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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Die Diagnostik von chronischen Magen-Darm-Erkrankungen beim Hund stellt eine
grolBe Herausforderung dar. Eine ausfihrliche Anamnese ist sehr wichtig, um
Anhaltspunkte Uber die Atiologie und Pathogenese einer Erkrankung zu erhalten.
Haufig ergeben die klinische Untersuchung, Blut- und Kotuntersuchungen keine
spezifischen Diagnosekriterien fir die enterale Krankheit. Rontgen- und Ultra-
schalluntersuchungen sind wichtige diagnostische Hilfsmittel, kbnnen aber zumeist
ebenfalls zu wenig spezifische Informationen Uber Veranderungen der gastro-
intestinalen Mukosa liefern. Die endoskopische Untersuchung hingegen erlaubt eine
direkte Beurteilung der Schleimhaut (GUILFORD 1990). Mit der Beschreibung von
morphologischen Verdnderungen der Mukosa ist meist aber noch keine exakte
Diagnosestellung mdoglich, weshalb die Entnahme von Biopsien und deren

histologische bzw. zytologische Untersuchung notwendig sind (HAPPE 1985).

Die histologische Untersuchung der Biopsien gilt als der Goldstandard bei der
Beurteilung von Darmerkrankungen. Hierbei vergeht aber fur den praktischen
Tierarzt héaufig wichtige Zeit, bevor die Diagnose vorliegt und die Behandlung
beginnen kann. Ein schnellerer Weg ist die Zytologie, das heif3t die Untersuchung
von nur einzelnen, aus dem Gewebeverband heraus gelosten Zellen. Mit dieser
Methode gelingt es moglicherweise besser zellulare Verdnderungen, wie die
prozentuale Verteilung von Entziindungszellpopulationen objektiv zu erfassen. In
einer ersten Studie bei Hunden bewerteten JERGENS et al. (1998) zytologische
Praparate, die mit der Bursten- und Abklatschmethode hergestellt wurden. Diese
Ergebnisse zeigen eine viel versprechende Ubereinstimmung mit der parallel

durchgeflihrten Histologie.

Ein Problem bei der gastrointestinalen Zytologie wie auch der Histologie stellt die
Definition bzw. Graduierung der pathologischen Befunde dar. Bis heute gibt es keine
genauere Evaluierung der zytologischen Diagnostik des Magen-Darm-Kanals beim
Kleintier. Haufig werden humanmedizinische zytologische beziehungsweise
histopathologische Kriterien herangezogen. Die Diagnose unterliegt in hohem Masse

der subjektiven Einschatzung und der Erfahrung des Untersuchers.



EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Ziele der vorliegenden Arbeit waren daher:

1.

Beschreibung des physiologischen Zellbildes von Abklatschpraparaten
endoskopisch gewonnener Darmbioptate des gesunden Hundes
Quantifizierung der Zellpopulationen und Erstellung zytologischer Referenz-
bereiche

Beschreibung der Anordnung von Entztindungszellen im Verhaltnis zum
Darmepithel

Untersuchung des Alterseinflusses der Hunde auf die verschiedenen Ent-

zuindungszellpopulationen
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Endoskopie
2.1.1 Grundlagen

Die endoskopische Untersuchung des Magen-Darm-Traktes bei Kleintieren erfolgt
Uberwiegend mit flexiblen Optiken, deren Spitzen in vier Richtungen beweglich sind
und die einen AufRendurchmesser von mindestens 7 mm aufweisen. Man unter-
scheidet das Faserendoskop vom Videoendoskop. Die bild- und lichtleitenden
Komponenten des flexiblen Faserendoskopes bestehen aus Blndeln optischer
Glasfasern. An jedem Ende der Faserbiindel ist ein Linsensystem lokalisiert, das
entscheidend zur Bildqualitat beitragt. Gastrointestinale Faserendoskope bestehen
aus dem Insertionstubus, dem Handstick und dem Lichtleitkabel, das die
Verbindung zur Lichtquelle herstellt. Der Tubus enthalt die lichtleitenden und
bildgebenden Biundel und ein oder zwei Arbeitskandle, durch die Biopsie- und
Fremdkorperfasszangen, Zytologiebursten, Absaugrohrchen oder Diathermie-
schlingen eingefuhrt werden kénnen. Im Gegensatz zu den Faserendoskopen wird
beim Videoendoskop das Bild von einem CCD-Chip (Charge Coupled Device-Chip)
an der Endoskopspitze registriert, elektronisch umgewandelt und auf einen Monitor
Ubertragen. Vorteile sind eine bessere Bildqualitdt und die Unabhangigkeit von
Faserbrichen (JONES u. GROSS 1990).

2.1.2 Gastroduodenoskopie
2.1.2.1 Vorteile und Nachteile

Die Gastroduodenoskopie ist eine ideale Ergdnzung zu anderen bildgebenden
Verfahren. Gerade fir die Diagnostik von mukosalen Magen- und Darmerkrankungen
oder fir den Nachweis luminaler Massen ist die Endoskopie eine relativ wenig
invasive Methode. Zusatzlich kdnnen Schleimhautbiopsien zur weiteren Unter-
suchung entnommen werden. Die endoskopische Biopsieenthahme benétigt eine
kirzere Anasthesiedauer als die chirurgische Biopsie und die H&aufigkeit der peri-

bzw. postoperativen Komplikationen ist wesentlich geringer (HITT 1995).

Funktionelle Veranderungen, wie zum Beispiel Motilitatsstérungen, Hypersekretion,

subzellulare Defekte und morphologische Verdnderungen in der Muskularis und

Submukosa sind allerdings nicht nachweisbar (GUILFORD 1990). Von Nachteil ist
3
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weiterhin, dass nur proximale Darmanteile mit dem Endoskop erreicht werden
konnen (HITT 1995). Bei einigen Erkrankungen, wie zum Beispiel dem skirrhdsen
Karzinom, ist das Gewebe zu derb fiir die Biopsieentnahme (WILLARD et al. 2001).
Um eine ausreichende GrolRe der Biopsien zu gewahrleisten, wird ein
AulRendurchmesser des Endoskops von mindestens 9 mm mit einem Arbeitskanal
von 2,8 mm empfohlen (WILLARD et al. 2001). Diese Grol3e ist allerdings bei
Patienten mit einer Korpermasse von weniger als 7 kg schwer anzuwenden
(WILLARD et al. 2001).

Bei der chirurgischen Biopsieentnahme kdnnen im Gegensatz dazu alle Anteile des
Darmes in der gesamten Lange inspiziert und ,Fullthickness“-Biopsien gewonnen
werden, die alle Schichten der Darmwand enthalten (WILLARD et al. 2001).

2.1.2.2 Indikationen und Kontraindikationen

Indikationen fur eine Gastroduodenoskopie sind Zeichen einer Magen-Darm-
Erkrankung, die mit Salivation, Vomitus, Diarrhoe, Hamatemesis, Meldna oder
Anorexie besonders bei chronischem Verlauf einhergehen kénnen. Zum Ausschluss
metabolischer Erkrankungen sollten eine ausfuhrliche Anamnese, eine klinische
Untersuchung, ein komplettes Blutbild, ein blutchemisches Profil, eine Urinanalyse,
Kotuntersuchungen sowie abdominale R&ntgenaufnahmen und sonographische
Untersuchungen des Abdomens durchgefihrt werden (TAMS 1990).

Die haufigste Kontraindikation ist ein erhéhtes Narkoserisiko bei Patienten mit
schwerwiegenden Allgemeinerkrankungen. Komplikationen, die durch die
Endoskopie selbst entstehen, wie eine Perforation der Darmwand sind selten
(GUILFORD 1990). Bei Tieren mit einer erhohten Blutungsneigung besteht die
Gefahr groRRerer Blutverluste als Folge des iatrogenen Traumas bei der
Biopsieentnahme (JOHNSON u. TWEDT 1977).

2.1.2.3 Vorbereitung des Patienten

Fur eine gute Beurteilbarkeit der endoskopischen Untersuchung ist eine gute
Patientenvorbereitung notwendig. Wahrend einige Autoren einen Futterentzug von
36 Stunden vor der Gastroduodenoskopie empfehlen, beschranken sich andere auf
eine Fastenzeit von 12 bis 24 Stunden (HAPPE u. VAN DER GAAG 1983;
GUILFORD 1990; ROTH et al. 1990a; HITT 1995). Eine Andasthesie ist fur alle

4
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endoskopischen Eingriffe notig. In Abhangigkeit von der Konstitution des Patienten
sollte man sich fir ein standardisiertes Anasthesieprotokoll entscheiden (JONES
1990). JOHNSON u. TWEDT (1977) nutzen Uublicherweise eine Narkoseeinleitung
mit Oxymorphon und Atropin intravendés und zur Erhaltung die Inhalation von
Lachgas und Halothan. In neueren Studien wird belegt, dass vor allem Atropin, mit
und ohne Kombination mit Morphinen und auch Metoclopramid die Passage durch
den Pylorus durch eine Steigerung des Pylorustonus signifikant erschweren (TAMS
1990; MATZ et al. 1991; MONROE et al. 1992; DONALDSON et al. 1993).

2.1.2.4  Durchfuhrung der endoskopischen Untersuchun g

Der Patient wird in linker Seitenlage gelagert. Das ermdglicht, alle Regionen des
Magens zu untersuchen und vereinfacht die Passage durch das Antrum und den
Pylorus in das Duodenum (TAMS 1990). Die Gastroskopie schlief3t sich der
Osophagoskopie an. Die Gastroskopie sollte nach einem festen Schema erfolgen,
damit alle Abteilungen des Magens untersucht werden (siehe Abb. 1 und 2). Durch
die Kardiadffnung erreicht das Endoskop die Magenhéhle. Beim Weiterschieben des
Endoskopes entlang der grof3en Kurvatur gelangt man dber das Antrum zum
Pylorus. Die Endoskopspitze lasst sich meist problemlos in den Pylorus einfiihren.
Wird das Gerat vor dem Antrum maximal abgewinkelt, kann Uber den retrograden
Blick die Untersuchung von Kardia und Fundus erfolgen (siehe Abb. 1 und 2) (TAMS
1990).

Nach Passage des Pylorus schiebt man das Endoskop in das kraniale Duodenum
und erreicht unmittelbar die kraniale Flexur. Die normale Duodenalschleimhaut hat
eine leicht violette Farbung und ist von etwas koérnigerer Oberflachentextur und
lockererem Gewebezusammenhalt als die Schleimhaut des Magens. Submukése
Gefalle sind in der Regel nicht sichtbar. Bei sorgfaltiger Untersuchung kann unter
Umstanden die Papilla duodeni erkannt werden (GUILFORD 1990). Aggregierte
Lymphfollikel (Peyer'sche Plaques) sind auf der antimesenterialen Seite des
Dunndarmes in der Schleimhaut verteilt und endoskopisch sichtbar (BARKER et al.
1993).
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Abb. 1 und 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Positionen der
Magenpassage (I-1V) und Dinndarmpassage mit einem Gastroskop, Abbildung
nach KRAFT (1993)

2.1.2.5 Biopsietechnik

Eine Veranderung der Mukosaoberflache kann auf eine infiltrative Erkrankung
hinweisen. Oft sind allerdings keine Anzeichen einer Erkrankung sichtbar, darum
sollten bei jeder endoskopischen Untersuchung Biopsien fur pathohistologische
Untersuchungen genommen werden (ROTH et al. 1990a; TAMS 1990;). Zur
Biopsieentnahme werden scharfe Backenzangen mit einem innen liegenden Dorn
genutzt, die mehrere Millimeter grol3e Schleimhautstlicke gezielt unter Sichtkontrolle
aus der Mukosa beil3en (siehe Abb. 3) (KRAFT 1993). WILLARD (2001) bevorzugt
demgegentber fenestrierte, ellipsoide Backenzangen mit gezackten Randern und
ohne Zentraldorn. Schleimhautbiopsien von guter Qualitat erscheinen weif3lich-opak
und enthalten die gesamte Schicht der Schleimhaut bis zur Lamina muscularis
mucosae (WILLARD 2001). Es sollten mindestens acht Biopsien aus dem Dinndarm
entnommen werden. Nicht alle Veranderungen erstrecken sich Uber die gesamte
Lange des Dunndarms (WILLARD et al. 2001). Das gewonnene Material kann fir
eine histologische oder zytologische Untersuchung herangezogen werden
(JERGENS et al. 1997; JERGENS et al. 1998; JERGENS et al. 2000).

Eine nitzliche Zusatzuntersuchung stellt die Birstenzytologie dar. Mit der
Birstentechnik werden Zellen und Mikroorganismen von einer grofReren
Oberflachliche gewonnen (WANG et al. 1991; HITT 1995; O'DONOGHUE et al.
1995; JERGENS et al. 1997; JERGENS et al. 2000). Diese Technik hat in der
Humanmedizin die Diagnostik von gastrointestinalen Neoplasien um 10% verbessert
(GUILFORD 1990).
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Abb. 3: Schleimhautbiopsie mit einer Forcepszange
unter Sichtkontrolle

2.1.2.6 Sichtbare Veranderungen

Die Beschreibung der Mukosa sollte den Grad der RoOtung, den Gewebe-
zusammenhalt, die Oberflachentextur, Erosionen und Ulzerationen, Mukus und
Sichtbarkeit der submukdsen Gefalie beinhalten (siehe Abb. 4 und 5) (GUILFORD
1990). Der Grad der Rotung wird durch Hyperamie bedingt. Hyperamie ist kein
physiologischer Befund, aber meist nicht mit einer histologischen Veranderung
assoziiert (ROTH et al. 1990a).

Verénderungen der Mukosatextur werden als verminderter Gewebezusammenhalt
und vermehrte Oberflachenrauhigkeit, auch als ,Cobble-stone“-Architektur
bezeichnet, beschrieben. 82% der Biopsien von Patienten (Hunde und Katzen) mit
dem endoskopischen Befund eines verminderten Gewebezusammenhaltes und
vermehrter Oberflachenrauhigkeit waren histologisch mit einer vermehrten Zellularitat
verbunden, die die Dicke der Zotten und Krypten beeinflusst und die Oberflache
rauer erscheinen lasst (ROTH et al. 1990a). Ulzerationen und Erosionen werden
haufig bei dem intestinalem Lymphom oder Adenokarzinom beobachtet, kénnen aber
auch Folge von mechanischer Schéadigung oder anderen Erkrankungen sein
(GUILFORD 1990).
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Abb. 4 und 5: Endoskopischer Blick auf die physiologische Darmschleimhaut (links) und
auf Schleimhaut mit vermehrter Rauhigkeit der Oberflache, ,Cobble Stone“-Architektur
(rechts)

2.2 Allgemeine Zytopathologie
221 Gegeniberstellung von Zytologie und Histologi e
2.2.1.1 Unterschiede

Wahrend in histologischen Schnittpraparaten die Gewebe- bzw. Tumortextur meist
vollstandig erhalten bleibt, liegen in zytologischen Préaparaten nur Einzelzellen bzw.
kleinere Zellverbande vor. Die Beurteilung des angrenzenden Gewebes ist in der
Zytodiagnostik nicht moglich. Auch sind die diagnostisch wichtigen Zellen, wie zum
Beispiel Tumorzellen, gegeniber anderen Zellpopulationen gelegentlich im Hinter-
grund und mussen sorgfaltig gesucht werden (STIRTZINGER 1988).

Sind Spezialuntersuchungen notig, kénnen von histopathologischen Proben beliebig
viele Nachschnitte angefertigt werden. Dem Zytologen stehen im Gegensatz dazu
nur die angefertigten Ausstriche zur Verfiigung (UEBERSCHAR 1996).

Unterschiede in der Morphologie machen einen direkten Vergleich beider Methoden
fur den ungelibten Betrachter schwierig. Kern- und Zytoplasmastrukturen sind in der
Histopathologie scharf und pragnant dargestellt. Dagegen erscheinen die Kern-
strukturen in zytologischen Praparaten meist plump und leicht unscharf. Die aus dem
Gewebsverband heraus gelosten Zellen werden durch Kompression und
Eintrocknung auf dem Objekttrager extrem vergroRRert (UEBERSCHAR 1996).
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2.2.1.2 Vorteile der zytopathologischen Diagnostik

Fur die zytologische Untersuchung kénnen mit nur geringflgigen instrumentellen
Voraussetzungen Praparate hergestellt und ausgewertet werden. Die Unter-
suchungsergebnisse kdnnen innerhalb weniger Minuten vorliegen und den weiteren
Therapieplan mitbestimmen (BARTON 1987; CLINKENBEARD u. COWELL 1994).

In der Regel ist die Materialgewinnung nur wenig invasiv.

Auch in der Gastroenterologie ist die Zytologie eine nutzliche Zusatzuntersuchung
zur histologischen Untersuchung von Biopsien. Erste Untersuchungen weisen auf
eine hohe Korrelation mit histologischen Befunden hin. Klinische Vorteile schlie3en
die Einfachheit der endoskopischen Probengewinnung, Schnelligkeit der Diagnose
und minimale Invasivitat mit ein (JERGENS et al. 1997; JERGENS et al. 1998;
JERGENS et al. 2000). Mit der Burstenmethode werden Uber ein groReres Areal
oberflachliche Mukosazellen aufgenommen. Organismen, wie z.B. Protozoen, die im
Mukus des Magen-Darm-Traktes leben, kbnnen in Buirstenzytologiepraparaten
erkannt werden, haufig aber nicht in histologischen Biopsien (GUILFORD 1990;
DEBONGNIE et al. 1994). Die Praparate sind allerdings in vielen Fallen zellarm. Die
Zellen stammen nur von den oberflachlichen Bereichen und sind zum Teil
beschadigt. Dem gegeniber enthalten Abklatschpraparate von Biopsien Zellen von
der gesamten Schleimhautschicht bis zur Lamina muscularis mucosae (WILLARD et
al. 2001). Die Infiltration der Schleimhaut mit Entziindungszellen kann in diesen

Praparaten besser beurteilt werden.

2.2.1.3 Nachteile und Grenzen der Zytologie

In zytologischen Préaparaten liegen nur einzelne Zellen zur Untersuchung und
Beurteilung vor. In der Regel ist es nur moglich, eine maligne Neoplasie von einem
nicht tumordsen Prozess abzugrenzen. Unter Umstanden gelingt die grobe
Klassifikation eines Tumors (HALL u. MACWILLIAMS 1988). Eine Aussage uber die
Gewebearchitektur, uber das Wachstumsverhalten und Invasivitat in das
angrenzende Gewebe ist nicht mdglich (STIRTZINGER 1988). Entzindungs-
reaktionen kdnnen zytologisch Uberbewertet werden und zu einer falschen Diagnose
verleiten (UEBERSCHAR 1996).
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2.2.2 Materialgewinnung flur die zytologische Unters  uchung

Zytologische Préaparate konnen durch Tupf- und Schabetechniken sowie
Feinnadelaspirationsbiopsie gewonnen werden (TYLER et al. 1989). Zur Sicherheit
sollten immer mehrere Ausstriche angefertigt werden und einige ungefarbt bleiben,
um als Reserve fir eventuell spater bendtigte Spezialfarbungen zu dienen (TYLER et
al. 1989).

2.2.2.1 Abklatschtechnik

Durch direkten Kontakt eines Objekttragers mit einer Gewebeoberflache werden
abschilfernde Zellen auf den Objekttrager Ubertragen und so relativ zellreiche
Abklatschpraparate hergestellt (siehe Abb. 6). Diese Methode eignet sich flr
Lasionen an der Koperoberflache wund Organbiopsien (REBAR 1980b;
STIRTZINGER 1988; STOCKHAUS et al. 2004). Vor allem bei Lasionen an der
Kdrperoberflache weisen Abklatschpraparate haufig eine starke Kontamination mit
Bakterien und Infiltration mit Entzindungszellen auf, was eine Interpretation der
Befunde erschwert (TYLER et al. 1989).

g
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Abb. 6: Herstellung eines Abklatschpréaparates,
Abbildung nach O'ROURKE (1983)
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2.2.2.2 Schabetechnik

Bei festen Umfangsvermehrungen, die sonst nur wenige Zellen abgeben, kénnen mit
der Schabetechnik zellreiche Praparate hergestellt werden. Nachteilig ist die starkere
Beschadigung der Zellen durch die Art der Materialgewinnung. Indikationen fir die
Anwendung der Schabetechnik sind zum einen sehr derbe Strukturen. Zum anderen
wird sie als Erganzung bei der Diagnostik von intranasalen Neoplasien (CLERCX et
al. 1996) und eingeschrankt auch in der Diagnostik von Magen-Darm-Erkrankungen
eingesetzt (WANG et al. 1991; O'DONOGHUE et al. 1995; JERGENS et al. 1998).
Durch Schaben entlang der frischen Oberflache mit Skalpell oder Burste wird genug
Probenmaterial gewonnen, um es auf mehrere Objekttrager auszustreichen
(DUNCAN u. PRASSE 1976).

Die Zytologiebirsten lassen sich auch Uber den Instrumentenkanal eines Endoskops
einsetzen und finden deshalb bei der Probengewinnung aus Hohlorganen, wie zum
Beispiel aus dem Magen-Darm-Kanal, Anwendung (WANG et al. 1991;
O'DONOGHUE et al. 1995; JERGENS et al. 1998).

2.2.2.3 Feinnadelaspirationsbiopsie

Die bevorzugte Methode zur Materialgewinnung in der Zytologie stellt die
Feinnadelaspirationsbiopsie dar. Fir die Punktion einer subkutan gelegenen
Umfangsvermehrung reicht es aus, die Stelle wie fur eine Venenpunktion
vorzubereiten. Fur Punktionen in eine Korperhohle sollte das Areal wie fir einen
chirurgischen Eingriff vorbereitet werden (CLINKENBEARD u. COWELL 1994). Die
zu punktierende Umfangsvermehrung bzw. das Organ wird so nah wie moglich an
der Korperoberflache mit einer Hand fixiert, wahrend man die Kanile in das zu
punktierende Gewebe einsticht (DUNCAN u. PRASSE 1976). Je weicher das
punktierte Gewebe ist, desto kleiner kdnnen Kanile und Spritze gewdahlt werden.
Feinnadelbiopsien werden mit oder ohne Aspiration durchgefiihrt. Bei der
Aspirationstechnik wird durch Ruckziehen des Spritzenkolbens ein Unterdruck
aufgebaut und exfoliierte Zellen in das Kanulenlumen eingezogen (DUNCAN u.
PRASSE 1976). Wichtig ist, dass der Unterdruck aufgehoben wird, bevor die Kantle
aus dem Gewebe gezogen wird, da sonst das aspirierte Material in die Spritze
gelangt und schwierig auf den Objekttrager zu bringen ist (REBAR 1980a; REBAR

1980b). Bei der Technik ohne Aspiration wird kein Unterdruck erzeugt. Hier werden
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die Zellen allein durch das Vorschieben in das Gewebe im Kanilenlumen
gesammelt. Diese Technik eignet sich bei stark durchbluteten Organen (TYLER et al.
1989).

Nach dem Herausziehen der Kantle wird diese von der Spritze entfernt, die Spritze
mit Luft geflllt, anschlielend die Kantle wieder aufgesetzt. Durch Entleerung der
luftgeflillten Spritze wird nun das Material im Kantlenlumen auf einen Objekttrager
gedrickt (siehe Abb. 7) (REBAR 1980a). Fur die weitere Bearbeitung zur Herstellung

von Praparaten stehen unterschiedliche Techniken zur Verfiigung.

A J
/

Abb. 7: Durchfihrung der Feinnadelaspirationsbiopsie, Abbildung nach ORELL (1999);
A. Punktion der Umfangsvermehrung, B. Aspiration, C. Entfernen der Spritze, D. Absetzen
der Kanule und Fillung der Spritze mit Luft, E. durch Entleerung der luftgefilliten Spritze wird
der Inhalt der Kanule auf einen Objekttrager aufgetragen

2.2.2.3.1 Herstellung von Préaparaten

Zur Vermeidung von Autolyse und Koagulation innerhalb der Kanulle sollte das
Material unmittelbar nach Entnahme ausgestrichen werden. Fir die optimale
Beurteilung sollten die Zellen einschichtig als ,Monolayer* liegen, Zellkern und
Zytoplasma sind so deutlich zu erkennen (CLINKENBEARD u. COWELL 1994). Je
nach Viskositat des gewonnen Materials und nach Vorliebe des Untersuchers wird

die Methode des Ausstrichs gewahlt.

2.2.2.3.2 Quetsch-Technik

Das Aspirat wird in die Mitte eines Objekttragers platziert und ein zweiter Objekt-
trdger wird im rechten Winkel auf den ersten gelegt und schnell und zigig ohne
Druck Uber den ersten Objekttrager ausgestrichen (TYLER et al. 1989). Diese
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Methode eignet sich besonders fur Material mit hoher Viskositdt oder gewebige
Aspirate, wie zum Beispiel Leberbiopsien (STOCKHAUS u. TESKE 1999).

2.2.2.3.3 Nadelausstrich-Technik

Insbesondere bei Punktaten mit nur sehr wenig Probenmaterial eignet sich diese
zellschonende Methode. Das auf den Objekttrager tberfihrte Material wird mit der
Spitze einer Kanule sternformig in verschiedene Richtungen ausgezogen. Die
Beurteilung der Zelldetails wird allerdings manchmal dadurch erschwert, dass relativ
viel Gewebsflussigkeit die Zellen an ihrer Ausbreitung hindert (TYLER et al. 1989).

2.2.2.3.4 Blutausstrich-Technik

Flissigkeitsreiche Punktate kann man gut mit dieser Methode ausstreichen. Ein
Tropfen des Punktates wird am Ende eines Objekttragers platziert und ein zweiter
Objekttrager in einem Winkel von 45 Grad gegen die Ausstrichrichtung auf die Probe
zu bewegt. Der Tropfen breitet sich entlang der Kante des Objekttragers aus. Mit
einer zugigen und gleichmalligen Vorwartsbewegung wird die Probe nun tber den
Objekttrager in Form einer Fahne ausgestrichen (PERMAN et al. 1979; TYLER et al.
1989).

