hohe der Konzentration in der Humanmedizin

bereits als Verlaufsparameter eingesetzt wird. In der Humanmedizin wird IL-6 im
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Zusammenhang mit Entzindungsgeschehen auch fir eine prognostische Aussage
genutzt. So korreliert IL-6 mit der Erkrankungsstéarke und der Mortalitat im Rahmen
einer Sepsis (NASRAWAY 2003). Weiterhin zeigt IL-6 bei polytraumatisierten
Patienten ein beginnendes Multiorganversagen an und Kkorreliert mit der
Mortalitdtsrate solcher Patienten (FRINK et al. 2009). Auch wenn sich aus unseren
Daten keine Korrelation zwischen den Serum-IL-6-Konzentrationen der Hunde mit
entztindlichen Erkrankungen und der Mortalitat der Hunde herstellen liel3, scheinen

diese Hunde retrospektiv eine schlechtere Prognose zu haben.

Die Gruppe der Hunde mit Hepatopathien setzte sich im Wesentlichen aus Fallen mit
Leberzelldegeneration (n = 7) und einer chronischen Hepatitis zusammen.
Interessant in dieser Gruppe ist, dass nur die beiden Hunde mit nachweisbaren IL-6-
Konzentrationen einen Ikterus mit Gesamt-Bilirubinwerten von 17,22 und 19,99 mg/dl
aufwiesen. Die Ubrigen Hunde mit Leberschaden zeigten weder ein erhéhtes Bilirubin
noch ein nachweisbares IL-6 im Serum. Urséachlich fir den Anstieg von IL-6 kdnnte
eine Endotoxdmie sein, wie sie in der Humanmedizin im Vorfeld einer Cholestase
auftritt (TRAUNER et al. 1999). Entsprechend lasst sich auch der IL-6 Abfall nach
Drainage der Gallenblasenobstruktion erklaren (KIMURA et al. 1999). Ahnliche
Ergebnisse konnten am Mausmodell gezeigt werden. Nach experimentellem
Verschluss des Gallenganges kam es zu einer IL-6-Produktion in der Leber, jedoch
ohne cholestatische Leberschadigung (SEWNATH et al. 2004). Von klinischem
Interesse ist, dass sich der Hund Nr. 54 mit der héchsten IL-6 Konzentration in der
Gruppe der Hepatopathien wahrend seines stationaren Aufenthalts drastisch klinisch
verschlechterte und letztlich verstarb. Dies ist insbesondere von Interesse, da sich

keine Korrelation mit anderen Laborparametern, insbesondere CRP zeigte.

Bereits im 19. Jahrhundert aufRerte Virchow die Vermutung, dass neoplastische
Erkrankungen aus einer Entziindung hervorgehen kodnnen. So zeigt sich
beispielsweise beim Magenkarzinom in der Humanmedizin, dass in vielen Fallen

eine Helicobacter pylori-Infektion vorausgegangen war. Auch treten bei der Colitis
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ulcerosa Colonkarzinome als Folge der Entziindung auf, hepatozellulare Karzinome
entstehen auf dem Boden einer Hepatitis assoziierten Zirrhose oder das
Pankreaskarzinom entwickelt sich nach einer vorausgegangenen Pankreatitis
(COUSSENS u. WERB 2002). IL-6 hat, wie oben beschrieben, einen Einfluss auf
Entziindungsprozesse, sodass auch ein Zusammenhang mit Neoplasien zu
diskutieren ist. HONG et al. (2007) konnten zeigen, dass IL-6 bei fast jeder der bis
heute untersuchten Arten von Neoplasien eine Rolle spielt. Dartiber hinaus scheint
IL-6 eine Bedeutung bei der Entstehung Tumor assoziierter Symptome wie
Gewichtsverlust, Fieber und anderen paraneoplastischen Symptomen zu haben
(KURZROCK et al. 1993). Der genaue Mechanismus ist noch unklar.

In die vorliegende Arbeit konnten 31 Hunde mit neoplastischen Erkrankungen
eingeschlossen werden. 5 dieser Hunde hatten dabei entweder ein Lymphom oder
eine Leukdmie. Fur keinen dieser Hunde konnte eine IL-6-Konzentration
nachgewiesen werden, auch wenn fir diese Art von Neoplasie eine Assoziation mit
IL-6 in der Humanmedizin beschrieben wurde (SUGIYAMA et al. 1996, NACINOVIC-
DULETIC et al. 2008). So zeigen z. B. Patienten mit diffusem grof3zelligem Lymphom
eine erhohte IL-6-Serumkonzentration (SEYMOUR et al. 1995, PRETI et al. 1997).
Auch KURZROCK et al. (1993) haben IL-6-Serumkonzentrationen von gesunden und
Non-Hodgkin-Patienten verglichen. Signifikante Unterschiede lagen hier zwischen
den IL-6-Werten von erkrankten und denen von gesunden Probanden sowie
zwischen den IL-6-Werten von Lymphom-Patienten mit und ohne B-Symptomatik
(Trias aus Fieber, Nachtscheil3 und Gewichtsverlust) vor. Anzumerken ist aber, dass
die gemessenen Werte der Non-Hodgkin-Patienten mit B-Symptomen mit 25 pg/ml
nur knapp Uber der Nachweisgrenze von 22 pg/ml lagen. Bei den gesunden
Probanden und bei Non-Hodgkin-Patienten ohne B-Symptomatik waren hier keine IL-
6-Konzentrationen detektierbar. In einer Folgeuntersuchung konnten dann an einem
wesentlich gréReren Kollektiv die Daten bestatigt werden, es wurde jedoch ein
wesentlich sensitiverer ELISA verwendet, um die insgesamt nur sehr geringen
Konzentrationen von IL-6 besser zu detektieren (KURZROCK 1997). Mdogliche
Grunde fur den fehlenden Nachweis von IL-6 im Serum unserer Patienten kdnnten

daher in der Vielfalt der unterschiedlichen Diagnosen von Leukdmien und
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Lymphomen liegen. Zum anderen scheinen aber die IL-6-Konzentrationen im Serum
sehr gering zu sein, sodass sie mdglichweise erneut durch das verwendete

Testverfahren nicht aufgenommen wurden.

Zwei der sechs detektierten IL-6-Konzentrationen fanden sich bei Hindinnen mit
einem Tumor in der Gesaugeleiste. Beide konnten in der Histologie als
Mammakarzinome identifiziert werden. Dies ist insbesondere deshalb von grof3em
Interesse, weil aus der Humanmedizin das Vorhandensein einer entzindlichen
Umgebungsreaktion beim  Mammakarzinom als  prognostischer  Marker
herangezogen werden kann. VAN DER AUWERA et al. (2004) beispielsweise
zeigten, dass Karzinome, die von einer Entziindungsreaktion begleitet werden, eine
hohere Metastasierungstendenz haben. Fir den Nachweis im Serum konnten
BENOY et al. (2002) zeigen, dass Frauen mit metastasierten Mammatumoren etwa
zehnfach hohere Serum-IL-6-Konzentrationen haben als Frauen mit Lokalrezidiven.
SALGADO et al. (2003) stellten ebenfalls eine Korrelation zwischen Serum-IL-6-
Konzentration und einer ungulinstigen Prognose bei Patientinnen mit metastasiertem
Brustkrebs auf. Fur Hundinnen beschrieben KIM et al. (2010) ebenfalls eine

Korrelation zwischen IL-6 und dem Vorhandensein von Metastasen.

Eine weitere Erkrankungsgruppe waren Hunde mit Diabetes mellitus, eine Entitat, die
in der Veterindrmedizin in Zusammenhang mit IL-6 bisher nur einmal untersucht
wurde. SHORT et al. (2007) fuhrten eine Assoziationsstudie mit single-nucleotide
polymorphisms (SNP) verschiedener Gene durch, darunter auch das IL-6-Gen. Die
Autoren kommen zum Schluss, dass das Auftreten einiger SNP im IL-6-Gen bei
einigen Rassen eine protektive Wirkung hat, wahrend es bei anderen Rassen das
Risiko des Auftretens eines Diabetes mellitus erhdht. Somit scheint es bei den
verschiedenen Rassen fur Diabetes mellitus durchaus unterschiedliche
pathogenetische Wege zu geben, die durch die genetische Rassenvielfalt begiinstigt
werden. In der Humanmedizin wird der Diabetes mellitus Typ 1, der am ehesten mit
dem Diabetes beim Hund verglichen werden kann, auch als entziindliche Erkrankung

der Langerhans-Inseln angesehen. Dabei kommt es durch aktivierte T-Zellen und
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proinflammatorische Zytokine zur Apoptose der B-Zellen (EIZIRIK u. MANDRUP-
POULSEN 2001). Nachdem man verschiedenste Aspekte der Mdglichkeit eines
Einflusses von IL-6 auf die Pathogenese des Diabetes mellitus untersucht hat, ist
man derzeit der Meinung, dass IL-6, wenn Uberhaupt, nur eine Nebenrolle in der
Entstehung eines Diabetes mellitus spielt (KRISTIANSEN u. MANDRUP-POULSEN
2005). In unseren eigenen Untersuchungen detektierten wir das Blut von 7 an
Diabetes mellitus erkrankten Hunden auf das Vorhandensein von IL-6. Keiner der
Hunde zeigte eine messbare IL-6-Serumkonzentration. Somit findet sich auch in
unserer Untersuchung kein Hinweis auf eine Beteiligung von IL-6 an einem Diabetes

mellitus.

Auch wenn der Unterschied zu den gesunden Hunden keine Signifikanz aufweist,
zeigten sich in der Gruppe der niereninsuffizienten Hunde 3 der 8 Hunde mit einer
nachweisbaren IL-6-Konzentration. Interessant hierbei war, dass alle 3 Hunde mit
akuter Niereninsuffizienz IL-6 positiv waren. Zum einen kénnte dies auf eine plétzlich
verminderte Clearance zuriickzufiihren sein, wie es in der Humanmedizin bereits
beschrieben wurde (PECOITS-FILHO et al. 2003, LIU et al. 2009). Zum anderen
ware aber auch hier wieder an eine entzindliche Komponente zu denken. Am
Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass es beim frihen akuten
Nierenschaden zu einer verstarkten renalen Produktion von IL-6 kommt (HOKE et al.
2007). In der Humanmedizin identifizierten LIU et al. (2009) IL-6 als fruihen Marker
eines Nierenschadens bei Kindern nach herzchirurgischen Eingriffen.

Insgesamt 31 kranke Hunde konnten keiner der bisher genannten Gruppen
zugeordnet werden. Entsprechend vielfaltig waren die Diagnosen. Sechs dieser
Hunde zeigten eine erhthte IL-6-Konzentration, deren Zustandekommen teilweise
erklart werden kann bzw. bereits beschrieben wurde. Ihre Bedeutung im Klinischen

Kontext kann jedoch nicht beurteilt werden.

Eine erhodhte IL-6-Konzentration (130 pg/ml) bei dem Hund mit Fieber unklarer
Ursache ist nicht Gberraschend, da IL-6 widerholt als Pyrogen identifiziert werden



100

5 Diskussion

konnte (DINARELLO et al. 1991, CHAI et al. 1996, BOHNHORST et al. 2002). Zwei
Hunde hatten einen Krampfanfall, wobei diese unterschiedliche Atiologien aufwiesen.
Der Hund mit der Patientennummer 52 litt an einer Caninen Ceroid Lipofuszinose
und wies eine IL-6-Serumkonzentration von 1398 pg/ml auf. 21 pg/ml IL-6 im Serum
wurden bei Hund Nr. 88 gemessen, der an einer idiopathischen Epilepsie litt. Eine
Erhbéhung der Serum-IL-6-Konzentration kénnte hier durch die sich kontrahierende
Skelettmuskulatur zustande kommen. Kontrahierende Skelettmuskulatur sezerniert
IL-6 und setzt es in die Zirkulation frei (FISCHER 2006). PELTOLA et al. (2002)
erklarten den Anstieg von IL-6 im Plasma nach tonisch-klonischen Krampfanféllen
mit dem Auftreten einer Akuten-Phase-Reaktion. Hinweisend daflr waren nach
Meinung der Autoren signifikant hohere Plasma-Fibrinogen-Konzentrationen sowie
ein Anstieg des CRP, der keine Signifikanz aufwies (PELTOLA et al. 2002). Auch ein
unspezifischer Ausdruck eines Aktivierungszustandes oder die zugrunde liegende
Erkrankung waren natirlich zu diskutieren. Bei einem weiteren Hund war ein Morbus
Addison diagnostiziert worden. Eine erhohte IL-6-Konzentration war in diesem
Zusammenhang schon einmal beschrieben worden und wurde entsprechend der
Pathophysiologie der Erkrankung als Ursache der Dysregulation der Hypophysen-
Hypothalamus-Nebennieren-Achse interpretiert (PAPANICOLAOU et al. 1998).

Zusammenfassend lasst sich daher sagen, dass mit dem ,Quantikine Canine IL-6
Immunoassay“ CA6000 (Fa. R & D Systems, Minneapolis, USA) ein ELISA zur
Verfligung steht, mit dem ein praxistaugliches Messen von IL-6 aus dem Serum von
Hunden moglich ist. Problematisch fiir die Untersuchung gesunder Hunde und somit
fur die Etablierung von Normalwerten ist die fehlende Sensitivitat bei niedrigen IL-6-
Konzentrationen. Messungen im Bereich unter 31,25 pg/ml sind daher sehr ungenau.
Assays fur diesen Bereich stehen aktuell nur fir humanes IL-6 zur Verfiigung. Somit
wurde, basierend auf einem Kollektiv von 45 gesunden Hunden, mit nur einem

messbaren IL-6-Wert jeder messbare Wert als pathologisch angesehen.

Auf dieser Grundlage zeigten 22 % aller Hunde mit definierten Erkrankungen ein
positives Ergebnis. Aufgrund der Abwesenheit relevanter positiver Werte in der
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Gesundgruppe war der Unterschied zwischen gesunden und kranken Hunden hoch
signifikant (p = 0,001). Fir die Auswertung der Subgruppen einschrankend war, dass
die Einteilung gemalR der unterschiedlichen Erkrankungen zu so kleinen Gruppen
fuhrte, dass sie statistisch nicht zuverlassig auszuwerten waren. Es zeigte sich aber
ein deutlicher Trend zu erhdohten bzw. messbaren Werten fur Hunde mit
entztindlichen Erkrankungen. Eine Bestatigung der Bedeutung von IL-6 im
Zusammenhang mit entzindlichen Prozessen zeigen die perioperativ erhobenen
Messungen. So kam es nach Ovarhysterektomie bei Pyometra zu einem Abfall des
initial deutlich erhdhten IL-6. Im Rahmen einer Aspirationspneumonie stieg das IL-6
deutlich an, fiel aber im weiteren Verlauf auch entsprechend wieder ab. Weitere
Auffalligkeiten fanden sich bei neoplastischen Erkrankungen, die insbesondere flr
Mammatumore einen erhéhten IL-6-Wert zeigten. Ebenso auffallig stellten sich
Hunde mit lkterus bei Hepatopathie dar. Insgesamt waren diese Verdnderungen
jedoch am ehesten wieder auf eine Entzindungsreaktion im Rahmen der
Grunderkrankung zurtickzufiihren. Auffallig, wenngleich aber nicht signifikant, zeigten
Hunde mit hohem IL-6 vielfach einen klinisch schlechten Allgemeinzustand und
verstarben haufig bzw. wurden entsprechend euthanasiert. Somit scheint sich
insgesamt der Trend zu bestatigen, dass IL-6 ebenso wie beim Menschen als
Prognose- oder Verlaufsparameter fir entzindliche Erkrankungen herangezogen
werden koénnte. Dies und der sich daraus ergebende klinische Nutzen muss noch in
weiteren Analysen an grof3eren Kollektiven untersucht werden. Dabei ist zum einen
die Fokussierung auf nur wenige Krankheitsbilder notig. Zum anderen sollte die
Mdoglichkeit eines sensitiveren Testverfahrens gepruft werden, um eine definitive

Aussage Uber den Grenzwert fur IL-6 festlegen zu kénnen.