2.2.3 Fixierung und Farbung zytologischer Praparate
2.2.3.1 Fixierung

Zur Konservierung der Zellen im zytologischen Préaparat missen ablaufende
Stoffwechselprozesse durch Fixation gestoppt werden. Zusatzlich wird verhindert,
dass die Zellen beim folgenden Farbevorgang abgelost werden (FASSKE 1964). Je
nach Farbemethode besteht die Mdglichkeit der Fixierung durch Trocknung oder
mittels Alkohol bzw. Aceton. Beide Methoden basieren auf dem Prinzip der
Proteindenaturierung durch Wasserentzug. Wahrend die Zellen bei der
Alkoholfixierung durch Koagulation der Proteine schrumpfen, erscheinen sie nach
Lufttrocknung eher aufgetrieben; intranukledre Strukturen sind so besser zu
erkennen (FASSKE 1964; SOOST 1978).

13
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2.2.3.2 Farbung

Durch die Denaturierung bei der Fixation werden chemische Gruppen exponiert, die
mit bestimmten Farbstoffen reagieren. Fixierte Gewebe oder Zellen werden farbbar
(LEONHARDT 1990). In der Zytologie werden hauptsachlich zwei Haupttypen der
Farbung angewendet: der Romanowsky-Typ und der Papanicolaou-Typ und deren
Abkommlinge.

2.2.3.2.1 Farbung nach Papanicolaou

Papanicolaou-Farbungen sind Kernfarbungen und eignen sich besonders fur die
Beurteilung von Neoplasien. Da das Zytoplasma nur schwach angefarbt wird, kénnen
sogar die Kerne von dicken, mehrschichtigen Ausstrichen beurteilt werden (REBAR
et al. 1982). Zytoplasmatische Veréanderungen, Bakterien und andere Organismen

kénnen nicht oder nur schlecht erkannt werden (TYLER et al. 1989).

Vor der Farbung mit Hamatoxylin und mehreren Spezialfarbungen muissen die
Praparate mit Ethanol fixiert werden. Das macht diese Methode in der Durchfihrung
etwas aufwendiger (SOOST 1978).

Die Trichrom Féarbung ist eine Variante, bei der die Kontrastrierung der Binde-
gewebe durch eine dritte Farbe erzeugt wird (BURCK 1973). AulRerdem werden die
Kerndetails noch besser als mit der einfachen Papanicolaou-Farbung wiedergegeben
(BOON et al. 1982). Die alkoholfixierten Ausstriche werden mit Eisenhamatoxylin,
Saurefuchsin, Phosphormolybdéansaure und Anilinblaulésung gefarbt und
anschlieBend grundlich gespult (FASSKE 1964).

Fur die Hamatoxylin-Eosin-Farbung werden alkoholfixierte Praparate Uber mehrere
Stunden mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Bei dieser Methode erscheinen
Zellkerne je nach Chromatingehalt hell- bis tiefblau und das Zytoplasma rot (FASSKE
1964).

2.2.3.2.2 Farbung nach Romanowsky

Die Romanowsky-Farbungen sind preiswert, einfach und haltbar. Das Zytoplasma
und Organismen werden hervorragend angefarbt, wahrend das Kerndetail ausreicht,

um eine Neoplasie zu erkennen (TYLER et al. 1989). Es gibt viele kommerziell
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erhaltliche  Romanowsky-Farbungen, inklusive  Diff-Quick® und  anderer
Schnellfarbungen nach Wright. Allen gemeinsam ist die Fixation durch Lufttrocknung
(REBAR 1980b; BOON et al. 1982; TYLER et al. 1989).

Die Farbung nach Pappenheim (May-Grinwald-Giemsa) ist eine hamatologische
Farbung. Die luftgetrockneten Préparate werden drei Minuten in eine May-Grunwald-
Losung eingelegt und nach einem Spulvorgang 12-15 Minuten mit Giemsa-L6sung
nachgefarbt (FASSKE 1964).

Bei der Schnellfarbung nach Diff-Quik® stehen die Praparate innerhalb weniger
Minuten zur Verfigung. Es handelt sich um eine polychromatische Farbung. Die
Zellstrukturen erscheinen undeutlicher als bei der Pappenheim-Farbung. Die Nucleoli
konnen allerdings prominenter angefarbt werden, so dass eine falsch positive Tumor-
diagnose gestellt werden kann (STOCKHAUS u. WERNER 1996).

Die Methylenblau-Farbung eignet sich nicht zur Archivierung (HALL u.
MACWILLIAMS 1988). Wahrend Kern- und Kernkdrperchendetails gut dargestellt
werden, wird das Zytoplasma nur schwach angefarbt. Diese Farbung eignet sich vor
allem zur Beurteilung der Zellkerne bei blutreichen und/oder zellreichen Préparaten,
wo die Zellmorphologie durch Erythrozyten oder basophiles Zytoplasma bei
Romanowsky-Farbung verdeckt werden wirde (HALL u. MACWILLIAMS 1988;
TYLER et al. 1989).

2.3 Allgemeine zytopathologische Tumordiagnostik
2.3.1 Auswertung der Praparate

Zur Beurteilung der Qualitat werden zunachst alle Praparate bei schwacher
Vergrol3erung (100er VergrolRerung) grob durchgemustert (WELLMAN 1990). Einen
Eindruck uber die vorhandenen Zellpopulationen und -zusammensetzung erhalt man
mit der 200er VergrolRerung. Die Einzelzelle wird mit den nachst hoheren
VergroRerungen (400er oder 640er VergrofRerung) untersucht. Gegebenenfalls kann
man so die Kernkdrperchen und die Chromatinstruktur erkennen. Eine wirkliche
Beurteilung der =zellularen Details erfolgt aber am besten mit der 1000er
VergroRerung (Olimmersion) (TYLER et al. 1989).

! Diff Quick, Firma Dade Behring, Marburg
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Zur Interpretation sollten nur intakte Zellen herangezogen werden; rupturierte Zellen
mit vergroRertem Kern, blassem diffusen Chromatin und Prominenz der
Kernkorperchen konnen sonst mit neoplastischen Zellen verwechselt werden
(WELLMAN 1990).

2.3.2 Malignitatskriterien

Neoplastische Prozesse konnen in benigne, semimaligne oder maligne
unterschieden werden. Zytologisch ist es nicht mdoglich, zwischen gutartiger
Neoplasie und Hyperplasie zu unterscheiden. Bosartige Prozesse werden anhand
spezifischer zytologischer Malignitatskriterien identifiziert (siehe Abb. 8) (REBAR
1980a). Diese Kiriterien resultieren aus einer asynchronen Entwicklung und
Zellproliferation ohne normale Differenzierung der Zellen (CLINKENBEARD u.
COWELL 1994). Lassen sich mehr als drei Malignitatskriterien an einem hohen
Prozentsatz der Tumorzellen erkennen, kann von einem malignen Prozess
ausgegangen werden (TYLER et al. 1989). STIRTZINGER (1988) teilt die
Malignitatskriterien in drei Kategorien ein:

1) allgemeine Kriterien, 2) Kernkriterien und 3) zytoplasmatischen Kriterien, wobei

den Kernkriterien die grof3te Wertigkeit zukommt.

2.3.2.1  Allgemeine Kriterien

Normales Gewebe besteht aus einer einheitlichen Population von Zellen gleicher
GroRe und Form (DE NICOLA u. REAGAN 1998). Ein ausgepragter
Zellpleomorphismus, d.h. Variation der Groéf3e (Anisozytose) und Form der
vorhandenen  Zellpopulation,  kennzeichnet haufig neoplastische Zellen
(CLINKENBEARD u. COWELL 1994). Hierbei kénnen einige Zellen die 1,5 fache
GroRe normaler Zellen aufweisen (Makrozytose) (TYLER et al. 1989).
Hyperzellularitat im zytologischen Praparat tritt dann auf, wenn durch die ibermalige
Proliferation die neoplastischen Zellen ihre Adharenz verlieren. Zytologische
Praparate von Geweben, die normalerweise nur schlecht Zellen exfoliieren, sind bei

malignen Proliferationen auffallend zellreich (ZINKL 1981).
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2.3.2.2 Kernkriterien

Maligne Zellen sind oft durch eine erhdohte Kerngrol3e (Makrokaryose)
gekennzeichnet. Insbesondere Kerne mit einem Durchmesser von mehr als 10 pm
sind ein Zeichen von Malignitat (CLINKENBEARD u. COWELL 1994). Die Makro-
karyose resultiert aus einer Polyploiditat der DNA ohne Kernteilung (BARTON 1987).

Abhé&ngig vom Gewebetyp haben Zellen ein normales Kern-Zytoplasma-Verhéaltnis
von 1:3 bis 1:8 (TYLER et al. 1989). Durch die relative Vergré3erung des Kerns im
Vergleich zum Zytoplasma kommt es zu einer Verschiebung der Relation. Das Kern-
Plasma-Verhaltnis erreicht dabei Werte von 1:2 bis 1:1 (ZINKL 1981).

Mehrkernigkeit, das ist das Vorkommen mehrere Kerne in einer Zelle, resultiert aus
einer oder mehreren Kernteilungen ohne gleichzeitige Zellteilung. Sie ist nicht
unbedingt ein Malignitatszeichen. Erst wenn die Grol3e der Kerne variiert, ist ein
deutlicher Hinweis auf Malignitat gegeben (DE NICOLA u. REAGAN 1998).

Mitosen sind im normalen Gewebe in zytologischen Praparaten selten nachweisbar.
Ist eine erhbhte Anzahl an Mitosen, auf Grund einer erhdhten Proliferationsrate im
Préaparat zu sehen, muss deren Interpretation dennoch mit Vorsicht erfolgen. Werden
abnorme Mitosefiguren gefunden, bei denen sich das Kernmaterial in mehr als zwei
Richtungen oder mit unterschiedlichen Anteilen teilt, ist das Vorliegen einer malignen
Erkrankung sehr wahrscheinlich (DE NICOLA u. REAGAN 1998).

Bei gutartigen und nicht-neoplastischen Zellen ist die Chromatinstruktur fein granulér
bis fein verklumpt, abhangig vom jeweiligen Organ. Aufgrund der Chromatin-
vermehrung bei malignen Zellen wird die Struktur gréber und unregelmalig (DE
NICOLA u. REAGAN 1998).

Die Kerndeformation durch Kompression von auf3en oder durch Mehrkernigkeit wird
als ,Nuclear molding“ bezeichnet (molding = Verformung). Sie ist ein zytologisches
Zeichen fur den Verlust der Kontakthemmung und Ausdruck abnormer Proliferation
maligner Prozesse (DE NICOLA u. REAGAN 1998).

Ebenso wie der Kern andern sich die Kernkdrperchen in GroR3e, Gestalt und Anzahl.
Sind die Kernkorperchen normalerweise klein, rund und uniform, kommen bei
malignen Prozessen Makronucleoli (Durchmesser > 5 um), eckige Nucleoli und
Anisonukleolose vor (DE NICOLA u. REAGAN 1998).
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2.3.2.3 Zytoplasmatische Kriterien

Die zytoplasmatischen Kriterien sind von geringerer Bedeutung (REBAR 1980Db).
Zytoplasmatische Basophilie tritt zwar haufig bei Malignitat auf, ist aber auch bei
vielen nicht-neoplastischen teilungsaktiven Zellen oft zu beobachten. Der hohe
Gehalt an Ribonukleinsaure (RNS) bedingt die tiefe basophile Anfarbbarkeit des
Zytoplasmas und ist letztendlich Zeichen einer sehr aktiven Proteinsynthese (ZINKL
1981).

Die zytoplasmatische Vakuolenbildung ist entweder Hinweis auf einen degenerativen
Prozess oder deutet auf eine sekretorische Aktivitat z.B. bei Drusenepithel hin und
stellt kein spezifisches Malignitatskriterium dar (REBAR et al. 1982).

Anisozytose und Makrozytose

Zellpleomorphismus

Makrokaryose

Anisokaryose u.
Anisonukleose

Mehrkernigkeit

pathologische Mitosen

normal abnormal

grobes Chromatinmuster
»Nuclear molding* i 3
Makronukleoli
Eckige Kernkorperchen

Abb. 8: Zytologische Malignitatskriterien nach TYLER et
al. (1989)
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2.3.3 Merkmale epithelialer Tumoren

Zu den epithelialen Neoplasien gehéren Geschwulste, die vom Oberflachen- oder
Drisenepithel ausgehen. Typische Vertreter sind unter anderem das Platten-
epithelkarzinom oder das Adenokarzinom bzw. Adenom. Epitheliale Tumoren
exfoliieren meist relativ gut, so dass zellreiche Préparate gewonnen werden kénnen
(WELLMAN 1990). Aufgrund ihrer starken Verbindung untereinander sind die Zellen
in Verbanden angeordnet. Bei Praparaten aus Drilisengewebe liegen die Zellen
haufig in azindrer Anordnung um ein Lumen (REBAR 1980a; DE NICOLA u.
REAGAN 1998). Die Zellen sind grof3 bis sehr grol3, haben reichlich Zytoplasma und
einen runden Kern (siehe Ab. 9) (TYLER et al. 1989). Drusenzellen enthalten grol3e
Vakuolen mit sekretorischen Produkten (REBAR 1980a). Epitheliale Neoplasien sind
oft ulzeriert und Infektionen erschweren unter Umstdnden die Diagnosestellung
(TYLER et al. 1989).

2.3.4 Merkmale mesenchymaler Tumoren

Tumoren mesenchymalen Ursprungs sind Geschwillste des Binde- und
Stutzgewebes, z.B. Fibrome/Fibrosarkome, Lipome/Liposarkom, Osteosarkome und
Hamangiosarkome. Die Praparate sind in der Regel zellarm, da die Zellen in ein
Matrixnetzwerk eingebettet sind und schlecht exfoliert werden (HALL u.
MACWILLIAMS 1988). Meist sind sie einzeln gelagert, spindelférmig mit
zytoplasmatischen Auslaufern und schlecht erkennbaren Zellgrenzen (siehe Abb. 9)
(WELLMAN 1990). Die kleinen bis mittelgrof3en Zellen haben einen runden bis
ovalen Kern mittlerer Farbintensitat und ein raues bis feinspritziges Chromatin-
muster. Der Nukleolus ist normalerweise nicht sichtbar (TYLER et al. 1989). Ist
kollagene, chondroide oder osteoide Matrix vorhanden, kann das fir die Erkennung
des Ursprungsgewebes hilfreich sein (STIRTZINGER 1988). In einer prospektiven
Studie wurde die Aussagekraft der Zytologie bei der Diagnostik von
Weichteilsarkomen Uberprift. Bezuglich der Dignitiat und der Histogenese wurde mit
der Zytologie eine hohe Sensitivitat, Spezifitdt und diagnostische Sicherheit erzielt
(STOCKHAUS et al. 2003). Fur die Diagnostik von Fibrosarkomen sind rundzellige
Fibroblasten, eine erhdhte Mitoserate, Chromatinkondensation, Kernmembranver-
dickung und ein erhohter Anteil an Kollagenmatrix sichere Merkmale der Malignitat.
Nicht spezifische Kriterien sind die hohe Zellularitdt der Fibroblasten, ein geringer
Entzindungszellanteil und die Zell- bzw. KerngrofRe (TAMMENA et al. 2004).
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2.35 Merkmale der Rundzelltumoren

Tumoren vom Rundzelltyp sind eine zytologisch definierte Gruppe von Tumoren.
Neoplasien von diesem Typ bestehen aus einzelnen, ungeordneten, runden oder
ovalen Zellen ohne Verbindung zueinander. Hierunter fallen z.B. Lymphome,
Mastzelltumore, Histiozytome oder Plasmozytome (REBAR 1980a; HALL wu.
MACWILLIAMS 1988). Die Zellen sind klein bis mittelgrof3 mit einem runden bis
ovalen Kern, feingranuliertem Chromatinmuster und unregelméafig vorhandenem
Nukleolus. Das Zytoplasma ist klar bis blassblau und kann Vakuolen enthalten (siehe
Abb. 9) (HALL u. MACWILLIAMS 1988). Die Zellgrenzen sind gut sichtbar und es
zeigen sich keine Zell-zu-Zellverbindungen (WELLMAN 1990).

Vorkommen von

Art des Ungefdhre Ungefdhre Schematische Zellgehalt  Zeliklumpen
Tumors ZellgroBe Zellform Darstellung des Punktais oder -haufen
Epithelial " GroB Rund bis i.d.R. hoch Ja

ldnglich

Mesenchymal Klein bis  Spindel- i.d.R. gering Nein
(Spindelzellen) mittel bis stern- &
férmig .
Einzelne Klein bis  Rund N g i.d.R.hoch  Nein
Rundzellen  mittel @)@ auBer bei

Mastzelle  Lymphosarkom iStio-

zytomen

Ubertragbarer ~ Histiocytom
venerischer Tumor

Abb. 9: Schematische Darstellung zytologischer Merkmale der drei zytologischen
Klassifizierungen (epithelial, mesenchymal, Rundzelllen) maligner Neoplasien, Abbildung
nach TYLER et al. (1989).

2.4 Zytopathologische Diagnostik von Entziindungen

Entzindungsreaktionen sind zytologisch dadurch gekennzeichnet, dass Ent-
zuindungszellen als pradominante Zellen im Praparat vorliegen (REBAR 1980b). Zu
den Entziindungszellen zahlen neutrophile und eosinophile Granulozyten, Lympho-
zyten, Plasmazellen, Mastzellen, Monozyten, Makrophagen, Epitheloidzellen und
Riesenzellen. Der Entzindungstyp wird durch das Vorkommen und Verhéltnis der
verschiedenen Zellen festgelegt (TYLER et al. 1989).
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24.1 Akute Entziindung

Bei akuten Entztindungen sind neutrophile Granulozyten mit einem Anteil von 70%
oder mehr an der Gesamtpopulation die dominierende Zellart (REBAR et al. 1982;
TYLER et al. 1989). Abhangig von der Atiologie des Prozesses unterscheidet man
degenerierte und nicht-degenerierte  neutrophile  Granulozyten (HALL wu.
MACWILLIAMS 1988).

2.4.2 Subakute Entziindung

Die subakute (chronisch-aktive) Entziindung wird zytologisch als eine Reaktion
definiert, bei der 50 bis 70% der Entzindungszellpopulation aus neutrophilen
Granulozyten besteht, der Rest aus Monozyten, Makrophagen und lymphoiden
Elementen (REBAR et al. 1982). Auch hier wird zwischen degenerativen und nicht-
degenerativen Prozessen unterschieden. Oft treten chronisch-aktive Entziindungen
bei maRig schweren Gewebeirritationen, zum Beispiel durch Fremdkdrper oder
Mykosen auf (REBAR 1980Db).

2.4.3 Chronische Entziindung

Die chronische Entziindung wird durch eine variable Anzahl an nicht-degenerierten
neutrophilen  Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen
charakterisiert (HALL u. MACWILLIAMS 1988). Sie deuten auf geringgradige
Irritationen hin und werden haufig, ebenso wie die subakute Entziindung, bei
mykotischen Infektionen oder sterilen Fremdkorperreaktionen gesehen (REBAR
1980Db).

Die granulomatdse Entzundung stellt eine Sonderform dar, gekennzeichnet durch
das Vorkommen von Riesenzellen und Epitheloidzellen. Ausléser sind auch hier

Systemmykosen und Fremdkérperreaktionen (REBAR 1980b).

2.4.4 Entztndungszellen

Neutrophile Granulozyten erfiillen neben der Phagozytose und dem intrazellularen
Abbau zahlreicher unspezifischer Substanzen vor allem zwei wichtige Aufgaben:
Abtdtung von Mikroorganismen und Abgabe von lysosomalen Enzymen und anderen

Mediatoren. So dienen sie zum einen dem Schutz des Organismus, tragen aber auch
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zur Entzindung bei und kénnen zur Schadigung von Geweben fiilhren (MESSOW u.
HERMANNS 1990).

Eosinophile Granulozyten sind zur amdboiden Eigenbewegung und zur Phagozytose
befahigt. Ihre Hauptfunktion wird in der phagozytotischen Beseitigung von Antigen-
Antikdrper-Komplexen, vor allem bei allergischen Entziindungsreaktionen, Allergien
und Parasitosen gesehen (LIEBICH 1990a).

Monozyten zirkulieren nach Verlassen des Knochenmarks ein bis zwei Tage im
peripheren Kreislauf, wandern dann in das Gewebe. In den Organen werden sie zu
relativ ortsfesten Makrophagen (HEES u. TSCHUDI 1990; MESSOW u. HERMANNS
1990).

Makrophagen produzieren zahlreiche Substanzen verschiedener Mediatorsysteme,
zum Beispiel Lysozym und einige Komplementfaktoren. Aufl3erdem erfullen sie
wichtige Funktionen in der Immunabwehr, vor allem durch Antigenprasentation.
Durch Phagozytose werden unter anderem gealterte Erythrozyten, Immunkomplexe,
Erreger und auch Tumorzellen beseitigt (MESSOW u. HERMANNS 1990).

Lymphozyten sind frei amdboid beweglich und kénnen aus der Blut- und Lymphbahn
in den Interzellularraum der Oberflachenepithelien wandern. Die Lymphozyten der
Darmschleimhaut lassen sich weiter nach ihrer Anfarbbarkeit des Zellkernes in
dunkle und helle Lymphozyten unterscheiden. Es werden T- und B-Lymphozyten
unterschieden. Wahrend T-Lymphozyten fir die zellgebundene Immunantwort
verantwortlich sind, sind die B-Lymphozyten fir die humorale Immunreaktion
zustandig und fihren zur Bildung spezifischer Antikorper (LIEBICH 1990a). Unter
dem Einfluss aktivierter T-Zellen setzt die Transformation von B-Zellen in
Immunoblasten (Lymphoblasten) ein, die sich nach mehrfacher Teilung innerhalb 72

Stunden Uber Proplasmozyten zu Plasmazellen differenzieren.

Eine Sonderform sind die grol3en granulierten Lymphozyten (,large granular
lymphocytes”). Im englischen werden sie auch oft als ,globule leucocytes”
bezeichnet. Ihr Vorkommen ist bei verschiedenen Spezies (Mensch, Hund, Katze,
Labornager, Wiederkauer, Schwein) beschrieben worden (AKPAVIE u. PIRIE 1989).
Sie zahlen zu einer Subpopulation der Lymphozyten, da sie sich mit Markern fur T-
Zellen oder natirliche Killerzellen markieren lassen. Die grof3en granulierten
Lymphozyten im Gewebe stammen aus der Zirkulation, ihr Ursprung ist das

Knochenmark. Die Funktion dieser Zellen ist noch nicht vollstandig charakterisiert. Im
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Darm sind sie in der Antigen-Erkennung und Regulation der Schleimhaut-Immunitat
involviert (WELLMAN 2000). Des Weiteren spielen sie eine grof3e Rolle bei
entziindlichen Reaktionen bei parasitéaren Infektionen (AKPAVIE u. PIRIE 1989;
AKPAVIE u. PIRIE 1993). Die Granula ahneln Lysosomen und enthalten
Substanzen, die Zelllyse auslésen. Aul3erdem wurden verschiedene Proteasen und
Proteoglykane in den Granula identifiziert ( WELLMAN 2000).

Zytologisch sind sie mononukledre Zellen mit einem runden bis ovalen,
exzentrischen Kern aus homogenem Chromatin. Das Zytoplasma ist hellgrau und
angefullt mit grofRen, kraftig pink gefarbten Granula unterschiedlicher GroRe (BAERT
u. FREDERIX 1985; COLES et al. 1987). Im intestinalen Epithel sind sie im Bereich
der Krypten und niedrigeren Villi und in der Lamina propria lokalisiert. Daneben
konnten sie auch in vielen anderen Geweben bei gesunden Individuen verschiedener
Spezies nachgewiesen werden (WELLMAN 2000).

In der Literatur lassen sich nur wenige Berichte Uber das Auftreten von grol3en
granulierten Lymphozyten bei Hunden und Katzen finden. In einer human-
medizinischen Studie wurde der Hund als ein Modell fur Asthma genutzt und in
diesem Zusammenhang auch grof3e granulierte Lymphozyten beim Hund
beschrieben (BALDWIN u. BECKER 1993). Bei der Katze wurden Neoplasien der
grof3en granulierten Lymphozyten im Darm beschrieben (FINN u. SCHWARTZ 1972;
HONOR et al. 1986).

Plasmazellen synthetisieren spezifische y-Immunglobuline. Aus ihnen entstehen die
langlebigen Gedéachtniszellen (LIEBICH 1990a).

Die Form der Mastzelle ist sehr variabel. Die zytoplasmatischen Mastzellgranula
enthalten unter anderem Histamin, Heparin und andere Mediatoren. Sie wirken durch
die Freisetzung von Histamin auf die glatte Muskulatur von Arteriolen, aber auch von
Darm und Bronchien. Des Weiteren erhdhen sie die Gefal3permeabilitat unter
entziindlichen Bedingungen und spielen eine groRe Rolle bei Uberempfindlickeits-
reaktionen vom anaphylaktischen Typ (WEISS 1990).

Es kénnen sekretorische und aktivierte Epitheloidzellen unterschieden werden. Der
aktivierte Typ hat eine ahnliche Funktion wie aktivierte Makrophagen und kommt vor
allem in Granulomen vor, wahrend der sekretorische Typ durch die Sekretion
biologisch aktiver Stoffe gekennzeichnet ist (MESSOW u. HERMANNS 1990)
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Mehrkernige Riesenzellen entstehen durch die Fusion von bis zu 100 Exsudat-
Makrophagen und stellen somit Synzytien dar. Es wird die Fremdkorper-Riesenzelle
und Langhans’schen Riesenzelle unterschieden. Bei den Fremdkoérper-Riesenzellen
liegen die Zellkerne ungeordnet im Zytoplasma, wahrend diese bei Langhans’schen

Riesenzellen kranzartig in der Peripherie angeordnet sind (WEISS 1990).

2.5 Die Histologie des DUnndarms

Es konnen vier Hauptschichten festgestellt werden: Die das Lumen auskleidende
Schleimhaut (Tunica mucosa), bestehend aus dem Oberflachenepithel (Lamina
epithelialis mucosae), der Lamina propria mucosae aus lockerem Bindegewebe und
der Lamina muscularis mucosae, einer Schicht glatter Muskelzellen. Die Tela
submucosa, die Verschiebeschicht gegentber der darunter liegenden Muskelschicht,
enthalt lockeres Bindegewebe, BlutgefaRe und Nerven. Die Muskelschicht (Tunica
muscularis), besteht aus einer inneren Zirkularfaserschicht und einer &ul3eren
Langsfaserschicht. Und abschlieRend die Tunica serosa, eine Schicht aus
einschichtigem Plattenepithel (Lamina epithelialis oder auch Mesothel genannt) und
der Lamina propria serosae aus lockerem Bindegewebe. Das intramurale
Nervensystem umfaldt den in der Tela submucosa liegenden Plexus submucosus
und den Plexus myentericus zwischen den Muskelschichten der Tunica muscularis
(MOSIMANN u. KOHLER 1990).