5.2 TGF-B1
FUr die Untersuchung von TGF-B1 galten die gleichen Voraussetzungen wie fur IL-6.

Bevor jedoch die Stabilitdt des Faktors Uberprift werden konnte, um dann
Normwerte zu etablieren, musste das optimale Ausgangsmaterial — Serum oder

Plasma — gefunden werden. Im Gegensatz zu IL-6, fir dessen Messung in aller
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Regel Serum herangezogen wird, wird TGF-1 sowohl aus Serum als auch aus
Plasma bestimmt. Wahrend man bei der Messung im Serum vom Gesamt-TGF-1
ausgeht, wird versucht, bei der Messung im Plasma im Vorfeld die Thrombozyten zu
entfernen. Diese enthalten Vesikel mit TGF-B1, die bei der Gerinnung freigesetzt
werden und somit bei der Serummessung miterfasst werden. Wenngleich bei der
Plasmamessung keine Gerinnung und somit auch keine direkte TGF-B1 Freisetzung
stattfindet, muss das Verfahren der Plasmagewinnung sehr schonend verlaufen.
Dieses kann eine Verunreinigung des Plasmas mit TGF-31, z. B. durch mechanische
Thrombozytolyse, verhindern.

Entsprechend wurde zunachst von insgesamt 55 Hunden die TGF-B1-Konzentration
im Serum und im Plasma gemessen. Es handelte sich dabei um 34 gesunde und 21
kranke Hunde. Aus dem Serum aller Hunde liel3 sich TGF-B1 detektieren. Die
Serumkonzentrationen lagen bei den gesunden Hunden zwischen 22,7 ng/ml und
65,7 ng/ml und bei den kranken Hunden zwischen 20,2 ng/ml und 93,0 ng/ml.
Plasma-TGF-B1-Konzentrationen lie3en sich nur bei 34,5 % der Hunde (n = 19)
bestimmen. Der Anteil der Hunde mit nicht detektierbaren Ergebnissen lag mit
67,6 % bei den gesunden (n = 23) ahnlich hoch wie mit 62,0 % bei den kranken
Hunden (n = 13). Nach Auftragen der Plasma- und Serumwerte gegeneinander
zeigte sich keine Korrelation beider Messungen, sodass sie als unabhéngig
voneinander einzuschatzen waren. Problematisch fur die weiteren Analysen schien,
dass sich aus den Plasmaproben, zumindest an der kleineren Fallzahl, keine
Normalwerte im Gegensatz zu den Kranken aufstellen lieBen. Ausschlaggebend
waren in diesem Zusammenhang die zahlreichen nicht messbaren Falle, die in
beiden Gruppen auftauchten. Zusatzlich war die Aufbereitung von Plasma sehr
aufwendig, sodass die Messung im Plasma fur den Praxisalltag zunachst keine
Anwendung finden wirde. Weitere Aspekte, die fur die Verwendung von Serum als
Untersuchungsmedium sprachen, waren die hohere Variation der Messwerte bei
Untersuchung des Gesamt-TGF-[31, sowie die zahlreichen Publikationen in der
Humanmedizin, die sich mit &hnlichen Fragestellungen beschaftigten. Auch das Ziel
ein Screeningverfahren zu finden, wird durch die Nutzung von Serum zur TGF-31-

Bestimmungen erreicht.
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5.2.1 Haltbarkeit

Zur Untersuchung der Haltbarkeit wurden die Proben von 19 gesunden Hunden an
einem Tag entnommen. Die initiale Messung, welche im Gegensatz zu IL-6 positive
Werte erbrachte, wurde nach 4, 6, 8 und 10 Wochen wiederholt. Dabei zeigte sich im
direkten Vergleich ein auffallender Unterschied zwischen der 4. und 8. Woche. Nach
Normalisierung der Daten hinsichtlich der Standardkurve zeigt sich dieser Effekt nicht
mehr, sodass der in den unnormalisierten  Werten  beobachtete
Konzentrationsunterschied auf eine abweichende Standardkurve zuriickzufiihren
war. Da bis dato die Messung der Standardkurve nicht als Triplikat erfolgt war,
dessen Analyse jedoch von groRer Bedeutung fur die Auswertung war, wurde in den
weiteren Untersuchungen diese ebenfalls als Triplikat aufgetragen. Letztlich war aber
festzuhalten, dass auch TGF-B1, das gemall den Herstellervorschriften bei unter -
70°C gelagert wird, Uber einen langeren Zeitraum stabil ist und in gré3eren Gruppen

zusammen gemessen werden kann.

5.2.2 Normalwerte

Fir die Erstellung des Referenzbereiches wurden wegen der vorliegenden
Normalverteilung die einfache Standardabweichung und der Mittelwert
herangezogen, sodass der Normalwertbereich von 29,1 bis 48,6 ng/ml festgelegt

werden konnte.

5.2.3 TGF-B1 bei erkrankten Hunden

Nach Aufstellung des Normalwertes wurden zunéchst die Werte gesunder Hunde mit
den Werten kranker Hunde verglichen. Das Fehlen eines signifikanten Unterschiedes
zwischen den beiden Gruppen fuhrten wir jedoch auf die Regulationsmechanismen
von TGF-B1 zuruck. In Abhangigkeit der zugrunde liegenden Krankheit ist sowohl
eine Hoch- als auch eine Runterregulation moglich (PRUD'HOMME 2007), sodass im

Weiteren die Werte der einzelnen Krankheitsgruppen mit der Gruppe gesunder
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Hunde verglichen wurden. Die Einteilung erfolgte in Analogie zu IL-6 in grol3e

Gruppen bzw. einer Zusammenfassung verschiedener Krankheiten.

In der Gruppe der neoplastischen Erkrankungen nimmt TGF-B1 funktionell eine
gesonderte Stellung ein, da es sowohl Suppressor- als auch Promotor-Eigenschaften
hat. In der Frihphase von Tumorerkrankungen steht meist die suppressive
Eigenschaft im Vordergrund. Hier wirkt TGF-B1 als Inhibitor der Zellproliferation in
den meisten epithelialen, endothelialen und h&matopoetischen Zellen. Diese
Tumorzell-suppressive Eigenschaft kann z. B. durch Mutationen im TGF-B-Pathway
oder durch Veranderungen in den Tumorzellen selbst verloren gehen. Daraufhin
kann es zu einer unkontrollierten Zellproliferation kommen, sodass TGF-B1 in der
Spéatphase héaufig zu einem Fortschreiten der Erkrankung mit Metastasierung

beitragt.

Insbesondere die Tumore der weiblichen Brust sind beim Menschen intensiv
hinsichtlich der unterschiedlichen Wirkungsmechanismen von TGF-B untersucht
worden (REISS u. BARCELLOS-HOFF 1997, DUMONT u. ARTEAGA 2000). SERRA
und CROWLEY (2005) wiesen die biphasische Wirkungsweise von TGF-B1 auch am

Mausmodell nach.

Zusatzlich zu den unterschiedlichen Wirkmechanismen von TGF-B1 bei Neoplasien
war die Gruppe der untersuchten Tumore selbst sehr heterogen (Sarkome,
Mastozytome und Mammatumore). Entsprechend unterschiedlich war die
Konzentration von TGF-B1. Auffallend in der untersuchten Gruppe waren jedoch
Hunde mit einem Hamangiosarkom der Milz und mit Tumoren der Leber, die jeweils
auffallend niedrige bzw. hohe Werte aufwiesen. Hinsichtlich der Hamangiosarkome
sind weder in der Veterindr- noch in der Humanmedizin Daten Uber den
Zusammenhang mit TGF-B1 bekannt. Interessant ist jedoch, dass die Konzentration
deutlich erniedrigt ist, obwohl TGF-B1 als Stimulator von Erkrankungen des
GefalRsystems bekannt ist (PARDALI et al. 2010).