Das Oberflachenepithel der Darmzotten geht kontinuierlich in das Epithel der
Glandulae intestinales (Darmeigendrisen, Lieberkihnsche Krypten) uber. Diese
liegen als unverzweigte tubulére Drisen in der Lamina propria mucosae und minden
zwischen den Zotten (LIEBICH 1990b). Es lassen sich verschiedene Zelltypen

erkennen:

Die Enterozyten sind hochprismatische Zellen mit langsovalem, locker strukturiertem
Kern. Sie sind die haufigste Zellpopulation. Im basalen Bereich bestehen interzell-
ullare Spalten, in die Lymphozyten aus der Lamina propria mucosae eindringen.
Lumenseitig tragen sie einen auch lichtmikroskopisch im histologischen Schnitt gut
sichtbaren Birstensaum aus Mikrovilli (LIEBICH 1990b).

Die Becherzellen enthalten schleimhaltige Granula im Zytoplasma, der Zellkern wird
in die Basisregion gedriickt. Das Sekret der Granula dient als Schutztberzug fur das

Darmepithel. Die Zahl der Becherzellen ist in der Driisenregion grofRer als im
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Zottenepithel. Insgesamt steigt die Anzahl vom Duodenum zum lleum kontinuierlich
an (LIEBICH 1990b). Im Duodenum kommen auf 100 Enterozyten im Mittel 3,6
Becherzellen im Bereich der Zottenspitze und 9,3 im Bereich der Krypten vor. Die
Anzahl ist aber auch von auf3eren Faktoren abhangig (GERMAN et al. 1999).

Die gastrointestinalen endokrinen Zellen, zum Beispiel die Gastrin- und Sekretin-
Zellen, kommen einzeln oder in Gruppen neben den ublichen Epithelzellen vor. Sie
produzieren physiologisch hochaktive Substanzen, neben Serotonin auch zahlreiche
Polypeptidhormone, welche die Verdauungstatigkeit regulieren und den
Kohlenhydratstoffwechsel beeinflussen. Das Zytoplasma speichert Sekretgranula,
die  Aminosduredekarboxylasen enthalten. Alle endokrinen Zellen, die
Aminosauredekarboxylasen einschlieRen, werden als APUD-Zellen (Amine and

Precursors Uptake and Decarboxylation) zusammengefasst (LIEBICH 1990b).

Die Lamina propria mucosae bildet die Grundlage fur die Darmzotte. Diese enthalt
neben lockerem Bindegewebe Blutkapillaren, kapillare Lymphgeféal3e, glatte
Muskelzellen und lymphoretikulares Gewebe. Das lymphoretikulare Gewebe ist reich
an T- und B-Lymphozyten, Plasmazellen, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen
sowie neutrophilen und eosinophilen Granulozyten. Samtliche lymphoretikuléaren Zell-
systeme der intestinalen Schleimhaut werden unter dem Begriff GALT (Gut

associated lymphoid Tissue) zusammengefasst.

2.6 Die Zytologie des Darmkanals

Die Enterozyten haben einen basophilen runden bis ovalen Kern aus rauem bis fein-
getupfeltem Chromatin und einem undeutlichen Kernkérperchen. Der mafige Antell
des Zytoplasmas erscheint hell-basophil und enthalt apikal grof3e klare Schleimva-
kuolen. Die Zellgrenzen sind undeutlich und einige Schleimgranula liegen
extrazellular (ANDREASEN et al. 2000).

Panethzellen enthalten grob eosinophil granuliertes Zytoplasma und sind schwer von
den schleimproduzierenden Zellen zu unterscheiden (ANDREASEN et al. 2000). Sie
liegen am Grund der Dinndarmdriisen und sezernieren Lysozym, eine Substanz, die
wichtige Bestandteile bakterieller Zellwandstrukturen auflést und so einen wichtigen
Beitrag zur Erhaltung des mikrobiellen Gleichgewichtes im Darmtrakt liefert (LIEBICH
1990Db).
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Lymphozyten, Plasmazellen, und granulierte Lymphozyten kodnnen auch bei
gesunden Hunden in der Zytologie erkannt werden. Bakterien sind in zytologischen
Darmpraparaten normalerweise nicht oder nur in sehr geringer Anzahl vorhanden
(BAKER u. LUMSDEN 2000). Makrophagen, neutrophile und eosinophile
Granulozyten sowie Mastzellen stellen insgesamt weniger als 1% der Leukozyten in
der Lamina propria dar (HANAUER u. KRAFT 1985; VAN GARDEREN et al. 1991).

Die Zytologie von endoskopisch gewonnenen Schleimhautbiopsien aus dem Magen-
Darm-Trakt ist eine nuitzliche Zusatzuntersuchung zur histopathologischen
Untersuchung (JERGENS et al. 1998). Die Burstenzytologie eignet sich mehr zur
Erkennung zellularer Infiltrate in der Lamina propria. Akute Schleimhaut-
entztindungen, einhergehend mit einer erhéhten Anzahl neutrophiler Granulozyten,
konnen besser mit der Abklatschzytologie dargestellt werden. Beide Methoden
erganzen sich und sollten gemeinsam zur Diagnostik von Magen-Darmerkrankungen
herangezogen werden (JERGENS et al. 1997).

In Studien, sowohl beim Kleintier als auch beim Menschen, konnte eine hohe
Diagnose-Genauigkeit fur die Abklatsch- und Birsten-Technik im Vergleich zur
histopathologischen Untersuchung nachgewiesen werden (WANG et al. 1991,
O'DONOGHUE et al. 1995; JERGENS et al. 1997; JERGENS et al. 1998; JERGENS
et al. 2000). Von 85 Hunden und 23 Katzen wurden die zytologischen Diagnosen
endoskopisch gewonnener Schleimhautbiopsien aus Magen, Dinn- und Dickdarm
mit parallel durchgefiihrten histologischen Untersuchungsergebnissen verglichen
(JERGENS et al. 1998). In dieser Untersuchung wurden zytologische Praparate
sowohl mit der Abklatsch- als auch mit der Birstentechnik hergestellt. Die Farbung
erfolgte nach Giemsa oder Wright. Fir die objektive Beurteilung wurde ein
Bewertungssystem erstellt, das folgende Kategorien umfasste: Entziindungszellen
(neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, Plasmazellen, eosinophile Granulozyten
und Makrophagen), ,atypische* Zellen, epitheliale Zellen, Spiralbakterien, Bakterien-
flora, Blutung, Debris oder Ingesta sowie Mukus. Die Gréf3e der Lymphozyten und
vorkommende Mastzellen wurden nicht beurteilt. Die Einteilung der Entziindungs-
zellen und der atypischen Zellen erfolgte in einer Skala von 0 bis 7, entsprechend 0
bis 2 7 Zellen je Olimmersionsfeld (50x). Ahnlich wurde die Bewertung der
epithelialen Zellen durchgefihrt. Es wurden mindestens zehn Gesichtsfelder auf
jedem Objekttrager ausgewertet. FiUr jeden Hund und jede Katze wurde eine

zytologische Diagnose gestellt und diese mit der Histologie verglichen. Ein Viertel
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von 92 Dunndarmpréparaten wurde histologisch als normal befundet. Die Halfte wies
Zeichen einer lymphoplasmazellularen Entziindung auf. Der Rest wurde histologisch
als eosinophile Entziindung, gemischte Entziindung, Lymphangiektasie, Atrophie
oder Fibrose sowie Lymphosarkom beschrieben. Es bestand eine gute Korrelation

zwischen den zytologischen und den histologischen Ergebnissen.

2.7 Das gastrointestinale Immunsystem

Das Darm-assoziierte lymphatische Gewebe (Gut associated Ilymphoid
Tissue = GALT) spielt eine Schlusselrolle bei der lokalen und systemischen
Immunitat. Es stellt 50% des schleimhautassoziierten lymyphoiden Gewebes im
Korper dar. Aufgabe ist es, den Korper vor exogenen Antigenen von
Mikroorganismen und Futterbestandteilen zu schitzen. Gleichzeitig muss aber auch
eine Toleranz gegenidber harmlosen Antigenen, zum Beispiel den endogenen
Bakterien und Futterbestandteilen, gewahrleistet werden (JAMES 1993; GERMAN
2001; GARDEN 2001a). Wenn die passende IgA-Antwort und angeborene Barrieren
gegen virale und bakterielle Infektionen fehlen, entfalten sich protektive
Immunreaktionen, wie Komplementaktivierung, Opsonierung, Phagozytose,
Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen, natirlichen Killerzellen, 1gG und IgM. Vor
allem zellulare Immunantworten sind wichtig fur die Bekampfung von Protozoen- und
Helmintheninfektionen (GARDEN 2001a).

Das GALT umfasst einerseits die mesenterialen Lymphknoten, einzelne Lymph-
knotchen, Peyer'sche Plaques und subepitheliale Lymphfollikel auf der afferenten
Seite, wo sich priméare Immunreaktionen wahrend der initialen Auseinanderersetzung
mit Antigenen abspielen, andererseits die Leukozyten in der Lamina propria, im
Epithel und Lumen auf der efferenten Seite, wo die Wirkungsfunktionen durch
folgende Antigenauseinandersetzungen stattfinden. Die zwei Seiten des GALT
stehen durch Migration von aktivierten Lymphozyten in Verbindung. Aktivierte
Lymphozyten gelangen von der afferenten Seite in die Blutbahn und werden selektiv
von den Zellen der efferenten Seite Uber endotheliale Venuolen angezogen (siehe
Abb. 10) (VAN GARDEREN et al. 1991; GARDEN 2001a).

Die Lymphknétchen kommen uberall im Darm vor. Sie enthalten einzelne Follikel
lymphoider Zellen, sind 0,5 bis 3 mm grof3 und erstrecken sich von der Lamina
propria bis in die Submukosa (EVANS u. CHRISTENSEN 1979).
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Die Peyer'schen Plaques im Dunndarm bestehen aus einer Zusammenballung von
Lymphfollikeln. Im Darm des Hundes sind ann&hernd 20 solcher Plagues zu finden,
die Im Durchmesser von wenigen mm bis zu 4 cm variieren (STEWARD et al. 1980).
Sie sind von einem follikelassoziiertem Epithel Uberzogen, welches aus kuboiden,

absorptiven Epithelzellen, Becher- und M-Zellen besteht.

Lamina propria

Antigene Intraepitheliale

Leukozyten

B-Lympht;zyten

Plasmazellen

O— B-Lymphoblasten
A

Zirkulation LymphgefaRe

Systemische

Mesenterial-
QO <« O
Ductus thoracicus

Lymphknoten

Abb. 10: Schematische Darstellung des Darm-assoziierten lymphytischen
Gewebes nach HALL u. SIMPSON (2000)

Die M-Zellen fallen lichtmikroskopisch nur durch eine Unterbrechung des intestinalen
Birstensaumes auf (EGBERTS et al. 1985). Ihre Funktion besteht in der Aufnahme
von kleinen Mengen luminaler Antigene und deren Transport zu den Makrophagen
und lymphoiden Geweben, welche fir die Immunantwort verantwortlich sind. An der
Oberflache enthalten sie spezifische Rezeptoren fur pathogene Mikroorganismen.
Das lymphoide Gewebe der Peyer'schen Plaques besteht aus dem Follikel, gebildet
von B-Zellen und einigen T-Helferzellen, dem Mantel aus einer Mischung von B- und
T-Zellen, sowie Makrophagen und dem interfollikularen Gewebe, das hauptsachlich
T-Zellen enthalt, aber auch einige B-Zellen als Vorstufen der IgA-sezernierenden
Plasmazellen (BIENENSTOCK u. BEFUS 1984).
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Des Weiteren wird die Schleimhaut durch innere und aul3ere Epithelkomponenten
geschutzt. Die &ulReren Komponenten werden durch luminale Faktoren der
Enterozyten gebildet. Der wichtigste Faktor ist hier das Immunglobulin A, welches die
Passage von Antigenen durch die Schleimhaut limitiert. Strukturen und Funktionen
des Epithels selbst bilden die inneren Komponenten. Hier kommen den Enterozyten
mit den ,Tight-junctions® (feste Verbindungen zwischen den Zellen ohne
interzellularen Spalt), den Mikrovilli, der Plasmamembran, den Organellen und den

zytoplasmatischen Enzymen wichtige Bedeutungen zu (GERMAN 2001).

Den grof3ten Anteil des gastrointestinalen Immunsystems bilden die T- und die B-
Lymphozyten, Mastzellen, dendritische Zellen und Granulozyten in der Lamina
propria. und die intraepithelialen Leukozyten (JAMES 1993). Intraepitheliale
Leukozyten (IEL) liegen zwischen den Enterozyten. In vielen histologischen und
immunbhistologischen Studien bei verschiedenen Spezies ist die Anzahl der IEL im
Darm quantifiziert worden. Hierbei werden unterschiedliche Methoden angewendet.
Die haufigste Methode ist die Quantifizierung der IEL in Relation zu den
Epithelzellen. Seltener erfolgt die Zahlung in Relation zum Schleimhautvolumen
(VAN GARDEREN et al. 1991).

Im Dunndarm von Mausen wurden 14-16 IEL je 100 Epithelzellen gezahlt
(FERGUSON u. PARROTT 1972). Ahnliche Ergebnisse sind in der Humanmedizin
erzielt worden (AUSTIN u. DOBBINS 1982). Auch im Jejunum gesunder Hunde
stellen annahernd 11-15 von 100 Zellen im Epithel intraepitheliale Lymphozyten dar.
Ihre Anzahl ist bei frih entwohnten Welpen und im lleum des erwachsenen Hundes
etwas geringer (THOMAS u. ANDERSON 1982). Bei Exposition mit mikrobiellen
Antigenen erhoht sich ihre Anzahl bis auf das funffache der urspringlichen
Population (CARMAN et al. 1986). Mit immunhistologischen und Computer
gestutzten morphometrischen Analysen wurde die Verteilung der IEL sowohl
innerhalb der einzelnen Darmabschnitte als auch innerhalb des Darmepithels
untersucht. Beim gesunden Hund nimmt ihre Anzahl sowohl vom Duodenum in
Richtung lleum, als auch von der Villusspitze in Richtung Kryptepithel ab. Im Bereich
des Villus konnten pro 100 Epithelzellen 21 IEL gezahlt werden (GERMAN et al.
1999). Ahnliche Ergebnisse brachten auch durchflusszytometrische Untersuchungen
der IEL aus dem Dickdarm und Dinndarm bei gesunden Hunden. Die meisten IEL
gehoren zu den T-Lymphozyten (SONEA et al. 2000). Daneben sind in geringem
Umfang auch eosinophile Granulozyten, grof3e granulierte Lymphozyten vom
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naturlichen Killerzelltyp, B-Lymphozyten und Mastzellvorstufen vorhanden (BEFUS
et al. 1984; CARMAN et al. 1986; VAN DER HEIJDEN u. STOK 1987; TARGAN et
al. 1987; SONEA et al. 2000; WELLMAN 2000).

Im Gegensatz zum intraepithelialen Kompartiment liegen in der Lamina propria
vorwiegend B-Lymphozyten (BARLOUGH et al. 1981; WILLARD et al. 1982). Die
relative Anzahl von B- und T-Zellen sowie anderen Leukozyten im Darm ist abh&ngig
von der Antigen-Stimulation, dem Alter des Tieres und der Lokalisation. Beim Hund
sind die meisten B-Lymphozyten im Duodenum zu finden. Ihre Anzahl nimmt bis zum
Kolon stetig ab (WILLARD u. LEID 1981; WILLARD et al. 1982).

Neuere Studien beschreiben die normale Verteilung der T- und B-Lymphozyten
sowohl innerhalb der Darmabschnitte als auch innerhalb einer Zotte im Dinndarm
von gesunden Hunden (ELWOOD et al. 1997). In der Lamina propria steigt die
Dichte der T-Lymphozyten innerhalb der Zotte in Richtung Villusspitze des Darmes
an. Es sind hier keine sichtbaren Unterschiede in der Verteilung von T-Lymphozyten,
T-Helferzellen und T-Zellen vom Suppressor- und zytotoxischen Typ zu erkennen
(BIENENSTOCK u. BEFUS 1984; HANAUER u. KRAFT 1985; HARTY u. LEIBACH
1985; CARMAN et al. 1986; JAMES 1993; ELWOOQOD et al. 1997). Studien haben
gezeigt, dass die Dunndarmschleimhaut des Hundes quantitativ gleiche Leukozyten-
populationen enthélt, wie sie auch bei anderen Spezies gefunden wurde (ELWOOD
et al. 1997).

Genauere Untersuchungen zur Differenzierung der Leukozytenpopulation basieren
auf immunhistochemischen und Computer gestitzten morphometrischen Analysen,
wie sie auch bei gesunden Hunden durchgefihrt wurden (GERMAN et al. 1999). Die
Zahlung der Lymphozyten, Plasmazellen, eosinophilen Granulozyten und Mastzellen
in der Lamina propria erfolgte hier in einem Feld von 10.000 pm?. Sowohl die totale
Zellzahl als auch die Zahl der Entziindungszellen erhdhte sich im Duodenum jeweils
von der Villusspitze Uber die Villusbasis zur Kryptenregion. Fur die totale Zellzahl
konnten 100-150 Zellen/10.000 pm? gezahlt werden. Plasmazellen, eosinophile
Granulozyten und Mastzellen werden vorwiegend in der Kryptenregion gesehen,
wahrend T-Lymphozyten vor allem im Bereich der Villusspitze liegen. Im Bereich der
Villusbasis sind hauptsachlich B-Lymphozyten zu finden (GERMAN et al. 1999).
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2.7.1 Einfluss des Alters auf das Immunsystem

Welpen werden mit einem relativ kompetenten, aber noch unreifen Immunsystem
geboren. Schon kurz nach der Geburt ist es in der Lage, auf externe Stimuli zu
reagieren. Die Reifung erfolgt innerhalb weniger Wochen (TOMAN et al. 2002;
FALDYNA et al. 2005).

Unmittelbar nach der Geburt ist die Anzahl der neutrophilen Granulozyten im
peripheren Blut etwa dreimal hoéher, als die der Lymphozyten. Dieses Verhéltnis
verandert sich innerhalb der ersten Lebenswoche (TOMAN et al. 2002). Die Zahl der
Neutrophilen erreicht etwa im Alter von einem Monat einen Wert ahnlich dem
erwachsener Hunde (STRASSER et al. 2000; TOMAN et al. 2002).

Die Anzahl von Lymphozyten im peripheren Blut ist in den ersten drei Monaten
hoher, als bei erwachsenen Hunden (TOMAN et al. 2002). Wéahrend bei Neonaten
weniger T-Lymphozyten und mehr B-Lymphozyten vorhanden sind, kommt es mit
zunehmendem Alter zu einem relativen Anstieg der T-Zellen und einer relativen
Abnahme der B-Zellen. Das Verhéltnis von T-Helferzellen zu T-Suppressorzellen
bzw. zytotoxischen T-Lymphozyten wandelt sich innerhalb der ersten Wochen zu
Gunsten von T-Suppressorzellen bzw. zytotoxischen T-Lymphozyten (STRASSER et
al. 2000; FALDYNA et al. 2005).

Auch lymphoproliferative Reaktionen und Antikorper-Titer von jungen und mittelalten
Hunden sind hoher als bei alten Hunden (GREELEY et al. 1996).

Das gastrointestinale Immunsystem von neugeborenen Hunden ist ebenso wie das
systemische Immunsystem noch sehr unreif (MANNICK u. UDALL, JR. 1996). Eine
Schlusselrolle fur die Reifung des GALT spielt die Darmmikroflora (BENYACOUB et
al. 2003). Sie reprasentiert eine ,Bibliothek” an verschiedenen Antigenen, die das
Immunsystem modulieren (GARDEN 2001a). Im Darmepithel von sechs Wochen
alten Hunden sind deutlich mehr intraepitheliale Leukozyten vorhanden, als bei
Hunden die noch keine zwei Wochen alt sind. Im Alter von sechs bis 15 Wochen
erreichen sie ihren Maximalwert, um dann wieder langsam abzufallen (THOMAS u.
ANDERSON 1982). Dieser signifikante Anstieg bei Hunden im Entwohnungsalter
wird mit der Umstellung der Nahrung in Zusammenhang gebracht (THOMAS u.
ANDERSON 1982).

Auch im hoheren Alter verandert sich das gastrointestinale Immunsystem. In

verschiedenen Modellversuchen an Mausen konnte gezeigt werden, dass die
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Zellinteraktionen in den Peyer'schen Plaques verloren gehen und damit eine Licke
der oralen Toleranz entsteht (FIOCCHI et al. 1983; KATO et al. 2003; FUJIHASHI u.
MCGHEE 2004). Das filhrt zu einer altersabhangigen Dysregulation des
Immunsystems mit Folge einer Schleimhaut einbeziehenden Gewebedysfunktion.
Die Anzahl der T-Helferzellen nimmt in den Peyer'schen Plaques ab. Damit kommt
es zu einer mangelhaften Zytokin-Synthese fur die Induktion von sekretorischem IgA
oder der oralen Toleranz (FUJIHASHI u. MCGHEE 2004).

2.7.2 Einfluss der Futterung auf das Immunsystem

Die Art der Futterung ist fur die Funktion des Magen-Darm-Kanals in vielerlei Hinsicht
von grof3er Bedeutung. Die Integritat von immunologischen und nicht-
immunologischen Barrieren in der Darmschleimhaut kann auch durch nutritive
Einflisse gestort oder gefordert werden (LANGKAMP-HENKEN et al. 1992).
Diskutiert werden die positiven Eigenschaften von Probiotika auf die gastrointestinale
Gesundheit. So hat Lactobacillus einen positiven Einfluss auf die gastrointestinale
Gesundheit beim Hund. Die Anzahl von Immunglobulin A- und anderen
Immunglobulin-sezernierenden Zellen in der intestinalen Schleimhaut steigt an, die
lokale Freisetzung von Interferon wird stimuliert und der Antigentransport zu den
Peyer'schen Plaques erleichtert (GORBACH 2000).

Ahnlich positive Effekte konnten bei Einhaltung eines bestimmten Fettsaure-
Verhéltnisses bei Hunden gefunden werden (KEARNS et al. 1999). Auch B-Karotine
verbessern die Immunantwort nachweisbar (MASSIMINO et al. 2003).

Eine uneingeschrankte Kalorienaufnahme bei Hunden im Wachstumsalter fuhrt zu
einer verminderten Effizienz der zellularen Immunitat und einer gesteigerten Auto-
immunantwort im spateren Leben. Im Gegensatz dazu zeigt eine geeignete
Kalorienrestriktion im Alter einen ,verjingenden” Effekt auf die Kapazitdt des
Immunsystems (SHEFFY u. WILLIAMS 1981; KEALY et al. 2002).

Es gibt weiterhin Untersuchungen Uber die Futtertoleranz des Hundes. Insbesondere
Riesenrassen zeigen haufig Futtermittelunvertraglichkeiten (ZENTEK u. MEYER
1995). Es wurde nachgewiesen, dass die Zahl und Zusammensetzung der intra-
epithelialen Leukozyten und der Leukozyten der Lamina propria bei
Futtermittelunvertraglichkeit unverandert bleibt (GERMAN 2001).
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Bei Mausen fuhrt eine Proteinmangelerndhrung allein schon nach vier Tagen zu
einem signifikanten Abfall der mononukleéaren Zellen sowohl in der Milz als auch in
den Peyer’'schen Plagues (MANHART et al. 2000).

Die Art des Futters, Dosen- oder Trockennahrung, der Proteingehalt und die
Proteinquelle kbnnen zu Modulationen im Bereich der Bakterienflora mit beitragen
(ZENTEK et al. 2003).

2.7.3 Einfluss der gastrointestinalen Mikroflora au  f das Immunsystem

Die intestinale Mikroflora ist normalerweise quantitativ und qualitativ stabil. Sie steht
in einem symbiotischen Wechselspiel mit dem Wirt (GORBACH et al. 1967; SIMON
u. GORBACH 1987). Im nichternen Zustand ist der kraniale Dinndarm annéhernd
steril, mit der Futteraufnahme kommt es zu einer Vermehrung der Mikroorganismen.
Vorwiegend saureresistente, grampositive Vertreter von Clostridien, Streptokokken,
Laktobazillen, E. coli und Pilzen machen den grof3ten Teil aus. Im kaudalen Teil des
Dunndarms ist der Gehalt an Mikroorganismen nur geringen Schwankungen
unterworfen. Die Zusammensetzung &hnelt immer starker der des Kolons. Hier
kommen vorwiegend anaerobe Bakterien der Gattung Bakteroides und Bifidobakter
vor, neben Enterobakterien, Streptokokken und Laktobazillen (GORBACH 1971;
DRASAR u. HILL 1974; SIMON u. GORBACH 1987).

Die beim erwachsenen Tier vorhandene Mikroflora ist bereits drei bis vier Wochen
nach der Geburt in ahnlicher Zusammensetzung zu finden. Sofern keine Storfaktoren
einwirken, bleibt sie zeitlebens relativ konstant erhalten (SMITH 1965; JERGENS
2001). Letztendlich hat jeder Hund sein individuelles Bakterienmuster. Dieses ist
relativ stabil, unabhangig von der Zusammensetzung des Futters (SIMPSON et al.
2002).

Von der intestinalen Bakterienflora kbnnen auch Stérfaktoren auf das Immunsystem
einwirken. Enterpathogene E.coli-Keime hemmen zum Beispiel die Lymphokin-
Produktion und damit die Lymphozytenfunktion im Blut und in der Lamina propria
(HEYWORTH et al. 1985; MALSTROM u. JAMES 1998).

2.7.4 Einfluss von Parasiten auf das gastrointestin ~ ale Immunsystem

Abhangig von der Haltung des Tieres, dem Alter, der Abstammung und auch dem
Geschlecht ist der Infektionsdruck bezlglich intestinaler Protozoen und Helminthen
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unterschiedlich grof3. Besonders Tiere im Alter bis zu einem Jahr, intakte Riden und
Hundinnen sind haufig betroffen und schlechte hygienische Bedingungen erhdhen
den Infektionsdruck (VISCO et al. 1977a; KIRKPATRICK 1988; BUGG et al. 1999;
ITOH et al. 2003; RUBEL et al. 2003; RAMIREZ-BARRIOS et al. 2004).