Um eine eindeutigere Aussage uUber das Verhalten von TGF-1 im Rahmen von

tumordsen Erkrankungen treffen zu konnen, ist es zwingend notwendig, die
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verschiedenen Tumore nicht nur nach Lokalisation, sondern auch nach histo-
pathologischer Diagnose zu differenzieren. Eine mogliche biphasische
Wirkungsweise von TGF-B1 in Abhangigkeit von z. B. dem Tumorstadium scheint bei
den Neoplasien die Auswertung der Ergebnisse noch zu erschweren. Die
vorliegenden Ergebnisse lassen daher nur die Feststellung zu, dass bei einzelnen
Tieren mit neoplastischer Veradnderung ein erhdhter bzw. erniedrigter TGF-p1-

Serumwert messbar ist.

Im Vergleich zu der Gruppe gesunder Hunde zeigten die Hunde mit Diabetes mellitus
eine signifikant erhéhte TGF-B1-Serumkonzentration (p = 0,016). Sechs der 7 Hunde
hatten erhohte TGF-B1-Serumkonzentrationen im Bereich zwischen 57,4 ng/ml und
106,7 ng/ml. Der siebte Hund hatte eine verringerte TGF-B1-Serumkonzentration von
23,9 ng/ml. In der Veterindrmedizin liegen keine Daten zu TGF-B1 und Diabetes
mellitus beim Hund vor. Aus der Humanmedizin ist aber bekannt, dass das im Serum
gemessene TGF-B1 von Patienten mit diabetischer Nephropathie im Vergleich zu
gesunden Patienten deutlich erhoht ist und nach Gabe von ACE-Hemmern sinkt
(SHARMA et al. 1999). Dabei wird TGF-B eine wichtige Rolle als profibrotischer
Faktor in der Entstehung der diabetischen Nephropathie zugeschrieben (ZIYADEH et
al. 1994). BUSH (1991) beschreibt eine Glomerulosklerose als Spatfolge eines uber
zwei Jahre anhaltenden Diabetes mellitus.

Eine &hnliche profibrotische Wirkung von TGF-B1 ware auch bei anderen
Nephropathien denkbar. Auch PHILLIPS (2007) stellt in seiner Ubersichtsarbeit fest,
dass es beim Menschen im Endstadium der chronischen Niereninsuffizienz, z. B.
bedingt durch Nephrititiden oder Diabetes mellitus, zu einer interstitiellen
Nierenfibrose kommt. Dabei besteht eine sehr gute Korrelation zwischen dem Grad
der Fibrose und dem Ausmal} der renalen Dysfunktion (PHILLIPS 2007).

In der Gruppe der Hunde mit Niereninsuffizienzen lag aber nur der Serum-TGF-f31-
Wert eines Hundes (50,8 ng/ml) knapp oberhalb des aufgestellten Referenzwertes.

Vier Hunde zeigten dagegen verminderte TGF-B1-Serumkonzentrationen im Bereich
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zwischen 3,1 ng/ml und 28,5 ng/ml. Aufgrund einer fehlenden Korrelation sowohl in
die eine als auch in die andere Richtung (p = 0,28) und einer Fallzahl von nur 4
Patienten, ware eine weitere Interpretation der Daten sehr spekulativ. Insbesondere,
da vermehrt ein erniedrigter TGF-B1-Spiegel vorlag und ein pathophysiologischer
Beleg dafir bisher nicht vorhanden ist.

Die zweite Gruppe, die sich hinsichtlich der TGF-B1-Konzentration im Serum
signifikant (p = 0,027) von der Gruppe Gesunder unterscheidet, sind Hunde mit
Lungen- oder Leberfibrose. Die Beteiligung von TGF-B1 an der Fibroseentstehung
konnte schon wiederholt gezeigt werden, beispielsweise im Tiermodell, in welchem
die Uberexpression von TGF-B zur Fibrose in Leber, Lunge und Niere fiinrte. Dabei
regt ein Gewebeschaden zu einer verstarkten Produktion und Aktivierung von TGF-
B1 und nachfolgend zu einer vermehrten Ablagerung von extrazellularer Matrix an.
Auch die Gabe von exogenem TGF-B kann ohne Gewebsschaden eine solche
Reaktion auslosen (SANDERSON et al. 1995, KOPP et al. 1996). Fur die Ausbildung
der ,ldiopathischen Lungenfibrose® beim Menschen machten BROEKELMANN et al.
(1991) das Vorhandensein der Wachstumsfaktoren TGF-1 und ,connective-tissue
growth factor” verantwortlich. NORRIS et al. (2005) untersuchten Lungengewebe von
West Highland White Terriern, welche besonders zu Lungenfibrosen neigen. Dabei
beherrschten die Typ-lll-Kollagene das Bild deutlich, fir dessen Synthese die
Autoren das Vorhandensein von TGF-B1 verantwortlich machen. Die vermehrte
Ablagerung von Typ-lll-Kollagenen im frihen Stadium von Lungenerkrankungen mit
interstitieller Fibrose wurde bereits 1985 von RAGHU et al. beim Menschen
beschrieben.

Fur die Entstehung einer Leberfibrose wird ein chronischer Leberschaden in
Verbindung mit einer Ablagerung von extrazellularer Matrix verantwortlich gemacht.
Der Hauptproduzent von extrazellularer Matrix in der Leber sind Ito-Zellen (GABELE
et al. 2003), welche unter dem Einfluss von TGF-B1 aktiviert und in Myofibroblasten
umgewandelt werden (GRESSNER 1994). Mit ihrer Umwandlung exprimieren sie in
der Folge selbst eine Vielzahl von wichtigen Zytokinen, darunter TGF-B1 und
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sezernieren ,tissue inhibitor of metalloproteinases 1% sodass der Abbau der neu
produzierten extrazellularen Matrix verlangsamt wird (IREDALE et al. 1992). Der
Anstieg von TGF-B1 bei Hunden mit Leberfibrose wurde bereits von NEUMANN et al.
(2008) beschrieben.

In der klinischen Diagnostik konnte TGF-B1 somit als Fibrose-Marker eingesetzt
werden. Bisher ist die definitive Diagnose einer Lungen- oder Leberfibrose nur Uber
die histopathologische Untersuchung einer entsprechenden Gewebeprobe maoglich.
Fur die Leberfibrose gilt die Biopsieentnahme immer noch als Goldstandard
(AFDHAL u. NUNES 2004). Die histopathologische Untersuchung hat den Vorteil,
dass mit ihrer Hilfe weiterhin die Ursache des Leberschadens sowie der Grad der
Fibrose eingeschatzt werden kann (BATALLER u. BRENNER 2005). Die Biopsie
muss jedoch in einem invasiven Verfahren, entweder im Rahmen einer
Thorakotomie/Laparatomie oder MRT-/CT-/Ultraschall-gestitzt mittels Trucut-Biopsie
entnommen werden, welche zusatzlich noch einer Narkose bedarf, die bei
eingeschrénkter Funktion der Zielorgane Lungen und Leber ein erhdhtes Risiko
darstellt. Zum anderen stellt eine mittels Trucut-Biopsie gewonnene Gewebeprobe
nur einen kleinen Ausschnitt des bioptierten Organs dar. Somit ist fur die Zukunft zu
prufen, ob die Untersuchung von TGF-B1 aus dem Serum den invasiven Eingriff
ersetzen kann oder ergdnzend zum Abschatzen des Grades einer Fibrose
herangezogen werden kann. Zusatzlich ist auch der Einsatz des TGF-B1-Spiegels
als Verlaufsparameter einer antifibrotischen Therapie zu Uberprifen. Hier ist

beispielsweise an den Einsatz von ACE-Hemmern zu denken.

Uneinheitlich in ihrer Auspragung zeigten sich die Werte der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen, der Pankreatitiden sowie der Hepatopathien. Wahrend einzelne
Hunde deutlich erhdohte Werte zeigten, kamen bei anderen auch Werte weit unter
denen von Gesunden vor. Diese Schwankungen stellen moglicherweise die Aktivitat
der Erkrankung dar, konnen aber auch Ausdruck des zugrunde liegenden
Pathomechanismus sein. Insbesondere bei den entziindlichen Darmerkrankungen ist
eine autoimmune Genese bekannt, von welcher in der Humanmedizin gezeigt

werden konnte, dass sie mit einer Erniedrigung von TGF-B1 einhergeht
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(PRUD'HOMME 2007). Entscheidend fur die vorliegende Arbeit ist, dass
exemplarisch die differentielle Regulation von TGF-B1 im Serum gezeigt werden
konnte. Die Bedeutung des unterschiedlichen Vorkommens muss jedoch an

wesentlich grofl3eren, gut charakterisierten Kollektiven tberprift werden.