Bei intestinalen Protozoen- und Helminthen-Infektionen kommt dem zellularen
Immunsystem eine besondere Bedeutung zu (GARDEN 2001a). Unter anderem
steigt die Zahl der Eosinophilen sowohl in der Lamina propria als auch im peripheren
Blut an, wie in einer Untersuchung an Schafen nach Nematodeninfektion gezeigt
werden konnte (DOUCH u. MORUM 1993).

Nematoden-infizierten Ratten haben mehr Lymphozyten, Plasmazellen, eosinophile
Granulozyten, Mastzellen und Makrophagen in der Lamina propria, wahrend die
Zellzahl mit zytoplasmatischen Immunglobulinen konstant bleibt (BEFUS u.
BIENENSTOCK 1984).

Auch bei Hunden kommt es nach einer Infektion zu deutlichen immunologischen
Reaktionen, die sich hauptsachlich lokal im Gastrointestinaltrakt abspielen. Es
werden gesteigerte Zellproliferationen in den mesenterialen und poplitealen Lymph-
knoten und/oder in den Peyer’'schen Plaques beobachtet (DEPLAZES et al. 1994).

2.8 Chronische Erkrankungen des Darmkanals beim Hun  d
2.8.1 .Inflammatory bowel disease”

Idiopathische, vermutlich immunvermittelte Erkrankungen des Darmkanals sind
haufige Ursache von chronischem Erbrechen und Durchfall beim Hund. Der Begriff
.Inflammatory bowel disease” (IBD) umfasst eine Gruppe von Erkrankungen, die
durch histologische Anzeichen einer Entzindung charakterisiert werden, einher-
gehend mit persistierenden oder wiederkehrenden gastrointestinalen Symptomen
(JERGENS et al. 1992; JERGENS 1999).

Die Ursache der IBD ist unklar (JERGENS 2001). Interaktionen zwischen mukosalem
Immunsystem, genetischer Pradisposition und Umweltfaktoren werden fir die
Entstehung von intestinalen Entziindungen verantwortlich gemacht. Dabei werden
zwei generelle Hypothesen angenommen: 1. die Entziindung entsteht auf Grund
einer abnormalen Immunantwort und 2. die Entzindung wird durch eine ange-

messene Immunantwort auf einen normalen luminalen Bestandteil oder ein
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molekulares Element eingeleitet (JERGENS 2002). Klinische Zeichen sind Folge der

zellularen Mukosainfiltration und der Entziindungsmediatoren.

Je nach der primar beteiligten Zellpopulation werden unterschiedliche Erkrankungen
unterschieden, die auch Uberschneidungen mit der diatetischen Hypersensitivitat
und dem ,Small Intestinal Bacterial Overgrowth* (bakterielle Uberbesiedelung, siehe
Kapitel 2.8.2) zeigen (DAY u. HALL 1999). Letztendlich ist IBD eine histologische
Diagnose. In der Lamina propria ist eine deutliche Vermehrung der IgG-
Plasmazellen, CD3" (T)-Zellen, CD4"(T)-Zellen, Makrophagen und Neutrophilen,
neben einem verminderten Gehalt an Mastzellen festzustellen (siehe schematische
Darstellung Tabelle 1) (GERMAN et al. 2001, GERMAN 2001). Die Infiltration der
Lamina propria reflektiert eine immunologische Antwort auf diatetische, mikrobielle
oder Autoantigene. Die gute Ansprechbarkeit auf Immunsuppressiva suggeriert einen

Immundefekt als Ausléser.

Die idiopathische lymphozytare-plasmazytére Enteritis (LPE) ist die haufigste Form.
Sie ist gekennzeichnet durch eine Infiltration der Schleimhaut vorwiegend mit
Lymphozyten und Plasmazellen innerhalb der Lamina propria (JERGENS et al. 1992;
DAY u. HALL 1999). Abhangig vom Schweregrad der Erkrankung kommt es histo-
logisch zur partiellen oder kompletten Villusatrophie, Villusfusion oder Krypt-
abszessen. Es kann eine normale Schleimhaut oder Anzeichen einer Becher-

zellmetaplasie, Kryptenhypertrophie bis Dilatation sichtbar sein (DAY u. HALL 1999).

Manchmal ist die Unterscheidung einer schweren Form der IBD vom intestinalen
malignen Lymphom sehr schwierig. So wurden verschiedene Versuche unter-
nommen, histologische Kriterien zu erstellen, anhand derer der Schwergrad der LPE
graduiert werden kann (JERGENS et al. 1992). Trotz allem gibt es keine gute
Korrelation zwischen dem histologischen Schweregrad und der Klinischen
Symptomatik (ROTH et al. 1990b).

Die eosinophile Gastroenteritis ist die zweithaufigste Form (VAN DER GAAG u.
HAPPE 1990). Histologisch fallt eine gemischtzellige Infiltration der Schleimhaut auf,
wobei eosinophile Granulozyten dominieren. Unter anderem werden endoparasitare
Antigene als Grund fur die Stimulation des intestinalen Immunsystems angesehen
(DAY u. HALL 1999).

Eine seltene Form der IBD ist die granulomatdse Enteritis, charakterisiert durch die
Infiltration der Schleimhaut mit Makrophagen (BARKER et al. 1993). Sie kommt als
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fokale Entzindung im Endbereich des lleums, im Kolon und in den mesenterialen
Lymphknoten vor. Neben der Infiltration mit Makrophagen, Riesenzellen,
Neutrophilen, Eosinophilen, Lymphozyten und Plasmazellen fallen Villusatrophie,
Kryptenhypertrophie, Ulzerationen sowie Nekroseherde und Fibrose auf. Die
mesenterialen Lymphknoten zeigen eine reaktive Hyperplasie mit granulomattsen
Herden und Sinushistiozytose (DAY u. HALL 1999).

2.8.2 Bakterielle Uberbesiedelung des Darmes

Die bakterielle Uberbesiedelung des Dinndarms (Small Intestinal Bacterial Over-
growth — SIBO) beinhaltet eine Vermehrung der Dinndarmbakterien, in erster Linie
die anaerobe Bakterienfraktion, mit einer Stérung der intestinalen Funktion (BATT et
al. 1991). Dieses Syndrom wurde vor allem beim Deutschen Schaferhund
beschrieben und ein Zusammenhang mit einem relativen Mangel an Serum-IgA
diskutiert (BATT et al. 1991). Selten steht die Uberbesiedelung mit anderen Erkrank-
ungen wie verminderter Magensaureproduktion oder exokriner Pankreasinsuffizienz
in Verbindung. Meistens ist jedoch keine definitive Ursache zu finden (DAY u. HALL
1999). Die Pathophysiologie ist komplex und beinhaltet intraluminale Effekte der
proliferierenden Bakterien und eine direkte Schadigung der Enterozyten selbst
(WILLIAMS 2001). Biopsien aus dem Jejunum zeigen eine partielle Villusatrophie
und unterschiedlich ausgepragte Vermehrung der intraepithelialen Lymphozyten
(BLAKEMORE 1994). In der Lamina propria wurden vermehrt IgA-Plasmazellen und
CD4"- Zellen gefunden (siehe schematische Darstellung Tabelle 1) (GERMAN 2001).

2.8.3 Futtermittel-Hypersensitivitat

Bei einigen Saugetieren kdnnen bestimmte Futterbestandteile eine immunologische
Sensibilisierung und nachfolgende Hypersensitivitdt auslésen. Eine echte Hyper-
sensitivitit muss von einer Futtermittelintoleranz unterschieden werden. Die
Hypersensitivitdt beruht auf einer immunologischen Fehlregulation. Eine Futtermittel-
intoleranz wird durch bestimmte Futterbestandteile, durch pharmakologische oder
toxische Wirkung verursacht (DAY u. HALL 1999, GARDEN 2001b). Zumeist zeigen
Hunde mit einer Futtermittelintoleranz keine Verdnderungen der Immunzellpopulation
in der Schleimhaut (siehe schematische Darstellung Tabelle 1) (GERMAN et al.
2001). Aus dieser Studie geht allerdings nicht hervor, ob die Reaktionen auf
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Futtermittel bei den Patienten auf einer immunologischen Grundlage oder auf einer
Intoleranz basieren. Des Weiteren ist die Grol3e dieser Patientengruppe sehr klein
(GERMAN et al. 2001).

Tab. 1: Schematische Darstellung signifikanter Verdnderungen der Zellverteilung bei
bestimmten gastrointestinalen Erkrankungen

Lokalisation Zelltyp IBD SIBO FH
IE Becherzellen
IE T-Lymphozyten > >
IE T-Helferzellen
IE T-Suppressorzelle
IE Eosinophile Granulozyten
LP Mastzellen <
LP IgG-Plasmazellen >
LP IgA-Plasmazellen >
LP IgM-Plasmazellen
LP T-Lymphozyten >
LP T-Helferzellen > >
LP T-Suppressorzellen
LP Eosinophile Granulozyten

(IE, intraepithelial; LP, Lamina propria; IBD, inflammatory bowel disease; SIBO, small
intestinal bacterial overgrowth; FH, Futtermittel-Hypersensitivitdt) < signigikant weniger
Zellen; > signifikant mehr Zellen; --- kein Unterschied; Darstellung modifiziert nach GERMAN
et al. (2001)

2.8.4 Neoplasien des Darmes

Das intestinale maligne Lymphom ist charakterisiert durch die meist diffuse Infiltration
der Schleimhaut und Submukosa mit monoklonalen lymphatischen Zellen. Betroffen
sind meist mittelalte bis altere Hunde. Die Diagnose wird anhand der Darstellung von
monoklonalen Lymphozyten in Aspiraten oder Bioptaten von vergroRerten Darm-
oder peripheren Lymphknoten gestellt, am haufigsten aber durch Darmbiopsien.
Obwohl Lymphome in der Regel gut Zellen exfoliieren, kénnen endoskopisch
gewonnene Biopsien die Lasion verfehlen oder nur Zeichen einer LPE wiedergeben
(HALL u. SIMPSON 2000). Eine Unterscheidung kann durch immunhistologische
Farbungen gesichert werden. Die lymphozytare Infiltration bei LPE ist im Gegensatz
zum intestinalen Lymphom durch Polyklonalitat gekennzeichnet (COUTO et al.
1989).
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Viele Lymphozyten sind in basophil gefarbten Mukus eingebettet. Die grol3en
unreifen Lymphozyten haben einen ovalen bis unregelmalilig geformten Kern aus
homogenem, blass gefarbtem Chromatin, umgeben von einer geringen bis mafigen
Menge leicht basophilem Zytoplasmas (ANDREASEN et al. 2000).

Intestinale Adenokarzinome sind relativ haufige Tumore im Duodenum des Hundes.
Sie wachsen lokal infiltrativ und fuhren zur partiellen Obstruktion. Die Diagnose wird
anhand von Aspirationsbiopsien oder chirurgischen ,Full-Thickness“-Biopsien gestellt
(HALL u. SIMPSON 2000). Das zytologische Bild entspricht der generellen
Charakteristik von Neoplasien des Epithelgewebes (ANDREASEN et al. 2000).

Andere intestinale Neoplasien, wie zum Beispiel Leiomyosarkome, Leiomyome und

Fibrosarkome, sind selten und zytologisch schwer zu diagnostizieren.
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3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN

3.1 Untersuchte Tiere

Fur die zytologische Untersuchung endoskopisch gewonnener Darmbiopsien von
gesunden Hunden wurden Hunde (n = 26) mit ungestortem Allgemeinbefinden ohne
anamnestische Hinweise gastrointestinaler Erkrankungen unterschiedlicher Rassen
und beiderlei Geschlechts aus dem Patientengut der Klinik fir Kleintiere der
Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig untersucht. Bei diesen Tieren
erfolgten Routineeingriffe, wie Kastrationen zur Fortpflanzungsunterbindung,
Versorgung von Zahnfrakturen oder Implantatentfernungen. Im Rahmen dieser

Narkose wurde die Endoskopie mit dem Einverstandnis der Besitzer durchgefihrt.

Es wurden drei Altersgruppen gebildet. Die erste Gruppe umfasst junge Hunde mit
einem Alter bis zu zwei Jahren (n = 9; Mittelwert des Alters = 15,3 Monate, Xmin 6
Monate, Xmax 22 Monate). Der zweiten Gruppe gehéren mittelalte Hunde zwischen
zwei und acht Jahren an (n=9; Mittelwert des Alters = 4,75 Jahre, Xmin 2,25 Jahre,
Xmax 7,0 Jahre). Und in der dritten Gruppe sind Hunde alter als acht Jahre (n = 8;
Mittelwert des Alters = 9,5 Jahre, Xmin 8 Jahre, Xmax 14,25 Jahre) vertreten. Angaben
beziglich Rasse, Geschlecht, Alter und der Art des chirurgischen Eingriffs sind den

Tabellen 16 bis 18 im Anhang zu entnehmen.

3.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Zur Beurteilung des Gesundheitsstatus wurde eine ausfihrliche Anamnese
hinsichtlich akuter und chronischer gastrointestinaler Symptomatik oder anderer
internistischer Erkrankungen, Medikationen und stattgefundenen Unféllen erhoben.
Hunde mit gastrointestinaler Symptomatik (Vomitus, Diarrhoe, Inappetenz) innerhalb
der letzten vier Monate vor der Untersuchung sowie chronisch rezidivierender
Problematik und bekannten Futtermittelunvertraglichkeiten wurden von der
Untersuchung ausgeschlossen. Ebenso wurden Hunde, die in den letzten zwei
Monaten mit Antibiotika, nichtsteroidalen Antiphlogistika oder Glukokortikoiden

behandelt wurden, nicht in die Studie mit einbezogen.

Bei jedem Patienten wurde eine hamatologische Untersuchung mit einem Blutbild
inklusive einer manuellen Differenzierung sowie der Bestimmung einzelner blut-

chemischer Parameter eingeleitet (Harnstoff, Kreatinin, Glukose, Cholesterin,
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Gesamteiweild, Albumin, Globulin, Natrium, Kalium, Kalzium, Alaninaminotrans-
ferase, alkalische Phosphatase, Amylase und Lipase). Die hamatologische
Untersuchung erfolgte mit dem Vet abc 2. Die Bestimmung der klinisch-chemischen
Parameter wurde in der Medizinischen Tierklinik der Universitat Leipzig am
HITACHI 704° durchgefiihrt; die Enzymaktivititen wurden bei 37°C gemessen.

Abweichungen von den Referenzwerten fuihrten zum Ausschluss des Patienten.

Um parasitare Erkrankungen auszuschlieRen, wurde der Kot hinsichtlich des
Vorhandenseins von Parasiten und deren Entwicklungsstadien mikroskopisch mit
einem Flotationsverfahren untersucht. Der Nachweis von Giardia-Antigen erfolgte
durch ein spezielles ELISA (iber den Kot*. Die parasitologische Kotuntersuchung im
Flotationsverfahren wurde im Institut fir Parasitologie der Veterinarmedizinischen
Fakultat der Universitat Leipzig durchgefuhrt. Der Antigen-Nachweis mittels ELISA
wurde von dem Labor Laboklin, Bad Kissingen, erstellt. Patienten mit einem
Nachweis von Parasiten oder deren Entwicklungsstadien oder mit einem positiven

ELISA-Test fur Giardia-Antigen wurden von der Studie ausgeschlossen.

Um schwerwiegende Dysbakterien auszuschlie3en, wurde zusatzlich von jedem
Patienten eine aerobe und anaerobe bakteriologische Kotuntersuchung eingeleitet.
Diese Untersuchung fand im Institut fur Mikrobakteriologie der Veterinar-
medizinischen Fakultat der Universitat Leipzig statt. Hunde mit obligat pathogenen

Darmkeimen wurden von der Untersuchung ausgeschlossen.

3.3 Probengewinnung

Die endoskopische Probengewinnung erfolgte unter Allgemeinanasthesie im Rah-
men von geplanten Routineeingriffen, wie zum Beispiel einer Kastration oder

Implantatentfernung.

Zur Vorbereitung des Patienten erfolgte ein mindestens zwdlfstiindiger Futterentzug.
Die Allgemeinanasthesie wurde unter Verwendung von 0,5-1,0 mg/kg Korpermasse
Diazepam®, 0,02-0,05 mg/kg Korpermasse Atropin®, 3,0 mg/kg Korpermasse

2 Vet abc Animal Blood Counter, Firma Scil Animal Care Company, Viernhei

® HITACHI 704, Firma Boehringer Mannheim

* RIDASCREEN® Giardia (C1101), Firma R-Biopharm AG, Darmstadt

® Faustan Injektionslésung®, Temmler Pharma GmbH und Co. KG, Marburg

® Atropinsulfat B. Braun 0,5 mg/ml Injektionslésung, B. Braun Melsungen AG, Melsungen

40



TIERE, MATERIAL UND METHODEN

Ketamin’, 0,3 mg/kg Kérpermasse Xylazin® intravenés eingeleitet und durch eine
Inhalationsnarkose mit Isofluran® aufrechterhalten und die Narkosetiefe und -dauer

gesteuert.

Zur Untersuchung kamen Abklatschpraparate von endoskopisch gewonnenen
Schleimhautbiopsien aus dem Duodenum. Mit einem flexiblen Videoendoskop®® und
einer Forceps-Zange mit Zentraldorn mit einem Durchmesser von 2,5 mm konnten
die Proben an vier verschiedenen Stellen aus dem Duodenum gewonnen werden.
Jedes Bioptat wurde mindestens zehnmal nacheinander der Reihe nach auf einem
Objekttrager mit maRigem Druck aufgedrickt. Dabei sollte der Druck moglichst
senkrecht einwirken. Die Farbung der gesammelten luftgetrockneten Préparate
erfolgte nach May-Griinwald-Giemsa mit Hilfe eines Farbeautomaten*. Pro Patient
wurden mindestens acht Objekttrager aus dem Darmbereich makro- und

mikroskopisch durchgemustert und ausgewertet.

34 Methoden

Makroskopisch unbrauchbare Praparate wurden aussortiert. Die Praparate wurden
mit dem Mikroskop Axioskop 20 ausgewertet. Die Messung der ZellgroRe erfolgte
mit einem Strichkreuzmikrometer. Dabei wurde das Mikrometer so eingestellt, dass

ein Teilstrich in der 1000er VergroRerung 1 um entsprach.

Alle Daten wurden visuell mikroskopisch erhoben. Es wurden sowohl Messungen
von Zellkomponenten als auch semiquantitative Untersuchungen durchgeftihrt. Die
Untersuchung erfolgte systematisch nach folgendem von den Untersuchern

entworfenen Untersuchungsschema.

Die allgemeinen Qualitatsmerkmale unter Punkt 3.4.1. wurden in der 100er- und
400er-VergroRerung bearbeitet. Die Auszdhlung und GréRenzuordnung der
vorhandenen Zellpopulation unter Punkt 3.4.2. erfolgte mit der 630er-VergrofRerung
(1 Teilstrich des Strichkreuzmikrometers entspricht 1,5 um). Die allgemeinen und
speziellen Zellkriterien unter 3.4.3. wurden mit Olimmersion in der 1000er-

VergroRerung beurteilt.

" Ketavet® 100 mg/ml, Firma Pfizer Pharmacia GmbH, Karlsruhe

8 Xylazin®2% , Firma A. albrecht GmbH und Co. KG, Aulendorf

% |sofluran-Baxter®, Firma Baxter Deutschland GmbH, Unterschlei3heim

1% Firma ETM Germany, PV-G 30, Durchmesser 12 mm

' CHROMATIC-MINOR 5 Bad-Ausfiihrung, PSI Medizintechnik, Griinewald
12 Axioskop 20, Firma Carl Zeiss, Jena
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3.4.1 Allgemeine Qualitditsmerkmale
3.4.1.1 Qualitdt des Praparates

Die Qualitat des Praparates wurde mit O = nicht auswertbar, 1 = auswertbar, 2 = gut
auswertbar beurteilt. Beginnend mit einer kleinen Vergré3erung (20x) wurde
zunachst das gesamte Praparat durchgemustert, um unregelmaflig gefarbte Areale

bzw. Areale mit vermehrter Zellularitat zu erkennen.

3.4.1.2 ,Monolayer*

Unter diesem Punkt wurde das Verhaltnis von gut auswertbaren Monolayern zu
schlecht auswertbaren mehrschichtigen Zellhaufen beurteilt. Da nur Areale spater
ausgezahlt werden konnen, in denen die Zellen Uberwiegend als Monolayer
vorliegen, soll diese Einschéatzung als zusatzliches Qualitatsmerkmal dienen. Die
Einteilung erfolgte mit O = keine Monolayer, 1 = vereinzelt Monolayer, 2 = gleiche

Anteile Monolayer und mehrschichtige Zellhaufen, 3 = Gberwiegend Monolayer.

3.4.1.3 Freies Kernprotein

Freies Kernprotein durch Zellzerstérung bei der Herstellung der Abklatschpraparate
ist ebenfalls Ausdruck der Qualitdt des Praparates. Die Einschatzung erfolgte mit
0 = kein freies Kernprotein, 1 = geringgradiger Gehalt an freiem Kernprotein,
2 = mittelgradiger Gehalt an freiem Kernprotein und 3 = hochgradiger Gehalt an
freiem Kernprotein. Als geringgradiger Gehalt galten vereinzelt in den Randgebieten
vorkommende zerstorte Zellen. Mittelgradig, wenn sich auch zwischen den auszu-
zahlenden Arealen, Gebiete mit vorwiegend nicht mehr intakten Zellkernen
befanden. Ein hochgradiger Gehalt an freiem Kernprotein lag vor, wenn das Préparat

Uberwiegend aus nicht mehr auswertbaren Zellen bestand.

3.4.1.4 Zellularitat

FUr eine gute Auswertung ist eine ausreichende Zellularitét essentiell. Gerade bei
Biopsien aus dem Magen-Darm-Kanal vermindert anhaftender Schleim die
Zelladharenz auf dem Objekttrager und fuhrt oft zu Praparaten mit nur wenig
Zellmaterial. Zur Auszéhlung wurden nur Zellverbande herangezogen, die

mindestens eine Anzahl von 100 auswertbaren Zellen im Monolayer umfassen. Der
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Zellgehalt eines Praparates wurde mit O = weniger als finf Zellverb&nde, 1 = funf bis
neun Zellverbande und 2 = zehn Zellverbande und mehr, eingeteilt.

3.4.1.5 Blutkontamination

Durch eine Blutkontamination bei der Probengewinnung und der damit verbundenen
artifiziell erhéhten Anzahl an Zellen des roten und weil3en Blutbildes im Préaparat,
kann ein entzindliches Geschehen vorgetauscht werden. Der Gehalt an
Erythrozyten, somit der Grad der Blutkontamination wurde erfasst und mit 0 = keine
Blutkontamination bzw. keine Erythrozyten, 1 = vereinzelte Erythrozyten, vor allem in
den Randgebieten eines Clusters, 2 = Erythrozyten-Nester, das heil3t groRere
Erythrozytenkonzentrationen zwischen einzelnen Clustern, 3 =vordergrindig nur

Erythrozyten, beschrieben.

3.4.1.6 Bakterien

Der Gehalt an Bakterien im Pr&parat wurde mit O = keine Bakterien, 1 = gering-
gradiger Gehalt, entsprechend vereinzelte Bakterien im Bereich der Zellverbande,
2 = mittelgradiger Gehalt, vereinzelte ,Bakteriennester, und 3 =hochgradiger
Gehalt, Bakterienansammlungen in den meisten Gesichtsfeldern, beschrieben.
Zusatzlich wurde die Art der vorkommenden Bakterien, insbesondere Bakterien aus
der Maul- und Rachenhohle, zum Beispiel Simonsiella, Helicobacter-ahnliche

Organismen sowie Stabchen und Kokken aus dem Darm beschrieben.

3.4.1.7 Parasiten

Das Vorkommen von Parasiten und deren Entwicklungsstadien, insbesondere das
Vorhandensein von Giardia spp. wurde mit O = keine Parasiten oder 1 = Parasiten

vorhanden, beschrieben.

3.4.1.8 Debris und Ingesta

Enthielt das Préaparat Debris und Ingesta (Pflanzenteile oder andere pigmentierte
Partikel), wurde das mit O =kein Fremdmaterial, 1 = geringgradiger Gehalt an
Fremdmaterial am Objekttragerrand, 2 = mittelgradiger Gehalt an Fremdmaterial,
vereinzelt zwischen den Clustern, und 3 = hochgradiger Gehalt an Fremdmaterial, in
fast jedem Gesichtsfeld sichtbar, bewertet.
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3.4.1.9 Plattenepithelien

Das Vorkommen von Plattenepithelien ist Ausdruck einer Kontamination aus dem
oberen Verdauungstrakt. O = keine Plattenepithelien im Praparat, 1 = vereinzelte
Plattenepithelzellen, weniger als zehn Zellen im Praparat, 2 = mittelgradiger Gehalt
an Plattenepithelzellen, einzelne Zellen, aber mehr als zehn im Préparat,
3 = hochgradiger Gehalt, Plattenepithelverbande im Praparat.

3.4.2 Zahlung und Verteilung der Zellpopulationen

Fur die Bestimmung der Zellpopulation wurde je Préaparat moglichst zehn gut
auswertbare Gesichtsfelder mit Verbanden von mindestens 100 Zellen
durchgemustert und ausgezahlt. Die Zahlung beschrankte sich dabei nicht nur auf
das jeweilige Gesichtsfeld, sondern umfasste den gesamten Zellverband. In jedem
Verband wurden die Epithelzellen und die vorhandenen Entziindungszellen gezahlt
und differenziert. Ebenso wurde die Anordnung der Entziindungszellen im Bezug zu
den Epithelzellen beschrieben; dabei gilt 0 = nicht vorhanden, 1 = diffuse Anordnung
um und im Verband, 2 = eine Zelllage bzw. einzelne Entziindungszellen um einen
Verband herum, 3 = Entziindungszellen liegen in zwei Zelllagen um einen Verband,
4 =drei Zelllagen, 5 = herdférmige Ansammlung oder einzeln liegend unabhangig
von den Epithelzellen.

Bei den Epithelzellen wurden Enterozyten und sezernierende Enterozyten,
entsprechend Becherzellen, unterschieden. Die Entziindungszellen wurden eingeteilt
in kleine dunkle Lymphozyten, kleine helle Lymphozyten, mittelgroRe helle
Lymphozyten, gro3e helle Lymphozyten, grol3e granulierte Lymphozyten,
Lymphoblasten, eosinophile Granulozyten, neutrophile Granulozyten, Mastzellen und

Plasmazellen.

3.4.3 Zytologische Zellkriterien

Um die Mitoserate zu ermitteln wurde die Anzahl der vorkommenden Mitosen bei 100
Enterozyten bestimmt und als Prozentzahl angegeben.

Die Anzahl der Kerne pro Zelle, ausgezahlt an 100 Enterozyten wurde mit 1 = ein

Kern pro Zelle, 2 = bis 10% mehrkernige Zellen angegeben.
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Die Chromatinstruktur wurde mit O =fein granular, 1 =grob granular, 2 =fein
verklumpt, 3 = stark verklumpt, 4 = kondensiert, differenziert.

Das Vorkommen von Kernmembranverdickungen wurde mit 0 = keine, 1 =< 20%,
2=>20% der Kerne mit Kernmembranverdickungen, an 100 gezahlten Zellen

beurteilt.

Die Kernfarbe wurde beschrieben als 1 =pink, 2 =hellblau, 3 = dunkelblau,

4 = violett.

Die Deutlichkeit der Nukleoli wurde mit 0 =kaum erkennbar, 1 = erkennbar,

2 = deutlich erkennbar bewertet.

Die Zahl der Nukleoli pro Kern wurde als Mittelwert von an 100 Enterozyten

ausgezahlten Nukleoli angegeben.

Die Farbe der Nukleoli wurde mit 1 = grau, 2 =rot, 3 = hellblau und 4 = dunkelblau

beschrieben.

Die Form der Nukleoli wurde mit 1 = Glberwiegend rund und 2 = tberwiegend eckig

unterschieden.

Die Deutlichkeit der Zellgrenzen wurde in 0 = Zellgrenzen nicht zu erkennen,

1 = Zellgrenzen undeutlich, 2 = Zellgrenzen deutlich eingeteilt.

Die Farbe des Zytoplasmas wurde mit O = blass, 1 = hellblau, 2 = mittelblau und

3 = dunkelblau beschrieben.

Das Vorkommen von Vakuolen im Zytoplasma wurde mit O =keine Vakuolen
erkennbar, 1 =wenig Vakuolen erkennbar und 2 =viele Vakuolen erkennbar,

beschrieben.

Abschlieliend wurde das Vorkommen von Malignitatskriterien geprift und einzeln
aufgefuhrt. Unterschieden wurden: Anisozytose, Anisokaryose, eckige Nukleoli,
Makronukleoli, Makronuklei, Anisonukleose, Kernmembranverdickung, "Nuclear
molding®, atypische Mitosen, mehrkernige Riesenzellen, Kerndeformation,
Kerneinbuchtung, Chromatinverklumpung sowie zytoplasmatische Basophilie. Die

Befundung erfolgte mit O = nicht vorhanden und 1 = vorhanden.
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35 Biostatistische Methoden

Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS fir Windows,
Version 12.0 (Chicago Inc., USA) vorgenommen. Alle Parameter wurden zunachst
mit der deskriptiven Statistik bearbeitet, um daran die Qualitatsmerkmale, die
Referenzbereiche und die Zellkriterien zu beurteilen. Fur die Beurteilung der
Altersunterschiede bezugliche der Verteilung der Entziindungszellen wurden diese
zunachst auf Homogenitat der Varianzen mit dem einfaktoriellen ANOVA-Programm
(Analysis of Variance) getestet. Bei bestehender Homogenitat wurde Signifikanz der
Gruppenunterschiede mit dem Tukey-HSD-Test geprift. Fur nicht normalverteilte
Untersuchungsparameter wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test auf signifikante
Mittelwertdifferenzen zwischen den Gruppen gepruft und der Gruppenvergleich mit
dem Mann-Whitney-Test verdeutlicht. Das deskriptive Signifikanzniveau wurde mit
p < 0,05 festgelegt. Fur die Referenzbereiche wurde das 95%-Konfidenzinterval mit

der Ober- und Untergrenze aus der deskriptiven Statistik herangezogen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Endoskopische Befunde von Osophagus, Magen und Duodenum

Die Schleimhaut des Osophagus bei gesunden Hunden war zartrosa und glatt. Im
Bereich des gastrodsophagealen Ubergangs zeigte sich eine leichte Rétung der
Schleimhaut. Submukose Gefalle waren nicht sichtbar. Die Wand erschien am
anasthesierten Tier schlaff und Uber den grof3en thorakalen Gefal3en legte sie sich in
Falten.

Beim Eintritt des Endoskopes in den Magen, lag dieser in Falten vor. Durch
Insufflation von Luft verstrichen diese Falten vollstdndig. Die normale Magenschleim-
haut war leuchtend pink bis rétlich, im Bereich des Pylorus erschien sie etwas heller.
Submukose Gefalze waren nicht sichtbar, auf3er im Bereich der Kardia unter starker
Insufflation. Die Incisura angularis blieb als prominente Falte bestehen und diente als
Orientierungspunkt. Der Pylorus konnte unterschiedlich geformt sein, Ublicherweise
zeigte sich ein rhythmisches Offnen und SchlieRen. Eventuell war ein leichter
gastroduodenaler Reflux erkennbar.

Die Darmschleimhaut im Duodenum erschien pink bis leicht violett. Die Oberflache
wirkte etwas korniger und brdckeliger, als die Magenschleimhaut. Unter Umstanden
konnten die einzelnen Villi erkannt werden. Durch die Manipulation mit dem
Endoskop kam es schnell zu Veranderungen im Bereich der Schleimhaut, inklusive
oberflachlichen Blutungen und Abrasionen. In einigen Fallen konnten Peyer’'sche

Plaques als Einziehung erkannt werden.

4.2 Allgemeine Kriterien
4.2.1 Qualitat der Praparate

Die Praparate waren alle von auswertbarer bis gut auswertbarer Qualitat, wobei
mehr Praparate als gut auswertbar beurteilt wurden (siehe Tab. 2). Mit der kleinen
Vergrof3erung (200er) erschienen die Praparate von ausreichendem Zellgehalt und
regelmanig gefarbt.
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4.2.2 .Monolayer*

Es wurden Praparate ausgewertet mit vereinzelten Monolayern. Der Uberwiegende
Teil der Praparate zeichnete sich allerdings durch ein ausgewogenes Verhaltnis von
Monolayern zu mehrschichtigen Zellverbanden aus (siehe Tab. 2). Einen nur
geringeren Anteil nehmen Praparate ein, die einen Uberwiegenden Gehalt von
Monolayern aufweisen.

4.2.3 Freies Kernprotein

Freies Kernprotein war in allen Praparaten vorhanden. In den meisten Praparaten

wurde der Gehalt als mittelgradig eingestuft (siehe Tab. 2).

424 Zellularitat

Die Zellularitat war in allen Préparaten ausreichend. Es wurden hauptsachlich
Praparate mit mehr als zehn Zellverbanden mit Gber 100 Zellen ausgewertet (siehe
Tab. 2). Ein geringer Teil der Praparate enthielt weniger als zehn Zellverbdnde mit
mehr als 100 Zellen.

425 Blutkontamination

Eine geringgradige Blutkontamination mit vereinzelten Erythrozyten wurde in allen
Praparaten gefunden (siehe Tab. 2). In wenigen Féllen wurden Nester, d.h. gré3ere
Ansammlungen von Erythrozyten befundet. In keinem Préparat lag eine hochgradige

Kontamination vor.

426 Bakterien

Es waren bei den meisten Patienten keine Bakterien in den Praparaten vorhanden
(siehe Tab. 2). Bei Patient Nr. 1 konnten wenige Helicobacter-ahnliche Organismen
gefunden werden, als Ausdruck einer Kontamination aus dem Magen. Bei Patient
Nr. 13 wurden vereinzelt Helicobacter-ahnliche Organismen und Kokken in den

Praparaten gesehen.

48



ERGEBNISSE

4.2.7 Parasiten

Es wurde bei keinem Patienten Parasiten oder deren Entwicklungsstadien gefunden
(siehe Tab. 2).

4.2.8 Debris und Ingesta

Ein geringgradiger Gehalt an Debris und Ingesta war in allen Praparaten zu
verzeichnen. In geringerem Umfang konnte der Grad der Kontamination als
mittelgradig beurteilt werden (siehe Tab. 2). Eine hochgradige Kontamination wurde

jedoch nicht beobachtet.

4.2.9 Plattenepithelien

In einem geringen Anteil der Praparate wurde eine geringgradige Kontamination mit
Plattenepithelien aus dem oberen Verdauungstrakt beobachtet (siehe Tab. 2). Der

Uberwiegende Anteil war ohne eine Kontamination.

Tab. 2: Tabellarische Ubersicht der Mittelwerte der allgemeinen Kriterien

n X S Xemin Xmax
Qualitat 26 1,63 0,48 1 2
Monolayer 26 2,36 0,63 1 3
Freies Kernprotein 26 1,65 0,54 1 3
Zellularitat 26 1,88 0,29 1 2
Blutkontamination 26 1,44 0,27 1 2
Bakterien 26 0,09 0,19 0 1
Parasiten 26 0 0 0 0
Debris/ingesta 26 1,27 0,32 1 2
Plattenepithelien 26 0,31 0,37 0 1

Dargestellt sind die Mittelwerte (x) mit der Standardabweichung (s) sowie die Minima und
Maxima des Bewertungsschemas

4.3 Zahlung und Verteilung der einzelnen Zellpopula  tionen

Die tabellarische Darstellung der Ergebnisse von der Zahlung der vorkommenden

Zellen erfolgt in Tabelle 3 (Absolutwerte) beziehungsweise Tabelle 4 (Prozent).

Fur die Ermittlung der Gesamtzellzahl pro Objekttrager (Total) wurden pro Objekt-

trager in zehn Gesichtsfeldern 2119 einzelne Zellen ausgezahlt. Minimal im Mittel
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1404, maximal 3009 Zellen. Die Zellen stellten vorwiegend Enterozyten, daneben die

entsprechenden Entziindungszellen dar. Die Gesamtzellzahl entspricht 100%.

Von den insgesamt gezadhlten Zellen sind im Mittel 93% den Enterozyten zu
zuordnen (siehe Abb. 11). Die sezernierenden Enterozyten nahmen nur einen

geringen mittleren Prozentanteil von 0,85% von der Gesamtpopulation ein.

Abb. 11: Enterozytenverband mit einem hellen Lymphozyten
(Pfeil) (63x)

Die kleinen dunklen Lymphozyten waren neben den mittleren hellen Lymphozyten
mit 2,3% die haufigsten Entziindungszellen. Die kleinen hellen Lymphozyten waren
zu einem geringeren mittleren Anteil mit 1,1% vertreten. Die mittleren hellen
Lymphozyten nahmen mit einem Mittelwert von 2,45% den grof3ten Anteil der

Entziindungszellen ein (siehe Abb. 12).

Einen kleinen mittleren Anteil von 0,2% (im Mittel vier Zellen absolut) bildeten die
grol3en hellen Lymphozyten. Hier trat ein Altersunterschied auf (siehe Kapitel 4.7).
Es waren keine Lymphoblasten vorhanden. Einen sehr geringen mittleren Anteil
bildeten die grof3en granulierten Lymphozyten (siehe Abb. 13) mit 0,06%. Auch bei

dieser Zellart gab es einen Altersunterschied (siehe Kapitel 4.7).
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Abb. 12: Ansammlung unterschiedlicher Abb.  13: groRer  granulierter
Lymphozyten: kleine (kurzer dicker Pfeil) und Lymphozyt (dicker Pfeil) zwischen
mittelgroRe (langer dicker Pfeil) helle Lymphozyten Enterozyten (63x)

sowie kleine dunkle Lymphozyten (dinner Pfeil)

(63x)

Sehr unregelmallig und nur in wenigen Praparaten konnten Neutrophile Granulo-
zyten entdeckt werden (Mittelwert 0,02%). Etwas haufiger als die Neutrophilen
Granulozyten waren Eosinophile Granulozyten (Mittelwert 0,05%) vertreten.

Plasmazellen (siehe Abb. 14) waren, ahnlich wie die Neutrophilen und Eosinophilen

Granulozyten, nicht in allen Praparaten vorhanden (Mittelwert 0,02%).

Haufiger als Plasmazellen konnten Mastzellen (siehe Abb. 15) gezahlt werden
(Mittelwert 0,03%).

Abb. 14: Drei Plasmazellen (dicke Abb. 15: Mastzelle ohne Kontakt zu Enterozyten
Pfeile) und ein heller Lymphozyt (63x)

(dinner Pfeil) ohne Kontakt zu

Enterozyten (63x)

51



ERGEBNISSE

Tab. 3: Ubersicht der Mittelwerte der Absolutzahlen der einzelnen Zellpopulationen

n X s Xmnin Xmax
Gesamtzellzahl 26 | 2118,92 | 408,35 | 1404 3009,5
Enterozyten 26 | 1967,27 | 371,53 | 1350 2719,5
sezernierende Enterozyten 26 19,23 15,81 3,25 53,5
kleine dunkle Lymphozyten 26 49,87 32,95 1 146,25
kleine helle Lymphozyten 26 22,23 20,85 1,75 77,25
mittlere helle Lymphozyten 26 52,38 32 1 149,25
grof3e helle Lymphozyten 26 4,43 2,92 0 10
Lymphoblasten 26 0 0 0 0
groRe granulierte Lymphozyten 26 1,2 1,68 0 5,75
neutrophile Granulozyten 26 0,41 0,94 0 3,25
eosinophile Granulozyten 26 0,97 1,89 0 7,5
Plasmazellen 26 0,35 0,54 0 2,25
Mastzellen 26 0,55 0,54 0 1,75

Dargestellt sind die Mittelwerte (x ) der pro Objektrager als Absolutzahlen gezahlten Zellen
mit der Standardabweichung (s) sowie die Minima und Maxima.

Tab. 4: Ubersicht der Mittelwerte der prozentualen Verteilung der einzelnen
Zellpopulationen

n X S Xmin Xmax

Gesamtzellzahl 26 100%

Enterozyten 26 93,08 2,86 85,44 97,01
sezernierende Enterozyten 26 0,85 0,57 0,13 2,1
kleine dunkle Lymphozyten 26 2,27 1,4 0,06 6,91
kleine helle Lymphozyten 26 1,09 1,1 0,09 3,72
mittlere helle Lymphozyten 26 2,45 1,49 0,08 7,18
grofR3e helle Lymphozyten 26 0,2 0,14 0 0,55
Lymphoblasten 26 0 0 0 0
groRe granulierte Lymphozyten 26 0,066 0,11 0 0,35
neutrophile Granulozyten 26 0,02 0,04 0 0,14
eosinophile Granulozyten 26 0,05 0,11 0 0,49
Plasmazellen 26 0,02 0,03 0 0,1
Mastzellen 26 0,03 0,03 0 0,11

Dargestellt sind die Mittelwerte (x) der prozentuden Anteile der Zellpopulationen an der
Gesamtzellzahl (100%) mit der Standardabweichung (s) sowie Minima und Maxima
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4.4 Anordnung der Entziindungszellen

Dunkle Lymphozyten waren uberwiegend zwischen den Epithelzellen zu finden,
wahrend sich helle Lymphozyten vorwiegend einzeln oder in einer Zelllage aul3en um
einen Epithelverband anlagern (sieche Abb. 11 und 12). Ahnlich wie dunkle
Lymphozyten lagen grof3e granulierte Lymphozyten meistens zwischen den
Epithelzellen (siehe Abb. 13). Die Granulozyten, Plasmazellen und Mastzellen
hingegen lagen vorwiegend unabhangig von den Epithelzellen als Einzelzelle
aulRerhalb eines Zellverbands (siehe Abb. 14 und 15). Die tabellarische Darstellung

erfolgt in Tabelle 5.

Tab. 5: Ubersicht Gber die Mittelwerte der Anordnung der Entziindungszellen

n X s Xmnin Xmax
dunkle Lymphozyten 26 1,23 0,429 1 2
helle Lymphozyten 26 2,07 0,378 1,3 3
grolRe granulierte Lymphozyten 26 0,69 0,471 0 1
andere Entziindungszellen 26 4,62 1,359 0 5

Dargestellt sind die Mittelwerte (x) fiir die Anorchung der Entziindungszellen in Bezug zum
Darmepithel mit der Standardabweichung (s) sowie Minima und Maxima.

4.5 Zytologische Zellkriterien der Enterozyten

Die tabellarische Darstellung der Ergebnisse von der Beurteilung der zytologischen

Zellkriterien erfolgt in Tabelle 6.

Das Vorkommen von Mitosen wurde anhand von 100 Zellen beurteilt. Es

konnte in keinem Praparat eine Mitose entdeckt werden.

- Es konnten keine mehrkernigen Enterozyten gefunden werden. Die

Enterozyten hatten ausnahmslos nur einen Zellkern.
- Die Chromatinstruktur war meist feingranuliert bis granuliert.
- Weniger als 20% der Kerne zeigten eine Kernmembranverdickung.

- Die Kernfarbe der Enterozyten stellte sich in dunkelblauer bis violetter

Farbung dar.

- Die Kernkoérperchen waren meist sichtbar, selten allerdings deutlich sichtbar.
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Pro Kern war mindestens ein Kernkorperchen vorhanden, in wenigen Zell-

kernen waren auch zwei sichtbar.

In der Regel war die Farbe der Kernkdrperchen dunkelblau, selten kamen

auch hellblaue vor.

Die Form der Kernkérperchen war Gberwiegend rund, in einigen Préparaten

waren aber auch vermehrt eckige sichtbar.

Die Zellgrenzen waren uberwiegend nicht erkennbar oder nur vage zu

erahnen.
Das Zytoplasma der Enterozyten war mittelblau.

Es waren keine oder nur wenige Vakuolen im Zytoplasma der Enterozyten

vorhanden. Ausgenommen hiervon die sezernierenden Enterozyten.

Es wurden sowohl eckige Kernkérperchen als auch Kernmembran-

verdickungen befundet. Andere Malignitatskriterien waren nicht vorhanden.

Tab. 6: Tabellarische Ubersicht der Mittelwerte der zytologischen Zellkriterien
n X S Kemin Xinax

Mitosen je 100 Zellen 26 0 0 0 0
Kerne pro Zelle 26 1 0 1

Chromatinstruktur 26 1,47 0,37 1 2
Kernmembranverdickung 26 1,09 0,32 0 2
Kernfarbe 26 3,87 0,26 3 4
Deutlichkeit der Nukleoli 26 0,71 0,49 0 2
Nukleoli pro Kern 26 1,33 0,4 0 2
Farbe der Nukleoli 26 3,97 0,15 3 4
Form der Nukleoli 26 1,23 0,31 1 2
Deutlichkeit der Zellgrenzen 26 0,001 0,05 0 0
Farbe des Zytoplasmas 26 2 0,07 2 2
Vakuolen im Zytoplasma 26 0,87 0,26 0 1

Darstellung der Mittelwerte (x ) der zytologischen Zellkriterien mit der Standardabweichung
(s) sowie der Minima und Maxima.

4.6

Referenzbereiche

Die Absolutzahlen der Entziindungszellen beziehen sich auf die in zehn Gesichts-

feldern pro Objekttrager gezahlten Zellen. Die Prozentangabe stellt den Bezug zu
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den insgesamt gezahlten Zellen in zehn Gesichtsfeldern pro Objekttragern dar. In
tabellarischer Form werden die Absolutwerte in Tabelle 8 beziehungsweise die

Prozentualwerte in Tabelle 9.

Tab. 8: Ubersicht der Referenzbereiche fiir die Absolutwerte

95%-Konfidenzinterval
fur den Mittelwert

Xuin Xmax Untergrenze | Obergrenze
Enterozyten 1350 2719,5 1817,2 2117,33
sezernierende Enterozyten 3,25 53,5 12,85 25,62
kleine dunkle Lymphozyten 1 146 36,55 63,18
kleine helle Lymphozyten 2 77 13,81 30,65
mittlere helle Lymphozyten 1 149 39,46 65,31
grofRe helle Lymphozyten 0 10 3,25 5,61
Lymphoblasten 0 0 0 0
grof3e granulierte Lymphozyten 0 6 0,52 1,87
neutrophile Granulozyten 0 3 0,03 0,79
eosinophile Granulozyten 0 7 0,21 1,74
Plasmazellen 0 2 0,13 0,57
Mastzellen 0 2 0,33 0,77

Tab. 9: Ubersicht der Referenzbereiche fiir die Prozentwerte

95%-Konfidenzinterval
fur den Mittelwert
Xhin Xmax Untergrenze | Obergrenze
Enterozyten 85,44 97,01 91,92 94,23
sezernierende Enterozyten 0,13 2,1 0,62 1,08
kleine dunkle Lymphozyten 0,6 6,9 1,71 2,84
kleine helle Lymphozyten 0,09 3,72 0,64 1,53
mittlere helle Lymphozyten 0,08 7,18 1,85 3,05
grol3e helle Lymphozyten 0 0,55 0,14 0,26
Lymphoblasten 0 0 0 0
grofRe granulierte Lymphozyten 0 0,35 0,02 0,11
neutrophile Granulozyten 0 0,14 0,002 0,03
eosinophile Granulozyten 0 0,49 0,006 0,09
Plasmazellen 0 0,1 0,006 0,03
Mastzellen 0 0,11 0,01 0,04
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4.7 Altersgruppenvergleich

Bei kleinen dunklen Lymphozyten, kleinen hellen Lymphozyten, mittleren hellen
Lymphozyten, grof3en hellen Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten und
Mastzellen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen.
Gleiches qilt fur die prozentualen Verteilungswerte, aufl’er bei grol3en hellen
Lymphozyten in Prozent mit einem Signifikanzniveau von p = 0,024 (siehe Tab. 10).

Tab. 10: Ubersicht der p-Werte bei Homogenitat der Varianzen

p (Absolut) p (Prozent)
kleine dunkle Lymphozyten 0,395 0,421
kleine helle Lymphozyten 0,415 0,495
mittlere helle Lymphozyten 0,537 0,525
grof3e helle Lymphozyten 0,083 0,024
eosinophile Granulozyten 0,471 0,405
Plasmazellen 0,468
Mastzellen 0,166 0,115

Tabellarische Darstellung der p-Werte aus dem einfaktoriellen ANOVA-Test bezlglich
Altersgruppenunterschiede fir die Absolut- und Prozentzahlen der Entzindungs-
zellpopulationen bei angenommener Homogenitat der Varianzen durch den Levene-Test,
Signifikanznieveau p < 0,05.

Bei den Parametern grol3e granulierte Lymphozyten, grof3e granulierte Lymphozyten
in Prozent, neutrophile Granulozyten, neutrophile Granulozyten in Prozent und
Plasmazellen liegt keine Normalverteilung vor. Deswegen wurde hier der
nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11
dargestellt. Hier konnte nur ein Altersunterschied bei den grofRen granulierten

Lymphozyten in der Absolutzahl (p = 0,049) gefunden werden.

Tab. 11: Ubersicht der p-Werte der nicht normalverteilten Parameter

p fur Absolutzahl p fur Prozent
grof3e granulierte Lymphozyten 0,049 0,071
neutrophile Granulozyten 0,248 0,232
Plasmazellen 0,418

Tabellarische Darstellung der p-Werte aus dem Kruskal-Wallis-Test beziglich Alters-
gruppenunterschiede fur die Absolut- und Prozentzahlen der Entziindungszellpopulationen
ohne Normalverteilung, Signifikanzniveau p < 0,05.
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4.7.1 GrofR3en helle Lymphozyten

Im Mehrfachvergleich der grof3en hellen Lymphozyten (%) mit dem Tukey-HSD-Test

konnte ein Unterschied zwischen der Gruppe der jungen Hunde (1) und der Gruppe

der mittelalten Hunde (2) mit p = 0,033 festgestellt werden, nicht aber zwischen der

Gruppe (1) und der Gruppe der alten Hunde (3) (p = 0,067) bzw. zwischen den

Gruppen (2) und (3) (p = 0,963). In der Gruppe (1) kommen mehr grofie helle

Lymphozyten vor, als in der Gruppe (2) (siehe Tab. 12).

Tab. 12: Mittelwertvergleich der grof3en hellen Lymphozyten

n X S Kmin (%0) | Xmax (%0)
Gruppe (1) 9 0,3 0,16 0,11 0,55
Gruppe (2) 9 0,14 0,11 0 0,28
Gruppe (3) 8 0,15 0,09 0 0,27

Darstellung der Mittelwerte (x) mit der Standardabweichung (s) der groRen hellen
Lymphozyten in den drei Altersgruppen sowie die Minima und Maxima der Prozentzahlen.
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4.7.2

Grol3e granulierte Lymphozyten

Im Gruppenvergleich (Mann-Whitney-Test) besteht auch hier der Unterschied
zwischen der Gruppe (1) und der Gruppe (2), nicht aber zwischen der Gruppe (1)
und (3) (p = 0,059) bzw. (2) und (3) (p = 0,963). In der Gruppe (1) kommen
signifikant mehr grofRe granulierte Lymphozyten vor als in Gruppe (2) (siehe Tab.

13).

Tab. 13: Mittelwertvergleich der grof3en granulierten Lymphozyten

X S Xain | Xmax | X (%) S Xmin (%0) | Xmax (%0)
Gruppe (1) 233 | 214 | O 57 | 0,136 0,15 0 0,35
Gruppe (2) 054 | 1,1 0 3,3 | 0,03 0,07 0 0,22
Gruppe (3) 0,66 | 1,0 0 2,5 | 0,03 0,04 0 0,09

Darstellung der Mittelwerte (x) mit der Standardabweichung (s) der groRBen granulierten
Lymphozyten in den drei Altersgruppen sowie die Minima und Maxima der Absolut- und

Prozentzahlen.
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Abb. 17: Graphische Darstellung der Verteilung der grof3en granulierten Lymphozyten in
den drei Altersgruppen (Median, 25. und 75. Perzentil, 10. und 90. Perzentil)
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Innerhalb der Gruppe (1) ist ein signifikanter Unterschied (Kruskal-Wallis-Test,
p = 0,014) in der Verteilung der grof3en granulierten Lymphozyten bei Hunden bis zu
zwolf Monaten (n = 4) und Hunden zwischen zwolf und 24 Monaten (n = 5) zu
erkennen. Bei sehr jungen Hunden kommen deutlich mehr grol3e granulierte

Lymphozyten vor als bei den alteren (Mann-Whitney-Test, siehe Tab. 14).