Interessanterweise zeigte sich eine enge Korrelation zwischen TGF-B1 und der
Thrombozytenzahl (1 = 0,39). Dies wirft natirlich die Frage auf, ob die gefundenen
Korrelationen zwischen den Erkrankungen und dem gemessenen TGF-B1 auf der
Zahl der Thrombozyten beruht. Bisher gibt es keine publizieten Daten, die das TGF-
B1 aus Thrombozyten in einen funktionellen Zusammenhang mit einer Erkrankung
stellen. Einzig im Rahmen des metabolischen Syndroms werden Thrombozyten

immer wieder in Zusammenhang mit Diabetes mellitus erwahnt.

Auch Uber eine prognostische Bedeutung der Thrombozytenzahl ist nichts bekannt.
Somit sind weiterer Untersuchungen zur Validierung dieser Daten notwendig.
Letztlich musste fur die Etablierung eines Biomarkers auch nicht zwingend ein
funktioneller Zusammenhang vorliegen. Entscheidend wére der pradiktive Wert der

Thrombozytenzahl.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der verwendete ELISA DB100B
“Quantikine Human TGF-B1 Immunoassay“ (Fa. R & D Systems, Minneapolis, USA)
gut zum Nachweis von caninem TGF-B1 aus Serum geeignet ist. Eine Bestimmung
im Plasma ist ebenfalls moglich. Aufgrund der zahlreichen negativen Werte ist die
Verwendung wahrscheinlich nur in Untergruppen sinnvoll, die im Rahmen dieser
Arbeit nicht weiter eingegrenzt wurden. Die hachgewiesene Stabilitat der Messungen
Uber einen Zeitraum von 10 Wochen bei ca. -80°C ermdglicht das Sammeln von

Proben und wiirde somit auch den Einsatz in nur seltenen Féllen rechtfertigen.

Anhand des vorliegenden Kollektivs gesunder Hunde wurde der Referenzwert fir
TGF-B1 im Serum auf 29,1-48,6 ng/ml festgelegt. Ein genereller Unterschied
zwischen gesunden und kranken Hunden (mit internistischer Grunderkrankung) lief3

sich nicht finden. Dies war jedoch aufgrund der mdglichen Uber- aber auch
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Unterexpression von TGF-B1 nicht weiter verwunderlich. Signifikant erhohte Werte
zeigten sich for Hunde mit Diabetes mellitus (p = 0,0161) oder Leber- und
Lungenfibrosen (p = 0,027). Dieser aus der Humanmedizin bekannte Unterschied
konnte somit erstmals bei Hunden nachgewiesen werden und ist am ehesten auf die
profibrotischen Effekte von TGF-B1 zurlckzufuhren. In den weiteren von uns
untersuchten groReren Krankheitsgruppen wie Niereninsuffizienzen, entzindlichen
Erkrankungen, Hepathopathien und Neoplasien fanden sich keine signifikanten
Korrelationen. Ein prinzipieller Ausschluss hinsichtlich eines Zusammenhanges mit
TGF-B1 und diesen Erkrankungsgruppen kann hier jedoch nicht erfolgen, da
aufgrund der geringen Fallzahlen einzelne Krankheitsbhilder zusammengefasst
wurden. Interessanterweise findet sich neben dem TGF-B1-Spiegel auch die
Thrombozytenzahl signifikant mit Diabetes mellitus bzw. Lungen- und Leberfibrosen
korreliert. Da TGF-B1 in den Granula von Thrombozyten vorkommt, bleibt im
Rahmen dieser Arbeit offen, ob diese Korrelation die Freisetzung im Rahmen der
Gerinnung widerspiegelt und mdgliche funktionelle Zusammenhéange zwischen den

Thrombozyten und den jeweiligen Krankheitsbildern darstellt.

Die Beantwortung der Bedeutung der Thrombozyten sowie die Validierung dieser

Daten missen nun im Rahmen anschlieRender Validierungsstudien erfolgen.
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6 Zusammenfassung

Sonja Gaedcke

Untersuchungen zur Analytik und diagnostischen Aussagekraft von IL-6 und
TGF-31 beim Hund

Zytokine sind regulative Proteine, die fir den Zellzyklus und die Differenzierung
sowie die Immunantwort verantwortlich sind. lhre Beteiligung an zahlreichen
Erkrankungen ist wiederholt gezeigt worden. Die Gewinnung regulativer Zytokine aus
dem Blut von Hunden wirde somit einen leicht zugénglichen Biomarker darstellen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Bedeutung von IL-6 und TGF-B1 bei
internistischen Erkrankungen des Hundes zu untersuchen und ihre mogliche

Bedeutung fur den veterinarmedizinischen Alltag zu prifen.

Zwischen April 2008 und Mai 2010 wurden in der Kleintierklinik des Tierarztlichen
Instituts der Universitat Gottingen insgesamt 227 Hunde mit kommerziell
erwerblichen ELISA Kits hinsichtlich IL-6 bzw. TGF-B1 im Blut untersucht. Im Vorfeld
wurde zunachst die Lagerungsstabilitdt Uber einen Zeitraum von 10 Wochen bei -
20°C bzw. -80°C untersucht und unterschiedliche Messergebnisse hinsichtlich
Plasma und Serum als Ausgangsmaterial ausgewertet. Anhand der Untersuchung
einer Gesundgruppe wurden Referenzwerte festgelegt und Unterschiede der IL-6-
und TGF-B1-Konzentration in Abhangigkeit der verschiedenen Krankheiten

ausgewertet.

IL-6 wurde bei 163 Hunden untersucht, von denen 45 als gesund und 118 als krank
eingestuft wurden. IL-6 zeigte unter Lagerung Uber einen Zeitraum von 10 Wochen
bei -20°C keinen Konzentrationsanstieg. Der Nachweis von IL-6 gelang bei nur 27
der 118 kranken (22,9 %) und einem gesunden Hund. Entsprechend signifikant war
die Messung von IL-6 mit dem Vorliegen einer Erkrankung assoziiert. Wenngleich
aufgrund der geringen Zahl positiver IL-6-Félle statistische Aussagen nur
eingeschrankt moglich sind, so zeigten sich erhohte IL-6-Werte dennoch vermehrt

bei Entziindungen und Erkrankungen mit Begleitentziindungen.
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Die TGF-B1-Konzentration wurden bei 169 Hunden untersucht, 67 waren gesund und
102 krank. Die Werte zeigten sich unabhangig von der Dauer der Lagerung konstant.
Anhand der Serummessungen konnte ein Referenzbereich von 29,1 - 48,6 ng/ml
aufgestellt werden. Hunde mit entztndlichen oder neoplastischen Erkrankungen
sowie Hepatopathien ohne erkennbare Fibrosen wiesen keine signifikant veranderten
TGF-B1-Serumkonzentrationen im Vergleich zur Referenzgruppe auf. Dagegen
zeigte sich bei Tieren mit fibrotischen Erkrankungen, wie Leberfibrosen oder
Lungenfibrosen (p = 0,027), sowie Hunden mit Diabetes mellitus (p = 0,016) ein
signifikanter Anstieg von TGF-B1 im Serum. Ebenfalls hoch signifikant bot sich die

Korrelation zwischen TGF-B1-Expression und der Thrombozytenzahl.