Tab. 14: Mittelwerte der grofRen granulierten Lymphozyten

n X S Xinin Xenax
< 12 Monate 4 4,3 1.4 2,5 5,75
12 — 24 Monate 5 0,75 0,79 0 2
Insgesamt 9 2,33 2,14 0 5,75

Dargestellt sind die Mittelwerte (x) mit der Standardabweichung (s) fir die grofl3en
granulierten Lymphozyten bei Hunden mit einem Alter von bis zu 12 Monaten und bei
Hunden mit einem Alter von 12 bis 24 Monaten sowie die Minima und Maxima.
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Abb. 18: Graphische Darstellung der Verteilung der grof3en granulierten Lymphozyten
innerhalb der Gruppe 1 (Median, 25. und 75. Perzentil, 10. und 90. Perzentil, p = 0,014).
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4.7.3 Differenzialblutbild

Bei den Zellen des Differenzialblutbildes gibt es fir die neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten und Monozyten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Alters-
gruppen. Bei den eosinophilen Granulozyten konnte ein signifikanter Unterschied

festgestellt werden (p = 0,028).

Im Mehrfachvergleich (siehe Tab. 15) mit dem Tukey-HSD-Test konnte ein Unter-
schied zwischen der Gruppe der jungen Hunde (1) und der Gruppe der alten Hunde
(3) mit p = 0,024 festgestellt werden. In der Gruppe (1) kommen mehr eosinophile

Granulozyten im peripheren Blut vor, als in der Gruppe (3).

Tab. 15 : Mittelwertvergleich der eosinophilen Granulozyten im Differenzialblutbild

n x (%) s (%) Xmin (%) | Xmax (%)
Gruppe (1) 9 11 6,2 5 24
Gruppe (2) 9 6 4,5 0 14
Gruppe (3) 8 4 2,9 0 8

Darstellung der Mittelwerte (X ) mit der Standardabweichung (s) der eosinophilen Granulo-
zyten (%) im peripheren Blut in den drei Altersgruppen sowie die Minima und Maxima.
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5 DISKUSSION

51 Diskussion der Methode

Die Patienten wurden im Rahmen von geplanten Routineeingriffen in der Klinik fur
Kleintiere der Universitat Leipzig vorgestellt. Die Endoskopie wurde mit Zustimmung
der Besitzer durchgefiihrt. Die Auswahl der Tiere erfolgte an Hand einer ausfihr-
lichen Anamnese, vor allem bezlglich gastrointestinaler Vorerkrankungen, Medika-
mentenapplikationen in der Vergangenheit sowie anderen Erkrankungen. Wenn auch
die eingeleiteten Laboruntersuchungen ohne besonderen Befund blieben, wurde der
Patient als gesund befundet. Im Gegensatz zu anderen zytologischen
Untersuchungen von endoskopisch gewonnenen Darmbiopsien bei Hunden und
Katzen (JERGENS et al. 1997; JERGENS et al. 1998) wurde versucht, Krankheiten
oder Umstande, die eine Veranderung im Bereich der Darmschleimhaut verursachen
konnen, auszuschlieen. Dennoch ist eine intestinale Erkrankung mit den

durchgefuhrten Untersuchungen nicht vollstdndig ausschliel3bar.

Die Patienten stammen aus unterschiedlichen Haltungen und Umgebungen. Einige
Tiere stammten aus Einzelhaltung, andere aus einem ,Mehrhundehaushalt‘. Es
waren Zwingerhunde, Hofhunde und Wohnungshunde sowie Hunde unter-
schiedlicher Nutzungsfunktion. Insbesondere die Abstammung und Haltung der
Hunde hat einen signifikanten Einfluss auf den Verwurmungsstatus. In einer
australischen Studie konnte nachgewiesen werden, dass Hunde aus Zoohandlungen
eine hohe Pravalenz von gastrointestinalen Parasiten aufwiesen, wahrend Hunde
aus Hundeschulen nur eine geringe Pravalenz haben. Auch Hunde unter sechs
Monaten, Hunde die in Haushalten mit mehr als einem Hund leben sowie Hunde aus
Tierheimen haben einen signifikant hheren Verwurmungsstatus (BUGG et al. 1999).
Parasiten spielen gerade bei jungen Hunden eine groRe Rolle fir das
gastrointestinale Immunsystem, wie in verschiedenen Untersuchungen gezeigt
werden konnte (VISCO et al. 1977; KIRKPATRICK 1988; BUGG et al. 1999; RUBEL
et al. 2003; ITOH et al. 2003; RAMIREZ-BARRIOS et al. 2004). Um eine parasitare
Belastung der Patienten auszuschlielen, wurden parasitologische Kotunter-
suchungen und ein ELISA beziglich des Nachweises von Giardien-Antigen
durchgefiihrt. Patienten mit einem positiven Befund wurden von der Untersuchung
ausgeschlossen. Dennoch ist die Moglichkeit gegeben, eine Kotprobe trotz
Parasitenbefall als negativ zu beurteilen, da Hunde meist keine Dauerausscheider
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sind. Des Weiteren ist unklar, wie lange eventuelle Zellverdnderungen im Darm nach
der Behandlung mit Antiparasitika persistieren. Zytologisch konnte bei keinem
Patienten ein direkter Hinweis auf eine parasitare Infektion festgestellt werden, wie
es zum Beispiel bei Giardien im Abklatschpraparat méglich ware (DEBONGNIE et al.
1994). Allerdings konnte eine Altersabhangigkeit bei grof3en hellen Lymphozyten
nachgewiesen werden. Diese Zellart kommt vermehrt bei jungen Hunden und
insbesondere bei Hunden bis zu einem Alter von einem Jahr vor. lhnen schreibt man
eine wesentliche Rolle in der Abwehr von Parasiteninfektion zu (RUITENBERG u.
ELGERSMA 1979; RUITENBERG u. ELGERSMA 1980; DOUCH et al. 1986; BAERT
1989; AKPAVIE u. PIRIE 1993). Da die Kotuntersuchungen auch bei diesen
Patienten mit einem negativen Ergebnis verliefen, ist anzunehmen, dass das
vermehrte Vorkommen der gro3en granulierten Lymphozyten nicht unmittelbar mit

aktuellen Parasiteninfektionen assoziiert ist.

In allen Altersgruppen waren Hunde von kleinen und grol3en Rassen und deren
Mischlinge vertreten. Inwiefern die Hunderasse auf das gastrointestinale
Immunsystem einen Einfluss hat, ist unklar. In dieser Untersuchung waren keine
Unterschiede zwischen den Hunden festzustellen, so dass die Hunderasse sehr
wahrscheinlich keine grof3e Rolle spielt. Hunderassen, bei denen eine Pradisposition
fur bestimmte gastrointestinale Erkrankungen bekannt ist, sind in dieser Studie kaum
vorhanden. In Gruppe (1) war ein Deutscher Schaferhund vertreten. Fur diese
Hunderasse wird eine Pradisposition fir eine Bakterienliberbesiedelung im
Zusammenhang mit einem IgA-Defizit beschrieben (ELWOOD et al. 1996; GERMAN
et al. 2001). Andere Rassen, zum Beispiel der Irish Setter, fir den eine
Pradisposition fur eine Gluten-sensitive Enteropathie bekannt ist (ELWOOD et al.
1996; GARDEN 2001), kamen in dieser Untersuchung nicht vor.

Um fatterungsbedingte Einflisse auszuschlieRen, wurden Hunde, von denen
bekannt war, dass sie schon einmal Unvertraglichkeitsreaktionen auf ein bestimmtes
Futter gezeigt haben, nicht mit in diese Studie aufgenommen. Weitere
Einschrankungen bezuglich der Fitterungsanamnese waren nicht madglich. Eine
serologische Untersuchung beziglich einer IgE und IgG-Antwort auf verschiedene
Futtermittelantigene erscheint auf Grund der geringen Sensitivitat und Spezifitat
wenig sinnvoll (FOSTER et al. 2003; KENNIS 2006). Ob die verschiedenen
handelsiblichen Futtermittel und die Art der Futterung einen Einfluss auf die

Ergebnisse dieser Untersuchung hat, kann somit nicht eindeutig beantwortet werden.

62



DISKUSSION

Allerdings sind die vorliegenden Ergebnisse so homogen, dass zumindest fur diese
Untersuchung, die Art der Futterung eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint.
Dass Futtermittel auf das systemische und gastrointestinale Immunsystem sowohl
positiven als auch negativen Einfluss ausiben kdnnen, haben viele Autoren
untersucht und beschrieben (SHEFFY u. WILLIAMS 1981; LANGKAMP-HENKEN et
al. 1992b; ZENTEK u. MEYER 1995; MANHART et al. 2000; GERMAN et al. 2001;
KEALY et al. 2002; MASSIMINO et al. 2003; ZENTEK et al. 2003).

Fur die Untersuchung des Alterseinflusses auf die Entziindungszellverteilung in der
Darmschleimhaut wurden die Patienten in drei Altersgruppen eingeteilt. Die
Entscheidung die Altersgruppen zu gliedern in 1. jinger als zwei Jahre, 2. zwei bis
acht Jahre und 3. alter als acht Jahre erfolgte in Anlehnung an andere Arbeiten
(STOCKHAUS et al. 2002). Diese Einteilung erscheint im Nachhinein zu grob fur die
Prufung des Alterseinflusses auf die Entzindungszellen der Darmschleimhaut.
Hundewelpen werden mit einem relativ kompetenten Immunsystem geboren, das
sich innerhalb weniger Wochen deutlich weiterentwickelt und auf externe Stimuli
reagieren kann (TOMAN et al. 2002; FALDYNA et al. 2005). Gerade in den ersten
Lebenswochen kommt es zu Umverteilungen innerhalb der Lymphozyten-
populationen (GREELEY et al. 1996; STRASSER et al. 2000; GREELEY et al. 2001;
TOMAN et al. 2002). Auch innerhalb der Darmschleimhaut konnten zellulare
Veranderungen innerhalb der ersten vier Lebensmonate festgestellt werden
(THOMAS u. ANDERSON 1982). Sehr junge Patienten sind in dieser Untersuchung
nicht vertreten. Das Alter des jungsten Hundes war sechs Monate. Deutliche
Unterschiede sind nach histologischen und immunhistologischen Untersuchungen zu
einem wesentlich friheren Zeitpunkt zu erwarten. Zumindest fir zwei Zellarten wies

auch diese Untersuchung eine Altersabhangigkeit nach (siehe Kapitel 5.2.6.).

Die Patienten wurden im Rahmen von elektiven Eingriffen vorgestellt. Es wurden nur
solche Patienten fiur die Studie ausgewahlt, bei denen der Grund des Eingriffes
vermutlich keinen Einfluss auf den Magen-Darm-Kanal hat. In erster Linie handelte
es sich um Unterbindungen der Fortpflanzungsfahigkeit (Ovariohysterektomie und
Rudenkastration) und Zahnfrakturen. Ein kritischer Punkt ist die Zahnstein-
entfernung. In wie fern es durch den Zahnsteinbefall zu einer Keimstreuung in den
Organismus mit zellularen Veradnderungen im Bereich des intestinalen
Immunsystems kommt, mussten gesonderte Untersuchungen zeigen. AufRer in

Gruppe (3) ist der Anteil der Zahnsteinentfernungen mit einem Vertreter in Gruppe
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(2) sehr gering. Die Homogenitat der Ergebnisse lasst aber vermuten, dass es zu
keinen nennenswerten zytologischen Veranderungen bei den Hunden mit Zahnstein

gekommen ist.

5.2 Diskussion der Ergebnisse
5.2.1 Allgemeine Kriterien

Bakterien konnten nur bei zwei Patienten in den zytologischen Praparaten gefunden
werden. Es wurden nur die Praparate als positiv beziglich des Kriteriums
Bakteriengehalt gewertet, bei denen eine Identifikation mdglich war; zum Beispiel
eine Kontamination mit Simonsiella aus der Maulhdhle. Das seltene Vorkommen von
Bakterien deckt sich mit der zytologischen Beschreibung von (BAKER u. LUMSDEN
2000), wo Bakterien normalerweise nicht oder nur in sehr geringer Anzahl erkennbar
waren. Ahnlich dem Magen ist die Anzahl und Verteilung der intestinalen Flora stabil
und steht in einem symbiotischen Wechselspiel mit dem Tier. Im Leerzustand sind
der Magen und kraniale Dunndarmabschnitte steril, erst mit der Futteraufnahme
kommt es zu einem pH-Anstieg und gleichzeitig steigt der Gehalt an
Mikroorganismen an (GORBACH et al. 1967; DRASAR u. HILL 1974; SIMON u.
GORBACH 1987). Das erklart, warum keine Bakterien in der Dinndarm-Zytologie zu

erkennen sind.

In der parasitologischen Kotuntersuchung wurde ein Parasitenbefall bei den
Patienten ausgeschlossen. Entsprechend konnten Parasiten, das heil3t Wurmeier,
Larven oder auch Giardien in keinem Praparat dieser Studie entdeckt werden. Vor
allem Giardien sind auch in Duodenalbiopsien zytologisch auffindbar (DEBONGNIE
et al. 1994).

In den Abklatschpréaparaten aus dem Dunndarm kamen vereinzelt weit differenzierte
Plattenepithelzellen vor. Sie sind durch die Endoskopie oder im Rahmen des
naturlichen Abschilferungsprozesses mit dem Speichel abgeschluckt und so in den
Darm gelangt. Fur die Bewertung der Enterozyten und Entziindungszellen spielten

diese Zellen keine Rolle.

5.2.2 Zellpopulationen und deren Anordnung

Im Gegensatz zu bisher verotffentlichten Untersuchungen Uber die zytologische
Untersuchung von endoskopisch gewonnenen Darmbiopsien des Hundes
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(JERGENS et al. 1997; JERGENS et al. 1998) wurden in dieser Arbeit Absolutzahlen
und deren prozentualen Werte als Grundlage zur Beschreibung des physiologischen

Zellbildes herangezogen.

Im Mittel wurden pro Objekttrager 2119 einzelne Zellen, bestehend aus Enterozyten,
sezernierenden Enterozyten, Lymphozyten unterschiedlicher Gré3e und Anfarbung,
eosinophilen und neutrophilen Granulozyten, Plasmazellen und Mastzellen gezahlt.
Den Uberwiegenden Anteil mit bis zu 97 % machen hier die Enterozyten aus. Die
sezernierenden Enterozyten kommen mit maximal 2,1 % der Gesamtpopulation in
den zytologischen Abklatschpraparaten nur zu einem geringen Prozentteil vor. Auch
in der Histologie stellen sie nur einen geringen Anteil dar. Gewohnlich ist die Zahl in
der Kryptrenregion der Darmschleimhaut gré3er als im Zottenepithel. Insgesamt

steigt ihre Anzahl vom Duodenum zum lleum kontinuierlich an (LIEBICH 1990b).

In histologischen Untersuchungen an der gesunden Dinndarmschleimhaut des
Hundes konnten je 100 Enterozyten vier Becherzellen im Bereich des Villus und
neun im Bereich der Krypten gezahlt werden (GERMAN et al. 1999). Das sind
deutlich mehr als zytologisch erkannt werden konnten. Der Umstand, dass sie in den
Abklatschpraparaten selten zu erkennen sind, kann mit der naturlichen Lokalisation
im Drusenepithel im Bereich der Krypten und ihr steigendes Aufkommen in Richtung
lleum zu erklaren sein. Mit dem in dieser Untersuchung verwendeten endos-
kopischen Untersuchungsverfahren gelangt man nur in den kranialen Abschnitt des
Duodenums. Eine retrograde endoskopische Besichtigung tber den lleumsphinkter
wurde hier nicht durchgefiihrt. Des Weiteren werden mit der Forceps-Biopsie zum

grof3en Teil nur die oberflachlichen Villusbereiche bioptiert.

Eine weitere Zellart, die auch vorwiegend zwischen den Enterozyten zu finden ist,
stellen die dunklen Lymphozyten dar. Zytologisch nahmen sie einen geringeren
Anteil von bis zu 6,9 % der Gesamtpopulation ein. Verglichen mit der Histologie der
Darmschleimhaut kann man sie wahrscheinlich den intraepithelialen Leukozyten
zuordnen. Intraepitheliale Leukozyten sind gleichmafiig von der Villusspitze bis in die
Kryptenregion zwischen den Epithelzellen lokalisiert. Es besteht eine enge
Beziehung zwischen intraepithelialen Leukozyten und Epithelzellen (KAWABATA et
al. 1998). Charakteristisch fur diese Zellen ist, dass sie in der Lage sind, sich
zwischen die Enterozyten zu drdngen und dass sie zu einer ausgepragten

Formvarianz des Kernes neigen. Dieser Umstand macht eine GroRenbeurteilung
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unmaoglich, weshalb diese Zellen allgemein als dunkle kleine Lymphozyten
beschrieben wurden. Im Jejunum gesunder Hunde stellen histologisch annéhernd
11 - 15 von 100 epithelialen Zellen intraepitheliale Lymphozyten dar (THOMAS u.
ANDERSON 1982); das heil3t etwa 11 - 15 % der Zellpopulation. Weiterhin konnte
eine Altersabhangigkeit nachgewiesen werden. Die Mittelwerte waren hoher bei Uber
sechs Wochen alten Hunden als bei bis zu 14 Tage alten Hunden. Im Alter von vier
Monaten wurde ein leichter Abfall festgestellt. In einer immunhistologischen
Untersuchung wurden im Mittel 20 intraepitheliale Leukozyten auf 100 Enterozyten
gezahlt (GERMAN et al. 1999).

Zytologisch konnten deutlich weniger intraepitheliale Leukozyten gezahlt werden.
Eine Erklarung dafir kdnnte sein, dass sie bei der Praparateherstellung durch die
Abklatschtechnik nicht so gut auf dem Objekttrager haften bleiben. Fir die
Aufbereitung histologischer Schnittpraparate wird dagegen die gesamte Gewebe-
schicht geschnitten und fixiert. Des Weiteren sind sie zwischen den Enterozyten
schwer zu erkennen und deutlich abzugrenzen. Eine Altersabhangigkeit konnte nicht
erkannt werden. Allerdings wurde in einer histologischen Studie ein Unterschied bei
Hunden mit einem Alter von zwei Wochen bis vier Monaten festgestellt (THOMAS u.
ANDERSON 1982). Die Hunde in der vorliegenden Arbeit waren demgegenuber alle
alter. Die Vermehrung der intraepithelialen Lymphozyten in diesem Alter wird mit
einer intensiven Stimulation durch eine Vielzahl an intra-luminalem Antigen im
Zusammenhang gebracht. Unter anderem findet zu diesem Zeitpunkt auch eine
Umstellung von Muttermilch auf Futter statt (THOMAS u. ANDERSON 1982). Im
gesunden Darm ist der grote Anteil der intraepithelialen T-Lymphozyten vom
zytotoxischen beziehungsweise Suppressor-Phenotyp (BIENENSTOCK u. BEFUS
1984; HANAUER u. KRAFT 1985; HARTY u. LEIBACH 1985; CARMAN et al. 1986).
Die konkrete Zuordnung in Bezug auf die zytologisch sichtbaren intraepithelialen
Leukozyten ist nur mit speziellen Verfahren, zum Beispiel Fluoreszenzmikroskopie

maoglich, weshalb hier keine weiteren Aussagen dartber gemacht werden kénnen.

Die hellen Lymphozyten kdnnen in drei GréR3en unterteilt werden: klein, mittel, grof3.
Allen ist zu Eigen, dass sie vorwiegend aufen um einen Epithelverband herum
gelagert sind, einzeln oder zu mehreren in einer Zelllage. Im Gegensatz zu den
anderen Entziindungszellen scheint ein enger Kontakt zu den Epithelzellen dennoch
zu bestehen. Selten sind sie aus dem Verband heraus abseits gelegen. Die kleinen

hellen Lymphozyten (9 - 12 um) machen bis zu 3,7 % der gesamten Zellpopulation
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auf einem Objekttrager aus. Den grol3ten Anteil Uberhaupt bilden die mittleren hellen
Lymphozyten (12 - 18 pm) mit bis zu 7,2 %. Ein sehr kleiner Teil wird durch die
grof3en Lymphozyten (18 - 25 um) mit bis zu 0,55 % dargestellt.

Nach histologischen Gesichtspunkten kann man hellen Lymphozyten die Funktion
als Lymphozyt aus der Lamina propria, die durch die Biopsietechnik und
Abklatschtechnik in diese Position gebracht wurden, zuschreiben. Es sind
vorwiegend IgA-produzierende B-Zellen und T-Gedachtniszellen (BARLOUGH et al.
1981; WILLARD et al. 1982; JAMES 1993). Die relative Anzahl von B- und T-Zellen
sowie anderen Leukozyten im Darm ist abhangig von der Antigen-Stimulation, dem
Alter des Tieres und der Lokalisation (WILLARD u. LEID 1981; WILLARD et al.
1982). Zytologisch ist eine Differenzierung in T- und B-Lymphozyten nicht méglich.
Allgemein qilt, dass die T-Lymphozyten kleiner als die B-Lymphozyten sind.
Inwieweit sich das auf die Zytologie des Diinndarmes Ubertragen lasst, kénnen nur
immunzytologische Untersuchungen zeigen. Dieser Umstand macht einen direkten
Vergleich mit histologischen und immunhistologischen Untersuchungen beziglich
der prozentualen Verteilung der Lymphozyten aus der Lamina propria unmdaglich.
Beschreibungen der Lymphozytenverteilung in diesen Untersuchungen beinhalten
die Differenzierung der verschiedenen Lymphozytensubpopulationen (GERMAN et
al. 1999; SONEA et al. 2000). Die Zahlen, die somit entstehen, sind nicht unmittelbar
mit denen dieser Untersuchung vergleichbar. Ahnlich deutlich aber ist die Tendenz
erkennbar, dass die Lymphozyten den grof3ten Anteil der Entzindungszellen

einnehmen.

In den zytologischen Praparaten dieser Untersuchung wurden bis zu insgesamt 11 %
helle Lymphozyten gezéahlt. Diese Angabe bezieht sich auf die Gesamtzellzahl auf
einem Objekttrager und stellt die Relation zu den Enterozyten dar. Der Vergleich zu
immunbhistologischen Untersuchungen ist in sofern nicht moglich, da hier die
Entzindungszellen nicht in Relation zu den Enterozyten verglichen wurden, sondern
in einem Feld von 10.000 pm? als absolute Zahlen angegeben werden (GERMAN et
al. 1999). Hier wurden insgesamt im Mittel bis zu 120 T-Lymphozyten (CD3, CDA4,
CD5 und CDS8) in einem entsprechenden Feld ausgezahlt, aber nur sechs Zellen
konnten zu Plasmazellen, Mastzellen oder eosinophilen Granulozyten zugeordnet

werden.
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Eine auffallende Zellart in der Zytologie des Darmes stellen die grof3en granulierten
Lymphozyten dar. Sie sind eine Sonderform der Lymphozyten (,large granular
lymphocytes” oder ,globule leucocyte”). Sie kommen mit bis zu 0,35 % nur in sehr
geringem Male in den zytologischen Abklatschpraparaten vom Duinndarm vor.
Ahnlich den intraepithelialen Leukozyten, befinden sie sich hauptsachlich zwischen

den Enterozyten.

Bei den groRen granulierten Lymphozyten konnte ein signifikanter Altersunterschied
bei den jungen Hunden festgestellt werden. Hier kommen sie deutlich haufiger vor
als bei den Hunden mittleren Alters und bei den alten Hunden. Angaben Uber das
quantitative Vorkommen der grof3en granulierten Lymphozyten im Darm gesunder
Hunde konnten nicht gefunden werden. Histologisch sind sie im intestinalen Epithel
der Krypten und niedrigeren Villi und in der Lamina propria lokalisiert. Daneben
konnten sie auch in vielen anderen Geweben, unter anderem im Blut, Knochenmark,
Milz, Lunge, Leber, Gallenblase, Uterus und Plazenta bei gesunden Individuen
nachgewiesen werden (WELLMAN 2000).

Untersuchungen beziglich des Auftretens von grofRen granulierten Lymphozyten
sind vor allem bei Wiederkduern und Labornagern im Zusammenhang mit
parasitaren Infektionen durchgefuhrt worden (RUITENBERG u. ELGERSMA 1979;
RUITENBERG u. ELGERSMA 1980; DOUCH et al. 1986; AKPAVIE u. PIRIE 1989;
BAERT 1989; AKPAVIE u. PIRIE 1993). Bei Schafen konnte eine starke Assoziation
zwischen der Resistenz gegen eine Nematodeninfektion und der Prasenz der grof3en
granulierten Lymphozyten festgestellt werden, ebenso eine Korrelation der grof3en
granulierten Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten mit der antiparasitaren
Aktivitat im Mukus (DOUCH et al. 1986). Des Weiteren wurde in einer anderen
Studie eine Altersabhangigkeit im Bezug auf das Vorkommen der grofRen
granulierten Lymphozyten beim Schaf festgestellt (DOUCH u. MORUM 1993). In der
Literatur lassen sich nur sehr wenige Berichte Uber das Auftreten von grof3en

granulierten Lymphozyten bei Hund und Katze finden.

Neutrophile Granulozyten waren in den zytologischen Praparaten nur unregelmalfig
in wenigen Pr&paraten vorhanden mit einem Gesamtvorkommen von bis zu 0,14 %.
Dieses Ergebnis entspricht dem Ergebnis einer humanmedizinischen histologischen
Studie. Dort machen neutrophile Granulozyten zusammen mit eosinophilen

Granulozyten, Mastzellen und Makrophagen insgesamt weniger als 1 % der Leuko-
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zyten in der Lamina propria aus (HANAUER u. KRAFT 1985), wahrend ihre Anzahl
sowohl in der Lamina propria als auch im Epithel bei verschiedenen Formen der
Duodenitis deutlich ansteigt (HASAN et al. 1983; VAN GARDEREN et al. 1991).

Im peripheren Blutkreislauf treten eosinophile Granulozyten im Gegensatz zu den
neutrophilen Granulozyten in geringerer Anzahl auf, wahrend sie in den
zytologischen Praparaten des Dunndarms dieser Untersuchung mit bis zu 0,49 %
deutlich haufiger vorzufinden waren als die neutrophilen Granulozyten. Diese
Angabe deckt sich mit anderen Untersuchungen, wo eosinophile Granulozyten
weniger als 1 % der Zellpopulation aus der Lamina propria beim Hund ausmachen
(GUILFORD u. STROMBECK 1996). Im Gegensatz dazu wird in einer anderen
Studie eine Absolutzahl von vier bis zehn eosinophilen Granulozyten, mit einer
ansteigenden Haufigkeit von der Villusspitze in Richtung der Krypte, in einem Feld
von 10.000 um? angegeben (GERMAN et al. 1999). Allerdings konnte hier eine
parasitare Infektion bei den Patienten nicht vollig ausgeschlossen werden (GERMAN
et al. 1999).