TGF-1 und IL-6 stellen beide interessante Zytokine bei internistischen
Erkrankungen des Hundes dar. Wahrend TGF-B1 Uberwiegend bei fibrotischen
Prozessen und dem Diabetes mellitus eine Rolle zu spielen scheint, ist die IL-6-
Konzentration im Rahmen entzindlicher Erkrankungen bzw. im Rahmen
entzundlicher Begleitprozesse erhoht. In den weiterfuhrenden Untersuchungen
bedarf es einer gesonderten Betrachtung der Rolle der Thrombozyten im
Zusammenhang mit TGF-B1. Fur IL-6 ist die anscheinend rasche Regulation zu
berticksichtigen. Der eingesetzte ELISA ist im klinischen Alltag leicht anzuwenden.
Die Validierung des zusétzlichen Nutzens bzw. der Uberlegenheit dieser Parameter
gegenuber herkdbmmlichen Parametern, wie z. B. dem CRP, muss jedoch noch in

weiteren Studien belegt werden.
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Sonja Gaedcke

Investigation of analytic and diagnostic utility in canine IL-6 and TGF-31

Cytokines are regulatory proteins that are involved in cell-cycle, differentiation as well
as the modulation of the immune system. They have repeatedly been shown to be
involved in several malignancies. Analyzing these cytokines in canine blood would
represent well and easy accessible biomarkers. Aim of this work was to elucidate the
importance of IL-6 and TGF-B1 in canine internal diseases and to analyze its

possible influence on routine veterinary work.

Between April 2008 and May 2010 a total of 277 dogs were screened at the Institute
of Veterinary Medicine of the University of Goettingen. A commercial available ELISA
Kit for IL-6 or TGF-B1 was used to assess the blood concentration. Prior to these
analyzes their stability for long-term storage was assessed and concentrations in
serum and plasma were compared. Based on a group of healthy dogs the normal
expression values were determined. Finally differences between these and dogs that

were treated for internal diseases were compared.

IL-6 was assessed in 163 dogs, 45 were considered as healthy. Stored at -20°C the
concentrations remained stable for at least 10 weeks. Only 27 of 118 (22.9 %) dogs
with an internal disease showed a positive IL-6 measurement as well as one healthy
dog. According to these differences the positive measurement of IL-6 was highly
significant associated with the presence of an internal disease. Although a profound
statistical analyses of the different disease was not possible, due to the low number
of affected dogs, a certain overlap between inflammatory diseases or disease that

were accompanied by inflammatory processes and increased IL-6 were seen.

TGF-B1 concentration was assessed in 169 dogs, 102 were considered to have an
internal disease. Independently form the time of storage the concentrations remained
constant at -80°C. Based on serum measurements of 67 healthy dogs a
concentration between 29.1- 48.6 ng/ml was considered as normal. Dogs with an
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inflammatory, neoplastic or hepatic disease (without fibrosis) did not show elevated
or decreased levels of TGF-B1. However, in the group of fibrotic diseases (p = 0.027)
and diabetes mellitus (p = 0.016) a significant increase of TGF-B1 in the serum was

detected. Interestingly a correlation of TGF-31 and platelet count was found.

TGF-B1 and IL-6 are both interesting cytokines concerning canine internal diseases.
While an increase of TGF-B1 was primarily found in fibrotic diseases and diabetes
mellitus, IL-6 were detected along with inflammatory processes. Along with the
validation of these findings the advantage of both markers, especially with respect to
existing markers need to be validated. Furthermore the importance of the platelets
needs to be further assessed in the context of TGF-B1. For IL-6 its regulation needs
to be further analyzed. With respect for the routine assessment of IL-6 and TGF-31

both assays performed well.
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Tabelle 6: Diagnosen der Hunde mit IL-6-Konzentrationen [pg/ml]

Tier Nr. | IL-6 Diagnose

3 0 Diabetes mellitus

18 0 Gesund

19 0 Gesund

20 0 Gesund

21 0 Gesund

22 0 Gesund

23 0 Gesund

32 0 Gesund

34 0 Gesund

36 50 Morbus Addison

37 0 Malignes Lymphom

39 0 Leydig-Zelltumor

40 149 Hamangiosarkom

42 0 Osteomyelitis

43 0 Exokrine Pankreasinsuffizienz
45 0 Niereninsuffizienz

46 0 Pyometra

47 0 Leberzelldegeneration

48 0 Gesund

49 0 Malignes Lymphom

50 59 Pyometra

51 0 Lymphoplasmazellulare Gastritis und Jejunitis
52 1398 Canine Ceroid Lipofuszinose
53 182 Leberzelldegeneration

54 194 Leberzelldegeneration

55 0 Anaplasmose

56 0 Eitrige Zahnwurzelentziindung
58 19 Sialozele

59 0 Perikarderguss

60 13 Hamangiosarkom

61 0 V. a. Lungenfibrose

62 0 Gallengangskarzinom

63 0 Aspirationspneumonie

64 0 Nekrosen im Gekrose und Leberparenchym
65 0 Eosinophile und lymphoplasmazellulare Enteritis
66 0 Niereninsuffizienz

67 0 Benigne Milzhyperplasie
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68 0 Rhabdomyosarkom

69 0 Leberkarzinom

70 0 V. a. Lungenfibrose

71 0 Diabetes mellitus

72 0 Pankreatitis

73 0 Wundheilungsstérung nach OHE
74 0 Lymphoplasmazellulare und follikulare Gastritis
76 0 Pankreatitis

78 0 Niereninsuffizienz

81 0 Morbus Cushing

82 0 Pankreatitis

83 0 Anamie

84 0 Ubergangsepithelkarzinom der Urethra
85 0 Anamie

86 0 Myasthenia gravis

87 0 Diabetes mellitus

88 21 Idiopathische Epilepsie

89 29 Peritonitis

90 0 Diabetes mellitus

91 0 Lymphatische Leukamie

92 0 Protein-loosing-enteropathy

94 7 Mastozytom, Grad Il-1lI

95 0 Mastozytom, Grad Il

96 412 Pankreatitis

97 0 Torsio Ventriculi

98 0 Niereninsuffizienz

100 1680 Niereninsuffizienz

101 8 Niereninsuffizienz

102 0 Diabetes mellitus

103 0 Mammatumor, nicht naher differenziert
104 0 Sarkoptesraude

105 130 Fieber unbekannter Genese

106 0 Enteritis

107 55 Adenokarzinom der Mamma
108 0 Malignes Lymphom

110 0 Myelotische Leukamie

111 0 Chronische Hepatitis

112 0 Lymphoplasmazelluléare Enteritis
113 127 Adenokarzinom der Mamma
114 0 Lymphoplasmazellulare Enteritis
115 0 Malignes Lymphom

116 0 Leberzelldegeneration
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117 0 Gesund

118 0 Leberzelldegeneration
119 0 Gesund

120 0 Gesund

121 0 Herzbasistumor

122 0 Gesund

123 0 Niereninsuffizienz

124 0 Eosinophile Enteritis
125 0 Gesund

126 0 Gesund

127 0 Gesund

128 0 Gesund

129 0 Gesund

130 0 Gesund

131 0 Gesund

132 0 Gesund

133 0 Gesund

134 0 Infektion, nicht naher differenziert
135 0 Gesund

136 0 Anamie

137 0 Gesund

139 0 Hypothyreose

140 0 Diabetes mellitus

141 0 Leberzelldegeneration
142 0 Neuropathie

143 0 Gesund

144 0 Morbus Cushing

145 0 Vomitus

146 197 Rezidivierende Tonsilitis
147 0 Gesund

148 0 Gesund

149 0 Leberzelldegeneration
150 0 Gesund

151 0 Gesund

152 0 Gesund

153 0 Torsio Ventriculi

154 0 Inselzellkarzinom

155 0 Harnwegsentziindung
156 0 Benigne Milzhyperplasie
157 0 Gesund (Verlaufsmessung OHE)
158 36 Ubergangsepithelkarzinom der Urethra
159 0 Torsio Ventriculi
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160 21 Niereninsuffizienz

161 0 Lungentumor, nicht weiter differenziert
162 42 Benigne Milzhyperplasie

163 0 Morbus Cushing

164 0 Ductales Papillom der Mamma
165 0 Portocavaler Shunt

166 0 Enteritis

167 0 Malignes Lymphom

169 0 Harnwegsentziindung

171 0 Hamangioperizytom

172 26 Prostataabszess

173 99 Pyometra

174 28 Pyometra

176 0 Gesund

177 0 Gesund

178 0 Gesund

179 0 Gesund

180 0 Harnblasenpolyp

181 0 Gesund

182 0 Gesund

183 0 Niedrig differenziertes Sarkom der Milz
184 0 Gesund

185 0 Gesund

186 0 Gesund

187 0 Pyometra

188 0 Adenokarzinom der Mamma
189 27 Gesund

190 41 Ulzerative Gastritis

191 2828 Aspirationspneumonie

192 0 Gesund

193 0 Gesund

194 0 Lymphoplasmazelluléare Enteritis
195 0 Lungentumor, nicht weiter differenziert
196 0 Gesund