Ahnlich der Lymphozytenpopulation ist auch hier der direkte Vergleich, auf Grund der
unterschiedlichen Zahlweise, nicht mdoglich. Der Trend bezuglich der Gesamt-
verteilung aller Entziindungszellen ist aber auch hier gleich. Wahrend bei den
Patienten in der manuellen Differenzierung des Blutausstriches ein signifikant
hoheres Vorkommen der eosinophilen Granulozyten bei den jungen Hunden
nachzuweisen war, konnte dieses Verhéltnis auf die zytologische Auswertung der
Darmpraparate nicht Ubertragen werden. Hier besteht kein signifikanter Unterschied
im Vorkommen von eosinophiler Granulozyten. Es besteht auch keine Korrelation
zwischen der Anzahl eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut und der im
zytologischen Praparat. Das heil3t, Patienten mit einer Vermehrung der eosinophilen
Granulozyten im peripheren Blut (Eosinophilie) zeigten nicht gleichzeitig mehr
eosinophile Granulozyten im Praparat und umgekehrt.

Die Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Darmlumen korreliert mit der
antiparasitaren Aktivitat im Mukus, wie eine Studie bei Schafen zeigte (DOUCH et al.
1986). Entsprechend einer anderen Arbeit bei Schafen (DOUCH u. MORUM 1993)
liegt eine Altersabhéangigkeit in der vorliegenden Arbeit nicht vor.

Plasmazellen entstehen unter dem Einfluss aktivierter T-Helferzellen durch

Transformation aus B-Lymphozyten. Sie synthetisieren spezifische y-Immunglobuline

69



DISKUSSION

(Antikorper) und werden zu langlebigen B-Gedachtniszellen, die bei erneutem
Antigenkontakt schneller reagieren kdnnen (LIEBICH 1990a). In der gesunden
Darmschleimhaut kommen sie zytologisch in dieser Untersuchung nur zu einem sehr
geringen Anteil von bis zu 0,1% vor. Die direkte Gegenuberstellung zu
immunbhistologischen Untersuchungen ist auch hier gleichermalR3en schwierig, wie bei
den anderen Entziindungszellen. Plasmazellen werden ebenso wie die hellen
Lymphozyten, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten sowie Mastzellen zu den
Zellen der Lamina propria gezéhlt. Die Angaben der Haufigkeitsverteilung wurden
auch hier auf eine bestimmte Flache bezogen. In immunhistologischen
Untersuchungen bei gesunden Hunden werden Angaben im Mittel von bis zu
sieben Plasmazellen in einem Feld von 10.000 pm? gemacht (GERMAN et al. 1999).

Allerdings konnte in morphometrischen Analysen festgestellt werden, dass
Plasmazellen vorwiegend in der Region der Krypten vorkommen. Dem gegeniber
wurde in der Villusspitze im Mittel nur eine Plasmazelle in einem entsprechenden
Feld gezahlt. Dieser Umstand und die andere Darstellungsweise erklaren, warum in
den zytologischen Praparaten ein deutlich geringerer Anteil an Plasmazellen
vorkommt. Die endoskopisch gewonnenen Schleimhautbiopsien enthalten
vorwiegend die oberflachlichen Bereiche der Darmschleimhaut, also die Villi. Die
tiefer liegende Kryptenregion wird kaum erreicht. Vermutlich besteht auch die
Schwierigkeit, im Gegensatz zu den immunhistologischen Untersuchungen,
Plasmazellen als solche genau anzusprechen. Des Weiteren kdonnen die aus der
Lamina propria stammenden Zellen bei der Praparateherstellung durch die
Abklatschtechnik, im Gegensatz zu den histologischen Schnittpraparaten, nicht mit

erfasst werden.

Von besonderem Interesse ist die Zahl der Plasmazellen bei der Diagnostik von
spezifischen gastrointestinalen Entzindungsformen, bei denen ein vermehrtes
Auftreten von Plasmazellen als Ausdruck eines gestorten gastrointestinalen

Immunsystems zu verzeichnen ist.

Mastzellen zeigen im zytologischen Praparat der Dinndarmschleimhaut mit bis zu
0,11 % eine ahnliche Haufigkeit wie die Plasmazellen. Auch diese Angabe entspricht
etwa der Haufigkeit, wie sie in histologischen und immunhistologischen
Untersuchungen verschiedener Autoren bei verschiedenen Spezies angegeben wird
(HANAUER u. KRAFT 1985; GERMAN et al. 1999). Hier ist wieder ein vermehrtes
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Auftreten der Mastzellen im Bereich der Krypten zu erkennen. Im Bereich der
Villusspitze konnte im Mittel nur eine Mastzelle in einem Feld von 10.000 um? beim
gesunden Hund gezéhlt werden. Mdgliche Ursachen fir die Unterschiede der
zytologischen Untersuchung zu der Immunhistologie sind die gleichen wie fir die

Plasmazellen.

Im Gegensatz zu den Lymphozyten und den grofRen granulierten Lymphozyten
liegen die neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, Plasmazellen und Mastzellen
vorwiegend frei und ohne Kontakt zu den Enterozyten. Vergleicht man die Haufigkeit
der eosinophilen Granulozyten, neutrophilen Granulozyten und Mastzellen mit
zusammen insgesamt 0,74 % in den zytologischen Préparaten, kann eine starke
Korrelation zu histologischen Ergebnissen beim gesunden Menschen gefunden
werden (HANAUER u. KRAFT 1985).

In dieser Studie wird ein prozentualer Anteil dieser Zellen von unter 1% angegeben.
In mehreren immunhistologischen Untersuchungen werden genaue Angaben Uber
die Anzahl der Entziindungszellen in der Darmschleimhaut, inklusive der Zellen der
Lamina propria des gesunden Hundes gemacht (GERMAN et al. 1999). Wie schon
mehrfach erwéhnt ist der direkte Vergleich der Ergebnisse dieser zytologischen
Untersuchung mit den Ergebnissen immunhistologischer Untersuchungen nicht

maoglich.

5.2.3 Zytologische Zellkriterien

In dieser Untersuchung konnte in keinem Praparat eine Mitose gesehen werden.
Mitosen sind im normalen Gewebe selten nachweisbar, kdnnen aber in bestimmten
Geweben mit einer hohen Teilungsrate, zum Beispiel Lymphknoten, manchmal
gesehen werden (CLINKENBEARD u. COWELL 1994). Da die Enterozyten im
Korper zu den Geweben mit einer hohen Teilungsrate gehdéren, kann man mit
Mitosen rechnen. Die Ursache, dass in dieser Untersuchung keine Mitosen gesehen
wurden, kann in der Art der Materialgewinnung liegen. Die endoskopisch
gewonnenen Forceps-Biopsien beinhalten nur die oberflachlichen Schichten der
Darmwand, tiefere Bereiche der Krypten werden unter Umstanden nicht erreicht. Hier
befindet sich jedoch die Teilungszone fur die Enterozyten, die wéahrend des
Alterungsprozesses weiter Richtung Zottenspitze wandern.
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Das Schleimhautepithel des Darmes zeigt zytologisch ausnahmslos einkernige
Zellen. Die Kerne waren einheitlich rund bis oval und von dunkelblauer-violetter
Farbung. Diese Beschreibung deckt sich mit den Ergebnissen anderer
Untersuchungen (ANDREASEN et al. 2000). Unterschiede treten in der Beurteilung
der Deutlichkeit der Kernkorperchen auf. Die Bewertung in dieser Studie unterschied
die Deutlichkeit der Kernkdrperchen in kaum erkennbar, erkennbar und deutlich
erkennbar. In der Regel war pro Kern mindestens ein Kernkdrperchen erkennbar.
Nach ANDREASEN et al. (2000) sind die Kernkdrperchen nur undeutlich erkennbar.
Dieser Unterschied kann darin begrindet sein, dass verschiedene Farbungen
angewendet wurden. (ANDREASEN et al. 2000) verwendeten eine Romanowsky-
Schnellfarbung nach Wright. Die Praparate dieser Studie wurden auch nach dem
Romanowsky-Typ, allerdings als eine panoptische Farbung nach May-Grinwald-
Giemsa gefarbt. Hier werden verschiedene Verfahren (May-Grinwald und Giemsa)
kombiniert. Das Ergebnis sind kraftigere Farben.

In dieser Untersuchung zeichnet sich das Chromatin der Enterozytenkerne durch
eine gleichmafig feingranulierte bis granulierte Struktur aus. Das entspricht der
allgemeinen Beschreibung der Chromatinstruktur nicht-neoplastischer Zellen. Bei
malignen Neoplasien verdichtet sich haufig das Chromatinmuster. Es erscheint
grober bis verklumpt (CLINKENBEARD u. COWELL 1994).

Die Zellkerne der Enterozyten enthalten meist einen Nukleolus, manchmal aber auch
zwei. Dieses Ergebnis deckt sich mit anderen Beschreibungen (ANDREASEN et al.
2000).

Die Kernkdrperchen von Enterozyten in dieser zytologischen Untersuchung sind, wie
allgemein physiologisch beschrieben, klein (<5 um) und Uberwiegend rund. Sie
erscheinen meist dunkelblau und etwas dunkler als der Kern. Selten sind sie heller
als der Kern selbst. Es treten aber auch Kernkorperchen mit eckiger Form in
Erscheinung. GrofRRe Kernkorperchen und ebenso Kernkdrperchen mit flachen,
eckigen oder eingezogenen Kanten sind abnormal und kénnen in malignen Zellen
beobachtet werden (CLINKENBEARD u. COWELL 1994). Des Weiteren kdnnen
formveranderte Kernkorperchen aber auch bei reaktiven Veranderungen, zum
Beispiel in Leberzellen erkannt werden (STOCKHAUS et al. 2002).

Die Enterozyten liegen in Zellverbanden, in denen die Zellgrenzen nicht oder nur

sehr vage als solche anzusprechen sind. Wie alle epithelialen Zellen zeichnen sie
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sich durch einen starken Zusammenhalt aus (TYLER et al. 1989; CLINKENBEARD
u. COWELL 1994). Die Zellgrenzen konnen dabei mehr oder weniger deutlich

erkennbar sein.

Das Zytoplasma der Enterozyten ist von mittelblauer Farbe. ANDREASEN et al.
(2000) beschreibt das Zytoplasma als hellblau. Eine moégliche Ursache fir die
unterschiedliche Beschreibung kann die unterschiedliche Farbemethode sein.
Gleiches qilt fur die Beschreibung der Deutlichkeit der Kernkérperchen. Des

Weiteren ist die Bewertung von einem subjektiven Eindruck abhéangig.

In dem Zytoplasma der Enterozyten waren nur wenige oder keine Vakuolen
vorhanden. Im Gegensatz hierzu stehen die sezernierenden Enterozyten, welche
durch eine groRe Anzahl von Vakuolen im Zytoplasma auffielen. Der Funktion der
Enterozyten entsprechend handelt es sich vermutlich um sekrethaltige Vakuolen und
stellt fur die Enterozyten kein Kriterium fur eine maligne Neoplasie dar (REBAR et al.
1982).

5.2.4 Malignitatskriterien

Ziel der Untersuchung der Malignitatskriterien bei den Enterozyten war die
Beschreibung des Normalbefundes. Auffallend sind Kernmembranverdickungen und
eckige Kernkorperchen, die vereinzelt erkannt werden konnten. Fir die anderen

Malignitatskriterien konnten keine Hinweise gefunden werden.

Form- und GroéfRRenveréanderungen der Kernkérperchen sind abnormal und kénnen
bei Zellen in malignen Prozessen beobachtet werden, ebenso ausgepragte
Kernmembranverdickungen.  Allerdings  zeigen auch viele nicht-maligne
Zellpopulationen als Zeichen einer Fehlentwicklung oder auch erhéhten
Regenerationsleistung Malignitatskriterien (CLINKENBEARD u. COWELL 1994). Es
missen mindestens drei Malignitatskriterien vorhanden sein, um eine maligne
Neoplasie als moégliche Diagnose in Betracht ziehen zu kénnen (TYLER et al. 1989).
So ist das gelegentliche Auftreten von Kernmembranverdickungen und eckigen
Kernkorperchen bei den Enterozyten als Zeichen einer Fehlentwicklung oder
eventuellen Reaktivitat beziehungsweise Regeneration zu werten und nicht als

Zeichen von Malignitéat.
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5.25 Referenzbereiche

Ein Problem bei der gastrointestinalen Zytologie stellt die Definition bzw.
Graduierung der pathologischen Biopsie dar, da es bis heute keine genauere
Evaluierung der Zytologie des Magen-Darm-Kanals beim Kleintier gibt. Bisher
wurden human-medizinische zytologische und histopathologische Kriterien benutzt.
Zwar wurden semiquantitative zytologische Beurteilungskriterien fir verschiedene
Darmerkrankungen erarbeitet, jedoch ohne den physiologischen Befund als
Grundlage zu nehmen (JERGENS et al. 1998). Erst Absolutzahlen beziehungsweise
prozentuale Verteilungen und deren Referenzbereiche machen es mdglich, objektive

Diagnosekriterien fur verschiedene gastrointestinale Erkrankungen zu erstellen.

Die Referenzwerte kdnnen als Absolutzahl oder als Prozentwert angegeben werden.
Die Verwendung der Absolutzahlen ist in sofern problematisch, da sie die absolute
Anzahl der pro Objekttrager in zehn Gesichtsfeldern ausgezahlten Zellen entspricht,
deren Bestimmung mit einem erheblichen Zeitaufwand verbunden ist. Fir die Praxis
vertretbarer ist die Angabe als Prozentwert; das heif3t, der Anteil der jeweiligen
Zellart an der gesamt gezahlten Zellzahl. Fir eine mdglichst genaue Angabe ist es
wichtig, soviel Zellen wie mdoglich auszuzéhlen. In dieser Arbeit wurden pro
Objekttrager als Minimum 1404 Zellen, als Maximum 3009 Zellen, als Mittelwert 2119
Zellen ausgezahlt. Diese Angabe stellt die Gesamtzellzahl, bestehend aus den
Enterozyten, sezernierenden Enterozyten, den Lymphozytenpopulationen, neutro-

philen und eosinophilen Granulozyten, Plasmazellen und Mastzellen dar.

Naturgemal bilden Enterozyten den grof3ten Anteil von mindestens 85,44 % bis
97,01 % der Gesamtzellzahl (95%-Konfidenzintervall: 91,92 - 94,23 %). Deutlich
geringer demgegenuber ist das Vorkommen der sezernierenden Enterozyten von
0,13% bis zu 2,1 % (95%-Konfidenzinterval: 0,62 - 1,08 %). Das sind deutlich
weniger, als in immunhistologischen Untersuchungen am Darm gesunder Hunde
beschrieben werden (GERMAN et al. 1999). In dieser Untersuchung wird als
Mittelwert im Bereich der Villusspitze die Anzahl der Becherzellen mit 3,6 je 100
Enterozyten angegeben. Mdgliche Ursachen fir diesen Unterschied wurden bereits

im Kapitel 5.2.2. erortert.

Neben den Enterozyten stellen verschiedene Entzindungszellen den Rest an der

Gesamtzellzahl dar. Auffallend ist eine relativ weite Schwankungsbreite. Nicht alle
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Zellarten sind in allen Praparaten vertreten. Die Zellart, die in allen Praparaten regel-
malfig, wenn auch in unterschiedlichem Mafl3e anzutreffen ist, sind die Lymphozyten.

Die zytologische Unterteilung in Bezug auf die GroRe der Lymphozyten lasst noch
nicht den Schluss auf ihre Funktion zu. Hier sind immunzytologische Verfahren
notwendig, um einen genauen Vergleich zu ermoglichen. Vergleiche zwischen dieser
zytologischen Untersuchung und den immunhistologischen Analysen von GERMAN

et al. (1999) sind daher nur eingeschrankt maoglich.

In der Zytologie der gesunden Darmschleimhaut liegt die Schwankungsbreite bei
kleinen dunklen Lymphozyten, den intraepithelialen Leukozyten, zwischen 1,71 und
2,84 % (95%-Konfidenzinterval). Unabhangig von der Differenzierung ist das
Vorkommen der intraepithelialen Leukozyten in dieser Untersuchung deutlich
geringer, als es in immunhistologischen Untersuchungen angegeben wird (GERMAN

et al. 1999). Mdgliche Griinde wurden bereits in Kapitel 5.2.2. angesprochen.

Auch der direkte Vergleich fur die Entziindungszellen der Lamina propria, den hellen
Lymphozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, Plasmazellen und Mast-
zellen ist nicht mdglich. Vergleicht man allerdings das Verteilungsmuster, sind Ahn-
lichkeiten durchaus ersichtlich. Die prozentualen Angaben der Entziindungszellen
der Lamina propria in Bezug auf die Gesamtzellzahl dieser zytologischen Unter-
suchung stellen sich wie folgt dar: Lymphozyten gesamt 11,75 % (95%-Konfidenz-
interval: 4,36 - 7,79 %), eosinophile Granulozyten 0,49 % (95%-Konfidenzinterval:
0,006 - 0,09), Plasmazellen 0,1 % (95%-Konfidenzinterval: 0,006 - 0,03), Mastzellen
0,1 % (95%-Konfidenzinterval: 0,01 - 0,04) und neutrophile Granulozyten 0,14 %
(95%-Konfidenzinterval: 0,002 - 0,03). Diese Ergebnisse entsprechen denen von
GERMAN et al. (1999). Auch in der immunhistologischen Untersuchung nehmen die
Lymphozyten (120, Gesamtzahl der unterschiedlichen Lymphozyten) den grof3ten
Anteil ein, wahrend eosinophile Granulozyten (vier), Plasmazellen (eine) und
Mastzellen (eine) demgegentber deutlich seltener vorkamen. Neutrophile Granulo-

zyten wurden in dieser Studie nicht erwahnt.
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53 Altersunterschiede

Gepruft wurden Unterschiede zwischen den Altersgruppen bezuglich der Verteilung
beziehungsweise des Vorkommens der Entziindungszellen im Dunndarm. Fir die
meisten Entzindungszellarten konnten keine altersabhangigen Unterschiede
gefunden werden. Das Vorkommen der einzelnen Zellarten war uberwiegend

gleichméalig ausgepragt.

Bei den intraepithelialen Leukozyten ist in dieser Studie keine Altersabhangigkeit
nachweisbar. Im Gegensatz dazu wird in der Literatur ein Anstieg der
intraepithelialen Leukozyten im frihen Alter (bis zu vier Monaten) bei Hunden
beschrieben (THOMAS u. ANDERSON 1982). Allerdings ist zu bemerken, dass die
Hunde in dieser Untersuchung ausnahmslos élter als vier Monate waren. Ein direkter
Vergleich ware nur mdoglich, wenn die Altersgruppe der von (THOMAS u.
ANDERSON 1982) entsprache.

Anders verhélt es sich bei den grof3en granulierten Lymphozyten und den grof3en
hellen Lymphozyten. Hier konnte festgestellt werden, dass beide Zellarten haufiger in
der Gruppe der jungen Hunde (Gruppe 1) vorkommen. Dieses Ergebnis kann
dadurch erklart werden, dass die allgemeinen lymphoproliferativen Eigenschaften bei
jungen und mittelalten Hunden deutlich ausgepragter als bei alteren Tieren sind
(GREELEY et al. 1996; STRASSER et al. 2000; GREELEY et al. 2001; TOMAN et al.
2002). Mit dem altersabhangigen Abfall der absoluten Anzahl der Lymphozyten
kommt es zu einer Umverteilung innerhalb der Lymphozytenpopulation. Die Anzahl
der B-Lymphozyten nimmt ab, wahrend die T-Lymphozyten einen relativen Anstieg
zeigen (GREELEY et al. 1996). Eine Differenzierung der Lymphozyten ist zytologisch
mit einfachen Farbungen nicht moglich. Allgemein gilt, dass die B-Lymphozyten
groBer sind. Wendet man die GroRe als Unterscheidungskriterium in dieser
Untersuchung an, kann man den grof3en hellen Lymphozyten die Funktion als B-
Lymphozyt zuschreiben. Damit lasst sich erklaren, warum diese Zellart haufiger bei

den jungen Hunden vorkommt als bei alteren.

Bezuglich der grof3en granulierten Lymphozyten ist die Absolutzahl deutlich gréf3er in
der Gruppe der jungen Hunde. Des Weiteren fallt innerhalb dieser Gruppe ein
signifikant hoheres Vorkommen dieser Zellart bei den Hunden bis zum Alter von
zwolf Monaten auf. In der Literatur werden die grof3en granulierten Lymphozyten mit

Typ-1-Hypersensitivitatsreaktionen und parasitéaren Infektionen in Zusammenhang
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gebracht (RUITENBERG u. ELGERSMA 1979; RUITENBERG u. ELGERSMA 1980;
DOUCH et al. 1986; BAERT 1989; HUNTLEY 1992; AKPAVIE u. PIRIE 1993;
BALDWIN u. BECKER 1993; NARAMA et al. 1999).

Es ist zu vermuten, dass auch beim Hund ein Zusammenhang zwischen den grol3en
granulierten Lymphozyten und parasitaren Infektionen besteht. Eine aktuelle
Endoparasitose ist in dieser Untersuchung durch parasitologische Kotuntersu-
chungen und einem ELISA bezuglich einer Giardien-Infektion soweit maoglich
ausgeschlossen worden. Dennoch mussen sich gerade Hunde in einem Alter bis zu
einem Jahr mit intestinalen Parasiten bzw. mit parasitaren Antigenen bei
Erstinfektion intensiver auseinandersetzen, als &ltere Tiere (VISCO et al. 1977;
KIRKPATRICK 1988; BUGG et al. 1999; RUBEL et al. 2003; ITOH et al. 2003;
RAMIREZ-BARRIOS et al. 2004).

In einer histologischen Studie bei Schafen wurde die Wirkung des Alters auf die
grol3en granulierten Lymphozyten und die Schleimhautmastzellen im Darm nach
gastrointestinaler Nematodeninfektion untersucht. Ahnlich dem Ergebnis der
zytologischen Untersuchung beim Hund ist eine Altersabhangigkeit bei grof3en
granulierten Lymphozyten und Schleimhautmastzellen festgestellt worden (DOUCH
u. MORUM 1993). Die Anzahl der eosinophilen Granulozyten zeigte keine
Altersabhangigkeit; wohl war sie aber héher als in der Kontrollgruppe ohne Infektion
(DOUCH u. MORUM 1993). Der direkte Vergleich zwischen dieser histologischen
Untersuchung bei Schafen und der zytologischen Untersuchung beim Hund ist
insofern schwierig, da zum einen die Altersgruppen, die gegentiber gestellt wurden,
nicht identisch sind. Zum anderen handelt es sich um unterschiedliche Spezies. Trotz
allem erhartet sich der Verdacht, dass das hothere Vorkommen der grof3en
granulierten Lymphozyten beim jungen Hund mit der Auseinandersetzung mit

parasitdren Antigenen assoziiert werden kann.

54 Schlussfolgerungen

Ziel dieser Arbeit war die zytologische Beschreibung des physiologischen Zellbildes
bei Abklatschpraparaten endoskopisch gewonnener Darmbiopsien von gesunden
Hunden. Dazu sollten Zellpopulationen quantifiziert, Referenzbereiche erstellt und
die Anordnung der Entziindungszellen im Verhaltnis zum Darmepithel beschrieben
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werden. Des Weiteren wurde tberprift, ob ein moglicher Einfluss des Alters auf die

verschiedenen Entziindungszellen besteht.

Zusammenfassend lassen sich aus den in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen

folgende Schliisse ziehen:

1.

Die endoskopische Biopsiegewinnung aus dem Darmkanal eignet sich zur
Erstellung zytologischer Abklatschpraparate.

Die Abklatschtechnik ist eine schnelle Methode, zytologische Préparate guter

Qualitat aus dem Darmkanal herzustellen.

Die Qualitat der Praparate ist in erster Linie von dem Gehalt an Monolayern,

der Zellularitdt und dem Grad der Zellzerstérung abhangig.

Die prozentuale Verteilung der Entzindungszellen in der Darmschleimhaut
des gesunden Hundes in dieser Arbeit zeigt in weiten Teilen eine hohe

Korrelation mit Angaben aus der Literatur histologischer Studien.

Sezernierende Enterozyten und intraepitheliale Leukozyten werden in der
Zytologie mengenmal3ig unterschatzt. Eine gute Korrelation mit histologischen
Untersuchungen bezilglich des Verteilungsmusters liegt bei den Zellen der

Lamina propria vor.

Intraepitheliale Lymphozyten und grof3e granulierte Lymphozyten liegen
zwischen den Enterozyten, wahrend die Lymphozyten der Lamina propria
einzeln oder in einer Zelllage um einen Enterozytenverband angeordnet sind.
Eosinophile und neutrophile Granulozyten, Plasmazellen und Mastzellen sind

vorwiegend freiliegend ohne Kontakt zu den Enterozyten.

Die Enterozyten sind eine monomorphe Zellpopulation. Die Zellen besitzen
einen dunkelblau-violetten Kern mit einem Kernkdrperchen. In einigen Zellen
treten Kernmembranverdickungen auf. Die Kernkdrperchen haben meist eine
runde Form und sind dunkelblau. Mitosen werden nicht gesehen. Die
Enterozyten liegen im engen Zellverband, wobei die Zellgrenzen nicht oder
nur schwer zu erkennen sind. Das Zytoplasma ist mittelblau und kann wenige

Vakuolen enthalten.

Unter den Entzindungszellen dominieren die Lymphozyten, wahrend die
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, Plasmazellen, Mastzellen, grol3e

granulierte Lymphozyten einen sehr kleinen Teil einnehmen.
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9. Alterunterschiede kdnnen bei den grof3en granulierten Lymphozyten und den
groBen hellen Lymphozyten festgestellt werden. Diese Zellarten kommen
vermehrt bei den jungen Hunden vor. Bei den grol3en granulierten
Lymphozyten konnte sogar ein signifikanter Unterschied zwischen den
Hunden mit einem Alter bis zu zwdlf Monaten und den Hunden zwischen zwolf

und 24 Monaten festgestellt werden.

10.weitere Altersunterschiede bei intraepithelialen Leukozyten und Lymphozyten
der Lamina propria konnten in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.
Allerdings sind Unterschiede bei sehr jungen Hunden bis zu einem Alter von

vier Monaten nach Angaben in der Literatur zu erwarten.

11.Die Ergebnisse dieser Untersuchung kdnnen als Basis fur Diagnosekriterien

von verschiedenen Darmerkrankungen des Hundes dienen.
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In einer zytologischen Untersuchung werden Abklatschpraparate endoskopisch
gewonnener Darmbiopsien gesunder Hunde untersucht. Die Beurteilung erfolgt an
Hand zytomorphologischer und quantitativer Charakteristika der vorkommenden
Zellarten. Fur die einzelnen Zellarten wird eine mogliche Altersabhangigkeit
Uberpruft. In die Untersuchung gelangen insgesamt 26 gesunde Hunde in drei
Altersgruppen (Gruppe 1 =bis zu 24 Monate, n=9, @ Alter: 15,3 Monate;
Gruppe 2 = 2-8 Jahre, n =9, @ Alter: 4,75 Jahre; Gruppe 3 = élter als 8 Jahre, n = 8,
@ Alter: 9,5 Jahre). Die Patienten werden nach der Anamnese, Klinischen
Untersuchung, Blut- und Kotuntersuchungen als klinisch gesund befundet. Tiere mit
Anhaltspunkten fur eine enterale Erkrankung oder mit Medikationen, vor allem
Antibiotika, Kortikosteroiden oder nicht-steroidalen Antiphlogistika, werden von der

Untersuchung ausgeschlossen.

Die endoskopische Biopsieentnahme erfolgt unter Allgemeinanadsthesie. An vier
Lokalisationen des Duodenums werden jeweils zwei Biopsien entnommen und
daraus Abklatschpraparte hergestellt. Diese werden nach May-Grinwald-Giemsa

gefarbt.

Zur Beurteilung kommen allgemeine zytologische Qualitatskriterien, wie das
Vorkommen von Monolayern, freiem Kernprotein, der Zellularitat sowie Konta-
minationen. Weiterhin werden spezifische zytologische Kriterien des Zytoplasmas
(Deutlichkeit der Zellgrenzen, Farbe des Zytoplasmas, Vakuolen im Zytoplasma) und
des Kernes (Mitosen, Anzahl der Kerne pro Zelle, Chromatinstruktur, Kernmembran-

verdickung, Farbung von Kern und Nukleoli, Anzahl Nukleoli) bei den Enterozyten
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sowie das Vorkommen von Malignitatskriterien bewertet. Es erfolgt eine Differen-
zierung und Quantifizierung der in der Darmschleimhaut vorkommenden Zellpopula-
tionen. Dabei werden die Entziindungszellen in Relation zu den Enterozyten

prozentual erfasst.

Mit der angewandten Abklatschtechnik werden auswertbare zytologische Praparate
hergestellt. Die Qualitat ist in erster Linie vom Gehalt an Monolayern, der Zellularitat

und dem Grad der Zellzerstérung abhangig.

Enterozyten sind eine einheitliche Zellpopulation im festen Verband. Zwischen den
Enterozyten und um den Enterozytenverband liegen Entziindungszellen mit unter-
schiedlichem Verteilungsmuster. Dunkle Lymphozyten befinden sich vor allem
zwischen den Enterozyten. Sie nehmen an der Gesamtzellzahl (95%-Konfidenz-
interval 1,71 - 2,84 %) einen relativ hohen Anteil ein. Den gréf3ten Anteil bilden helle
Lymphozyten. Diese konnen in kleine (95%-Konfidenzinterval 0,64 - 1,53 %),
mittelgrof3e (95%-Konfidenzinterval 1,85 - 3,05 %) und grof3e Formen (95%-Konfi-
denzinterval 0,14 - 0,26 %) differenziert werden. Im Gegensatz zu dunklen
Lymphozyten sind sie vor allem um einen Epithelverband herum angeordnet. Andere
Entzindungszellen, wie neutrophile (95%-Konfidenzinterval 0,002 - 0,03 %) und
eosinophile (0,006 - 0,09 %) Granulozyten, Plasmazellen (95%-Konfidenz-interval
0,006 - 0,003 %), Mastzellen (95%-Konfidenzinterval 0,01 - 0,04 %) und auch die
grof3en granulierten Lymphozyten (95%-Konfidenzinterval 0,02 - 0,11 %) sind in der
Regel ohne Kontakt zu den Enterozyten im zytologischen Praparat angeordnet.

Ein Alterseinfluss kann bei groRen granulierten Lymphozyten und grof3en hellen
Lymphozyten beobachtet werden. Beide Zellarten kommen bei jungen Hunden
gehauft vor. Insbesondere bei Hunden in einem Alter von bis zu zw6lf Monaten sind

grof3e granulierte Lymphozyten haufiger zu erkennen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass die Entzindungszellen
innerhalb und zwischen den Altersgruppen weitgehend homogen verteilt sind. Es
konnen Referenzbereiche erstellt werden, die in weiteren Untersuchungen als Basis
fur das Erstellen spezifischer Diagnosekriterien fur verschiedene Darmerkrankungen

des Hundes dienen kdnnen.
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In this cytologic study morphologic and quantitative characteristics of the cellular
composition of squash preparations of endoscopically obtained intestinal biopsies

were acquired.

In a total of 26 healthy dogs in three different age groups, the influence of age was
proven (Group 1 = less than 24 months old, n = 9, @ age: 15.3 months; Group 2 = 2-
8 years old, n = 9, @ age: 4.75 years; Group 3 = over 8 years old, n = 8, & age: 9.5
years). The health status was recorded (anamnestic data, clinical examination, and
blood and faeces status). Animals with signs of intestinal disease or premedication
with antibiotics, corticosteroids or nonsteroidal anti-inflammatory drugs were

excluded from the study.

Each dog was examined endoscopically under general anaesthesia, from four
locations in the duodenum two samples were obtained per location. The squash

preparations were stained with the May-Grinwald-Giemsa technique.

In a first step the quality of the smears was assessed: presence of monolayer, free
nucleus protein, cellularity and contaminations. Further specific cytologic criteria of
the cytoplasm (cell border, colour, vacuolation) and of the nucleus (mitose rate,
nuclei pro cell, chromatin pattern, thickening of nucleusmembran, colour of nucleus
and nucleoli) of the enterocytes were recorded. Samples were checked for criteria of

malignancy.
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The cell population was quantified and kategorized. The relation between
inflammatory cells (neutrophilic and eosinophilic granulocytes, dark and bright
lymphocytes, large granular lymphocytes, plasma cells, mast cells) and enterocytes

was determined.

The obtained cytologic squash preparations were of diagnostic quality. The quality
was primarily influenced by the amount of monolayers, the cellularity and the degree

of cell destruction.

Enterocytes can be considered as a uniform cell population with a compact
formation. Inflammatory cells with varying distribution patterns are positioned
between the enterocytes and in the periphery of the clusters.

Dark lymphocytes are predominantly located between the enterocytes. The
percentage of dark lymphocytes within the overall cell population is relatively high
(95%-confidenceinterval 1.71 - 2.84 %). However, the highest incidence account for
bright lymphocytes was small (95%-confidenceinterval 0.64 - 1.53 %), intermediate
(95%-confidenceinterval 1.85-3.05%) and large cells (95%-confidenceinterval
0.14 - 0.26 %) could be distinguished. In comparison to the dark lymphocytes these
cells are located in the periphery of epithelial clusters. Other inflammatory cells,
such as neutrophilic granulocytes (95%-confidenceinterval 0.002 - 0.03 %), eosino-
philic granuocytes (0.006 - 0.09 %), plasma cells (0.006 - 0.03 %) and mast cells

(0.01 - 0.04 %) are regularly without any contact to the enterocytes.

A significant correlation to age was shown regarding the large granular lymphocytes
(95%-confidenceinterval 0.02 - 0.11 %) and the large bright lymphocytes. Both cell
types occur more frequently in younger dogs. In dogs less than 12 months of age

large granular lymphocytes could be found more often.

The study results reveal that inflammatory cells are homogeneously distributed within
and between age groups. For the different cell types age related reference values
were established. These established reference values may provide a baseline for

defining specific diagnostic criteria to differentiate intestinal diseases in dogs.
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Rassen-, Alters- und Geschlechtsverteilung der einz  elnen Gruppen

Tab. 16: Gruppe (1): junge Hunde (bis zu 24 Monate)

Patientennummer Rasse Geschlecht Alter (Monate)
Patient 1 Mischling Weiblich 10
Patient 2 Mischling Weiblich 8
Patient 3 Deutscher Schaferhund Mannlich 22
Patient 4 Mischling Weiblich 6
Patient 5 Mischling Mannlich 21
Patient 6 Dobermann Weiblich 22
Patient 7 Labrador Mannlich 22
Patient 8 Mischling Mannlich 16
Patient 9 Rottweiler Weiblich 11

mannlich: 4; weiblich: 5; O Alter: 15, 3 Monate
Eingriffe: 3 x Rudenkastration , 3 x Ovariohysterektomie, 1 x Zahnfraktur, 1 X
nichtinfizierte Nahtdehiszenz (Re-OP), 1 x Implantatentfernung

Tab. 17: Gruppe (2): mittelalte Hunde (von 2 bis 8 Jahre)

Patientennummer Rasse Geschlecht Alter (Jahre)
Patient 10 Pudel Mannlich 6,5
Patient 11 Labrador Retriever Weiblich 2,25
Patient 12 Springer Spaniel Mannlich 5
Patient 13 Dobermann Weiblich 3,5
Patient 14 Staffordshire Bullterrier Mannlich 6,25
Patient 15 Briard Mannlich 5
Patient 16 Bullterrier Mannlich 3,25
Patient 17 Staffordshire-Mischling Weiblich 7
Patinet 18 Mischling Weiblich 4

mannlich: 5; weiblich: 4; O Alter: 4,75 Jahre
Eingriffe: 4 x Zahnfraktur, 2 x Ovariohysterektomie, 1 x OP an einem
Nickhautdriisenprolaps, 1 x Implantatentfernung, 1 x Zahnsteinentfernung
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Tab. 18: Gruppe (3): Alte Hunde (alter als 8 Jahre)

Patientennummer Rasse Geschlecht Alter (Jahre)
Patient 19 WHW-Terrier Mannlich 9
Patient 20 Bullterrier Mannlich 8,25
Patient 21 Langhaar-Dackel Mannlich 14,25
Patient 22 Mischling Mannlich 11
Patient 23 WHW-Terrier Mannlich 8,5
Patient 24 Mischling Weiblich 8,5
Patient 25 Mischling Mannlich 8,5
Patient 26 Fox Terrier Weiblich 8

mannlich: 6; weiblich: 2; O Alter: 9,5 Jahre

Eingriffe: 5 x Zahnsteinentfernung, 2 x Ovariohysterektomie, 1 x Rudenkastration
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Tab. 19: Ubersicht der Mittelwerte der allgemeinen Kriterien

Pat Ag Qual |Mono | fKP Zell Kont |Bak Par Ing PE
1 1 1 2 2 2 1 1 0 1 1
2 1 1 2 3 2 1 0 0 2 0
3 1 2 3 2 2 1 0 0 1 0
4 1 2 2 2 2 1 0 0 1 0
5 1 2 3 1 2 1 0 0 1 0
6 1 2 3 1 2 1 0 0 1 0
7 1 2 3 1 2 1 0 0 1 0
8 1 1 1 3 2 2 0 0 2 0
9 1 2 3 2 2 1 0 0 1 0
10 2 1 2 2 2 1 0 0 1 0
11 2 1 2 3 2 1 0 0 2 1
12 2 2 3 2 2 1 0 0 1 1
13 2 2 3 2 2 1 1 0 1 0
14 2 2 2 3 2 1 0 0 2 0
15 2 1 1 2 1 2 0 0 2 1
16 2 2 3 1 2 2 0 0 1 0
17 2 2 3 1 2 1 0 0 1 0
18 2 2 3 1 2 1 0 0 1 0
19 3 1 2 2 1 1 0 0 2 1
20 3 2 3 2 2 1 0 0 1 0
21 3 1 2 2 2 1 0 0 1 0
22 3 2 2 2 2 1 0 0 1 1
23 3 2 3 2 2 1 0 0 2 0
24 3 2 3 2 2 1 0 0 1 1
25 3 2 3 2 2 2 0 0 1 0
26 3 2 3 1 2 1 0 0 1 0

Pat = Patientennummer, Ag = Altersgruppe, Qual = Qualitat, Mono = Monolayer, fKP = freies
Kernprotein, Zell = Zellularitat, Kont = Kontamination, Bak = Bakterien, Par = Parasiten,
Ing = Ingesta/Debris, PE = Plattenepithelien
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Tab. 20: Ubersicht der Mittelwerte der Zellpopulationen - Absolutangabe

Pat Ag kdL khL mhL ghL ggL Neu Eos

1 1 15,25 3,5 15,75 2,5 5,75 0,25 0

2 1 32,75 | 50,5 715 8,5 5 0 6,25
3 1 34,75 | 15 61 8,75 0 0 0,25
4 1 48 10,25 56,5 7,5 2,5 0 0,25
5 1 37 10 36 5,25 0,25 0 0,5
6 1 48,25 | 12,25 72,5 10 2 0 0

7 1 62,5 12,25 89,25 3 0,5 0 0,5
8 1 82 40,25 108,5 7,25 1 0 2,25
9 1 32,75 8,25 43,5 2,75 4 0,5 1,75
10 2 52,5 8,25 40 0,5 0 0,5 0
11 2 10 5 26,67 0 3,33 0 0
12 2 40,25 | 13,75 65,5 1,75 0,25 0 0,25
13 2 29,5 4,5 41 0,75 0 0 0
14 2 15 77,25 19,5 7 0,5 0 0
15 2 96,5 29,5 54,5 7 0 0 0
16 2 66,25 | 18 75,25 4,25 0 0 0
17 2 72,25 | 13,5 55,5 7 0,5 0 2,75
18 2 27,5 1,75 22,25 2,5 0,25 0,5 0
19 3 1 46,67 1 0 0 0 0,33
20 3 78 71 33,25 55 3,25 0,5
21 3 21,5 24,25 43,5 5,75 0,25 0 0
22 3 146,25 | 40 149,25 55 0 0 0,5
23 3 46 7,75 31,75 2,75 0,25 0 1
24 3 63,25 8,75 47,25 1,75 0,25 0,25 0,75
25 3 99 38,5 82 5,75 2,5 3 7,5
26 3 52 7,25 19,25 2 2 2,5 0

Pat = Patientennummer, Ag = Altersgruppe, kdL = kleine dunkle Lymphozyten, khL = kleine
helle Lymphozyten, mhL = mittelgroRe helle Lymphozyten, ghL = grol3e helle Lymphozyten,
ggL = groRe granulierte Lymphozyten, Neu = neutrophile Granulozyten, Eos = eosinophile
Granulozyten,
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Fortsetzung Tab. 20: Ubersicht der Mittelwerte der Zellpopulationen - Absolutangabe

Pat Ag Pla Ma Ent sEnt Total
1 1 0 0,25 1846,75 15 1904,25
2 1 1,25 15 1446,25 7,25 1630
3 1 0,5 0 1628,75 15 1764
4 1 0 0,75 1771 6,25 1903
5 1 0,5 15 2135,75 39 2265,75
6 1 0 1,25 2328,5 53,5 2528,25
7 1 0 1 2281,75 8,5 2459,25
8 1 0,5 1 2006,5 5,75 2255
9 1 0 0,25 2296,5 3,25 2393,5
10 2 0 0 1612,75 8,25 1722,75
11 2 0 0,33 1450,67 11,67 1507,67
12 2 0,75 0,25 1534,75 15,75 1673,25
13 2 0 0 1736,25 9 1821
14 2 0,25 1 2102,5 9,5 2219
15 2 0 0 2280,5 37 2505
16 2 0,5 1,75 2413 35 2614
17 2 0 0,25 2532 30,25 2714
18 2 0 0 1848,75 4,25 1907,75
19 3 0 0,33 1350 4,67 1404
20 3 0,75 0,75 2140 49 2382,75
21 3 0 0,25 2175 3,5 2274
22 3 0,25 0 1720,5 15,25 2077,5
23 3 1,25 0,25 1702,75 16,5 1811
24 3 0 0 1727,5 14 1863,75
25 3 2,25 1 2719,50 48,5 3009,5
26 3 0,25 0,75 2360,75 34,5 2482
Pat = Patientennummer, Ag = Altersgruppe, Pla = Plasmazellen, Ma = Mastzellen,

Ent = Enterozyten, sEnt = sezernierende Enterozyten, Total = Gesamtzellzahl
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Tab. 21: Ubersicht der Mittelwerte der Zellpopulationen — Prozentangabe

Pat Ag kdL% khL% mhL% ghL% ggL% Neu%
1 1 0,81 0,17 0,82 0,13 0,3 0
2 1 2,05 3,72 4,44 0,55 0,33 0
3 1 1,99 0,85 3,43 0,48 0 0
4 1 2,44 0,5 2,84 0,4 0,08 0
5 1 1,71 0,45 1,65 0,23 0,01 0
6 1 1,91 0,47 2,83 0,39 0,07 0
7 1 2,51 0,47 3,55 0,12 0,02 0
8 1 3,61 1,74 4,76 0,32 0,05 0
9 1 1,34 0,34 1,85 0,11 0,35 0,02
10 2 3,11 0,5 2,34 0 0 0,03
11 2 0,65 0,32 1,75 0 0,22 0
12 2 2,46 0,81 3,93 0,09 0,01 0
13 2 1,6 0,24 2,24 0,04 0 0
14 2 0,06 3,5 0,84 0,28 0,03 0
15 2 3,86 1,17 2,16 0,28 0 0
16 2 2,35 0,59 2,62 0,18 0 0
17 2 2,59 0,52 2,09 0,26 0,02 0
18 2 1,44 0,09 1,17 0,14 0,01 0,03
19 3 0,09 3,36 0,08 0 0 0
20 3 3,36 2,99 1,35 0,23 0 0,14
21 3 0,97 1,11 1,99 0,23 0,01 0
22 3 6,91 1,9 7,18 0,27 0 0
23 3 2,53 0,43 1,78 0,15 0,01 0
24 3 3,34 0,46 2,47 0,1 0,01 0,02
25 3 3,23 1,26 2,69 0,19 0,09 0,11
26 3 2,18 0,3 0,8 0,08 0,08 0,11

Pat = Patientennummer, Ag = Altersgruppe, kdL = kleine dunkle Lymphozyten, khL = kleine
helle Lymphozyten, mhL = mittelgroRe helle Lymphozyten, ghL = grol3e helle Lymphozyten,
gglL = groRRe granulierte Lymphozyten, Neu = neutrophile Granulozyten
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Tab. 21: Ubersicht der Mittelwerte der Zellpopulationen — Prozentangabe

Pat Ag Eos% Pla% Ma% Ent% SEnt%
1 1 0 0 0 97,01 0,77
2 1 0,49 0,1 0,11 87,83 0,44
3 1 0,01 0,03 0 92,35 0,78
4 1 0,01 0 0,05 93,3 0,34
5 1 0,02 0,02 0,07 94,15 1,69
6 1 0 0 0,05 92,17 2,1

7 1 0,02 0 0,04 92,89 0,87
8 1 0,1 0,02 0,04 89,08 0,28
o) 1 0,07 0 0,01 95,94 0,15
10 2 0 0 0 93,56 0,16
11 2 0 0 0,02 96,26 0,78
12 2 0,01 0,05 0,01 91,63 0,97
13 2 0 0 0 95,39 0,49
14 2 0 0,01 0,04 94,78 0,45
15 2 0 0 0 91,05 1,49
16 2 0 0,02 0,07 93 1,17
17 2 0,1 0 0,01 93,6 1,11
18 2 0 0 0 96,91 0,22
19 3 0,02 0 0,02 96,02 0,43
20 3 0,02 0,03 0,03 89,79 2,01
21 3 0 0 0,01 95,55 0,13
22 3 0,02 0,01 0 85,44 0,75
23 3 0,06 0,07 0,01 94,04 0,87
24 3 0,04 0 0 92,82 0,77
25 3 0,26 0,07 0,04 90,46 1,59
26 3 0 0,01 0,03 95,03 1,34

Pat = Patientennummer, Ag = Altersgruppe, Eos = eosinophile Granulozyten,

Pla = Plasmazellen, Ma = Mastzellen, Ent = Enterozyten, sEnt = sezernierende Enterozyten
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Tab. 22: Ubersicht der Mittelwerte der Kernkriterien

Y
2
>
)
=
2
N

Chro |Kme | Kfa | Nuc | N/K | FaN | FoN

'|'|
N

<
<
N

<

Zgr
1 1 0 1 2 1 4 1 2 4 2 0 2 0
2 1 0 1 1 1 4 0 1 4 2 0 2 1
3 1 0 1 2 1 4 1 2 4 2 0 2 0
4 1 0 1 1 1 4 1 1 4 2 0 2 1
5 1 0 1 1 1 4 1 1 4 1 0 2 1
6 1 0 1 1 1 3 1 1 4 1 0 2 1
7 1 0 1 2 1 4 2 2 4 1 0 2 1
8 1 0 1 2 1 4 1 2 4 1 0 2 1
9 1 0 1 2 1 4 1 2 4 1 0 2 1
10 2 0 1 1 1 3 1 1 4 1 0 2 1
11 2 0 1 1 0 4 0 1 4 1 0 2 1
12 2 0 1 2 2 4 1 2 4 2 0 2 1
13 2 0 1 2 2 3 1 2 4 2 0 2 1
14 2 0 1 1 2 4 0 2 4 1 0 2 1
15 2 0 1 1 1 4 0 1 4 1 0 2 1
16 2 0 1 2 1 4 2 2 3 1 0 2 1
17 2 0 1 2 1 4 1 1 4 1 0 2 1
18 2 0 1 2 1 4 1 1 4 1 0 2 1
19 3 0 1 1 1 4 0 1 4 1 0 2 1
20 3 0 1 1 1 4 0 1 4 2 0 2 1
21 3 0 1 2 1 4 1 2 4 1 0 2 1
22 3 0 1 2 1 4 1 1 4 1 0 2 1
23 3 0 1 2 1 4 1 1 4 1 0 2 1
24 3 0 1 2 1 4 1 1 4 1 0 2 1
25 3 0 1 1 1 4 0 0 4 1 0 2 1
26 3 0 1 1 1 4 1 1 4 1 0 2 1
Pat = Patientennummer, Ag = Altersgruppe, Mit = Mitosen, K/Z = Kerne pro Zelle,
Chro = Chromatinstruktur, Kme = Kernmembranverdickungen, Kfa = Kernfarbe,

Nuc = Deutlichkeit der Kernkorperchen, N/K = Kernkodrperchen pro Zelle, FaN = Farbe der
Kernkorpercen, FON = Form der Kernkorperchen, Zgr = Zellgrenzen, FZy = Farbe des
Zytoplasmas, VZy = Vakuolen im Zytoplasma




ANHANG

Tab. 23: Ubersicht der hamatologischen Untersuchung - Blutbild

Pat | Ag | Ery (x10 /) | Hb (mmol/l) Hkt (I/1) Thro (x 10 °/) | Leu (x 10 /)
1 1 5,6 8,3 0,37 276 12,2
2 1 6,3 9,3 0,43 344 10,8
3 1 6,2 9,6 0,42 231 8,1
4 1 6,3 9,3 0,44 522 111
5 1 7,3 10,3 0,53 233 9,8
6 1 7,4 9,9 0,48 395 5,9
7 1 6,6 9,9 0,47 470 10,7
8 1 7,2 9,9 0,46 413 18,6
9 1 6,3 8,9 0,42 644 17,7
10 2 5,8 8,9 0,42 290 6,8
11 2 55 8,5 0,38 267 6,1
12 2 7,6 11,3 0,54 336 8,3
13 2 6,8 10,1 0,45 472 7,8
14 2 5,6 8,7 0,42 533 10,9
15 2 7,5 10,8 0,51 302 8,7
16 2 6,8 10,4 0,50 267 111
17 2 6.6 10,2 0,47 401 8,9
18 2 7,1 11,6 0,54 721 8,8
19 3 6,8 10,3 0,49 475 8,8
20 3 7,8 10,7 0,51 399 11,5
21 3 6,3 9,0 0,43 440 7,2
22 3 6,9 10,5 0,50 486 8,5
23 3 6,9 10,3 0,48 407 12
24 3 4,7 6,9 0,31 551 6,3
25 3 6,0 9,0 0,43 432 6,8
26 3 5,8 8,6 0,41 538 5,4
Pat = Patientennummer; Ag = Altersgruppe; Ery = Erythrozyten, Hb = H&amoglobin;

Hkt = Hamatokrit; Thro = Thrombozyten; Leu = Leukozyten




ANHANG

Tab. 24:Ubersicht der hamatologischen Untersuchung - manuelle Differenzierung

Pat | Ag | Eos (%) | juN (%) |[staN (%) | seN (%) | Lym (%) | aLy (%) | Mo (%)
1 1 5 0 1 67 17 0 10
2 1 15 0 1 58 17 0 9
3 1 6 0 1 71 14 0 8
4 1 6 0 0 69 20 0 5
5 1 11 0 1 72 10 0 6
6 1 14 0 3 54 22 0 7
7 1 6 0 0 54 38 0 2
8 1 24 0 0 37 31 6 2
9 1 8 0 0 70 14 0 8
10 2 4 0 0 63 28 0 5
11 2 11 0 1 55 26 0 5
12 2 2 0 0 82 12 0 4
13 2 14 0 0 64 15 0 7
14 2 5 0 0 77 13 0 5
15 2 0 0 1 82 15 0 2
16 2 6 0 0 67 19 0 8
17 2 10 0 1 73 11 0 5
18 2 6 0 0 81 10 0 3
19 3 5 0 1 68 23 0 3
20 3 2 0 0 81 13 0 4
21 3 0 0 0 86 9 0 5
22 3 4 0 0 67 22 0 7
23 3 0 0 0 84 9 0 7
24 3 7 0 0 73 14 0 6
25 3 8 0 0 68 19 0 5
26 3 5 0 0 85 10 0 0
Pat = Patientennummer; Ag = Altersgruppe; Eos = eosinophile Granulozyten;

juN = jugendliche neutrophile Granulozyten; staN = stabkernige neutrophile Granulozyten;
seN = segmentkernige neutrophile Granulozyten; Lym = Lymphozyten; aLy = aktivierte
Lymphozyten; Mo = Monozyten
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