197 0 Diabetes mellitus

198 0 Gesund

199 0 Mastozytom, Grad |

200 24 Perikarderguss

201 0 Pyometra

202 0 Hamangiosarkom

203 0 Leberfibrose

204 0 Nekrotisches Milzgewebe
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Tabelle 7: Demographische Daten der Hunde mit IL-6 Messungen

Eigenschaften

gesund (n = 45)

krank (n = 118)

Hunderassen
Mischlinge

Retriever

Terrier

Vorstehhunde

Teckel

Deutsche Schaferhunde
Hatehunde

andere (< 3 Hunde pro
Rasse)

Geschlecht

Mannlich
Intakt
Kastriert

Weiblich
Intakt
Kastriert

Alter

< 4 Jahre

4 -7 Jahre
8 - 11 Jahre
> 11 Jahre

17 (37,8 %)
7 (15,6 %)
5 (11,1 %)
0

0
0
0
16 (35,6 %)

21 (46,7 %)
15 (71,4 %)
6 (28,6 %)

24 (53,3 %)
17 (70,8 %)
7 (29,2 %)

32 (71,1 %)
10 (22,2 %)
3 (6,7 %)

0 (0 %)

38 (32,2 %)

11 (9,3 %)

14 (11,9 %)
8 (6,8 %)
6 (5,1 %)
6 (5,1 %)
5 (4,2 %)

30 (25,4 %)

61 (51,7 %)
43 (70,5 %)
18 (29,5 %)

57 (48,3 %)
24 (42,1 %)
33 (57,9 %)

14 (11,9 %)
19 (16,1 %)
51(43,2 %)
34 (28,8 %)

Tabelle 8: Rassenverteilung gesunder Hunde bei IL-6-Messung mit 3 und weniger

Vertretern.
Rasse Anzahl je Rasse (%) |gesamt
Bracken, Hutehunde, Schaferhunde 3 (6,7 %) 6,7
Molosser 2 (4,4 %) 4.4
Grol3pudel, Hannoverscher Schwei3hund, Lhasa
1 (2,2 %) 11,1
Apso, Appenzeller Sennenhund, Langhaarteckel
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Tabelle 9: Rassenverteilung kranker Hunde mit IL-6-Messung mit 3 und weniger

Vertretern
Rasse Anzahl je Rasse (%) | gesamt
Boxer, Briard, Pudel 3 (2,5 %) 9
Beagle, Deutscher Wachtelhund, Molosser, 2 (1,7 %) 8
Sennehund
Beauceron, Bernhardiner, Dachsbracke, Chow 1 (0,85 %) 13

Chow, Deutsche Dogge, Dobermann, Hovawart,
Kaukasischer Owtscharka, Mops, Neufundlander,

Puggle, Rhodesian Ridgeback und Rottweiler

Tabelle 10: Erkrankungen, die nur bei 3 und weniger Hunden mit IL-6-Bestimmung

aufgetreten sind

Erkrankung ErkAr\grfszlnjge(n) gesamt
Morbus Cushing, Torsio ventriculi, Anamie, benigne 3 12
Milzhyperplasie

Lungenfibrose, Krampfanfall 2 4
Perikarderguss, Fieber unklaren Ursprungs, Morbus

Addison, exokrine Pankreasinsuffizienz,

portocavaler Shunt, hochgradig nekrotisches

Milzgewebe, Milzhyperplasie durch Ausweitung der

extramedullaren Hamatopoese, Leberfibrose, 1 18

Myasthenia gravis, Sarkoptesraude, Husten, unklare
Infektionskrankheit (V. a. Anaplasmose),
Hypothyreose, Neuropathie, Lebernekrosen,

Sialozele, Harnblasenpolyp, Vomitus
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Tabelle 11: perioperative IL-6-Konzentrationen

Patient Art der Operation IL-6 Konzentration [pg/ml]
2h 4 h
vor OP Ende nach nach 24 h nach
OoP op op OP

117 OHE 0 0 0 k. W. K. W.
119 OHE 0 0 0 k. W. K. W.
120 OHE 0 0 0 k. W. K. W.
122 OHE 0 0 0 0 K. W.
143 OHE 0 0 0 0 K. W.
156 Splenektomie 0 0 0 0 K. W.
157 OHE 0 0 7 k. W. 0
166 Enterotomie 0 0 0 k. W. 426
169 Zystotomie 0 0 0 k. W. 0
174 OHE bei Pyometra 28 28 28 k. W. 0
181 OHE 0 0 0 0 0

(OP — Operation, OHE- Ovarhyster-ektomie [zur Fertilitatskontrolle, wenn nicht
anders angegeben], k. W. — keine Werte)

Tabelle 12: Erkrankungen der Hunde mit TGF-B7-Konzentrationen [ng/ml]

Tier Nr. | TGF-B1 Diagnose

1 25,9 Benigne Milzhyperplasie
2 38,0 Benigne Milzhyperplasie
3 23,9 Diabetes mellitus

4 28,8 Gesund

6 32,9 Gesund

7 27,2 Gesund

8 41,2 Gesund

9 44,8 Gesund

10 53,1 Gesund

11 26,4 Gesund
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12 41,5 Gesund
13 46,0 Myasthenia gravis
14 48,5 Gesund
15 29,2 Gesund
16 40,8 Gesund
17 30,9 Gesund
18 40,6 Gesund
19 40,8 Gesund
20 33,5 Gesund
22 33,8 Gesund
23 34,6 Gesund
24 37,0 Lungenproblematik
25 39,2 Gesund
26 31,5 Gesund
27 29,3 Gesund
28 32,4 Gesund
29 38,6 Gesund
30 39,8 Gesund
31 37,5 Gesund
32 41,4 Gesund
33 41,9 Leberzelldegeneration
34 40,2 Gesund
35 38,2 Gesund
36 37,8 Morbus Addison
37 33,5 Malignes Lymphom
38 52,5 Lebertumor, nicht weiter differenziert
39 50,3 Leydig-Zelltumor
40 21,0 H&mangiosarkom
41 44,7 Karzinom der Mamma
42 25,4 Osteomyelitis
43 29,5 Exokrine Pankreasinsuffizienz
45 28,5 Niereninsuffizienz
46 22,0 Pyometra
47 19,6 Leberzelldegeneration
48 7,8 Gesund
49 23,2 Malignes Lymphom
50 4,2 Pyometra
51 16,3 Lymphoplasmazellulare Gastritis und Jejunitis
52 7,3 Canine Ceroid Lipofuszinose
53 3,8 Leberzelldegeneration
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54 19,9 Leberzelldegeneration
55 16,5 Anaplasmose
56 36,5 Eitrige Zahnwurzelentziindung
57 18,8 Leberzelldegeneration
58 14,3 Sialozele
59 13,8 Pericarderguss
60 19,5 Hamangiosarkom
61 32,6 V. a. Lungenfibrose
62 48,5 Gallengangskarzinom
63 24,2 Aspirationspneumonie
64 85,1 Nekrosen im Gekrése und Leberparenchym
65 24,0 Eosinophile und lymphoplasmazellulare Enteritis
66 29,6 Niereninsuffizienz
67 65,1 Benigne Milzhyperplasie
68 40,5 Rhabdomyosarkom
69 61,9 Leberkarzinom
70 91,2 V. a. Lungenfibrose
71 82,6 Diabetes mellitus
72 28,3 Pankreatitis
73 69,7 Wundheilungsstérung nach OHE
74 29,5 Lymphoplasmazellulare und follikulare Gastritis
75 61,1 V. a. Lungenfibrose
76 38,3 Pankreatitis
78 249 Niereninsuffizienz
79 64,3 Lebertumor, nicht weiter differenziert
81 65,1 Morbus Cushing
82 37,4 Pankreatitis
84 23,9 Ubergangsepithelkarzinom in der Urethra
85 50,5 Anamie
86 41,5 Myasthenia gravis
87 57,4 Diabetes mellitus
89 48,3 Peritonitis
90 80,2 Diabetes mellitus
91 37,0 Lymphatische Leukamie
92 31,9 Protein-loosing-enteropathy
94 40,7 Mastozytom, Grad II-llI
95 53,5 Mastozytom, Grad II
96 49,3 Pankreatitis
97 18,3 Torsio ventriculi
98 50,8 Niereninsuffizienz
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100 43,2 Niereninsuffizienz
101 3,1 Niereninsuffizienz
102 64,3 Diabetes mellitus
103 43,3 Mammatumor, nicht weiter differenziert
104 42,8 Sarkoptesraude
106 37,9 Enteritis
107 58,9 Adenokarzinom der Mamma
110 28,1 Myelotische Leukamie
111 41,1 Chronische Hepatitis
112 66,5 Lymphoplasmazellulare Enteritis
113 51,0 Adenokarzinom der Mamma
114 55,4 Lymphoplasmazellulare Enteritis
115 31,0 Malignes Lymphom
116 47,6 Leberzelldegeneration
118 53,3 Leberzelldegeneration
119 36,3 Gesund
121 65,6 Herzbasistumor
123 21,0 Niereninsuffizienz
124 55,5 Eosinophile Enteritis
129 57,0 Gesund
131 51,4 Gesund
148 37,4 Gesund
156 31,9 Benigne Milzhyperplasie
185 37,7 Gesund
186 39,5 Gesund
189 32,7 Gesund
192 22,7 Gesund
193 39,9 Gesund
196 44,4 Gesund
197 106,7 Diabetes mellitus
198 50,9 Gesund
202 41,8 Hamangiosarkom
203 54,0 Leberfibrose
204 51,6 Nekrotisches Milzgewebe
206 23,9 Seminom
207 76,3 Lungenfibrose
208 71,2 Hepatitis
209 54,2 Gesund
210 40,3 Gesund
211 24,7 Gesund
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212 52,3 Gesund
213 58,6 Gesund
214 91,3 Pankreatitis
215 32,0 Gesund
216 33,4 Gesund
217 30,6 Gesund
218 37,9 Gesund
220 25,7 Gesund
221 85,7 Diabetes mellitus
223 43,7 Gesund
224 36,7 Gesund
225 24,9 Gesund
226 44,6 Gesund
227 93,0 Leberfibrose
228 46,9 Dermatitis
229 65,7 Gesund
230 46,5 Gesund
231 20,2 Hirntumor, nicht weiter differenziert
232 60,2 Leberzelldegeneration
233 39,9 Vomitus
235 39,8 Adenokarzinom des Colons
236 46,7 Exokrine Pankreasinsuffizienz
237 37,1 Gesund
239 41,2 Gesund
240 35,6 Gesund
241 52,8 histiozytares Sarkom
242 38,8 Gesund
243 43,0 Gesund
244 37,5 Gesund
245 45,9 Hamangioperizytom
246 36,3 Tracheitis/Bronchitis
247 49,9 Gesund
248 33,8 Gesund
249 71,9 Leberzelldegeneration
250 43,0 Gesund
251 37,2 Pyometra
252 34,7 Gesund
253 62,2 Gesund
254 39,8 Gesund
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Tabelle 13: Demographische Daten der Hunde mit TGF-B7-Messung

Eigenschaften

gesund (n = 67)

krank (n = 102)

Hunderassen
Mischlinge

Retriever

Terrier

Vorstehhunde

Teckel

Deutsche Schaferhunde
Wachtelhunde
Hutehunde

andere (< 3 Hunde pro
Rasse)

Geschlecht

maéannlich
intakt
kastriert

weiblich
intakt
kastriert

Alter

< 4 Jahre

4 -7 Jahre
8 - 11 Jahre
> 11 Jahre

24 (35,8 %)
11 (16,4 %)
4 (6 %)
4 (6 %)
0
5 (7,5 %)
5 (7,5 %)
0

14 (21,9 %)

30 (44,8 %)
20 (66,7 %)
10 (33,3 %)
37 (55,2 %)
25 (67,6 %)
12 (32,4 %)

43 (64,2 %)

12 (17,9 %)
9 (13,4 %)
3 (4,5 %)

29 (28,4 %)
8 (7,8 %)
18 (17,6 %)
6 (5,9 %)
8 (7,8 %)
7 (6,5 %)

0
4 (3,9 %)

22 (21,6 %)

57 (55,9 %)
38 (66,7 %)
19 (33,3 %)

45 (44,1 %)
29 (64,4 %)
16 (35,6 %)

10 (9,8 %)

17 (16,7 %)
42 (41,2 %)
33 (32,4 %)

Tabelle 14: Rassenverteilung gesunder Hunde mit TGF-R1-Messung mit 3 oder

weniger Vertretern

Rasse Anzahl je Rasse (%) | gesamt
Beagle, Molosser 2 4
Tiroler Bracke, Dalmatiner, Dobermann, 1 10

Hovawart, Schapendoes, Landseer, Rhodesian

Ridgeback, Rottweiler, Cavalier King Charles

Spaniel, Rauhaarteckel
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Tabelle 15: Rassenverteilung kranker Hunde mit TGF-R31-Bestimmung mit 3 und

weniger Vertretern

Rasse Anzahl je Rasse (%) | gesamt
Boxer, Pudel 3 (2,9 %) 6
Briard, Deutscher Wachtelhund, Berner 2 (2,0 %) 6
Sennenhund

Beagle, Beauceron, Bernhardiner, Dachsbracke, 1 (1,0 %) 10

Deutsche Dogge, Dobermann, Englische Bulldogge,
Neufundlander, Puggel, Whippet

Tabelle 16: Erkrankungen von Hunden mit TGF-R31-Bestimmung als Verschiedene

zusammengefasst
Erkrankung Anzahl je gesamt
Erkrankung (%)
Milzhyperplasie 4
Myasthenia gravis, exokrine Pankreasinsuffizienz 2 4
Morbus  Cushing, immunhamolytische  Anamie, 1 13

Anaplasmose, unspezifische  Lungenerkrankung,
Torsio ventriculi, Morbus Addison, Lebernekrosen,
Perikarderguss, Sarkoptesraude, Sialozele,
chronisches Erbrechen, zerebrales Anfallsleiden,

nekrotisches Milzgewebe
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Referenzwerte Hamatologie Abbott Cell-Dyn®3500R/Abbott Cell-Dyn®3700 (Fa.

Abbott GmbH & Co KG, Wiesbaden)

Messwert Referenzwert
WBC 6 - 12 K/ul
NEU 55-75%
LYM 13-33%
MONO 0-5%

EOS 0-4%
BASO 0-1%
Messwert Referenzwert
RBC 5,5-8,5 M/l
HGB 15-19 g/dl
HCT 44 - 52 %
MCV 60 - 77 fL
MCH 17 - 23 pg
MCHC 31 - 34 g/dl
PLT 200 - 400 K/ul

Referenzwerte Klinische Chemie Konelab 20i (Fa. Thermo Fischer Scientific Inc.,

Dreieich)

Messwert Referenzwert
Glucose 70 - 120 mg/dl
Fructosamin 0 - 370 pmol/l
Gallensauren 0 - 20 pmol/l
GLDH 0-9,5Ul/
ALT 0-55Ul/

AST 0-41 U/
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T-BIL 0-0,4 mg/dl
alkalische Phosphatase 0 - 150 U/l
Gesamteiweil} 54-7,5 g/l
Albumin 2,5-4,4 g/dl
Kreatinin 0,4 - 1,4 mg/dl
Harnstoff 20 - 50 mg/dI
Calcium 2,3 - 3,0 mmol/l
Phosphor 0,7 - 1,6 mmol/l
Alpha-Amylase 0 - 1056 U/l
Cholesterin 120 - 390 mg/dl
Lipase 0 - 300 U/l
Kreatinkinase 0-100 U/
Kalium 3,5-5,1 mmol/l
Natrium 140 - 155 mmol/l
CRP 0 - 15 mg/l
Globulin 2,51 - 4,51 g/dI

Referenzwerte SCA 2000 (Fa. Synbiotics, San Diego, California)

Messwert Referenzwert
PT 12 - 17 sec
PPT 71 -102 sec
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