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Einleitung

Chronische Lungenerkrankungen sind ein altes Problem
der Pferdeheilkunde, das einen groflen Teil der in Europa
und Nordamerika vorwiegend unter Stallbedingungen
gehaltenen Pferde betrifft (Mirbahar und Eyre, 1986). Fiir
das Krankheitsbild liegen zahlreiche synonym gebrauchre
Bezeichnungen wie ,heaves®, _chronic obstructive bron-
chi(oli)tis“, ,chronic (obstructive) pulmonary disease®,
wchronic alveolar emphysema® (Lowell, 1964; Sasse, 1971;
Gerber, 1973; Breeze, 1979; Cook, 1976; Gillespie und Tyler,
1969; Schoon und Deegen, 1983; Clarke, 1987) vor. Entspre-
chend der Bedeutung dieser Erkrankung fiir die tierirztli-
che Praxis wurden auch umfangreiche morphologische
Untersuchungen durchgefiihrt, die vor allem die im Vor-
dergrund der Verinderungen stehenden Obstruktionen an
den kleinen Atemwegen lichtmikroskopisch beschreiben
(Nicholls, 1978; Schoon und Deegen, 1983; Viel 1983; v. d.
Ingh, 1986; Geisel und v. Sandersleben, 1987; Winder und
©. Fellenberg, 1987). Elektronenmikroskopische Studien an
der Pferdelunge sind dagegen auf Grund priparatorischer
Schwierigkeiten selten und beriicksichtigen fast ausnahms-
los ultrastrukturelle Alterationen (Gillespie und Tyler, 1967
a und b; Tyler, Gillespie und Nowell, 1971; Nicholls, 1978),
wihrend die normale Ultrastruktur des unteren Respirati-
onstraktes beim Pferd in der Literatur nur am Rande
beschrieben wird.

Im Rahmen einer ultrastrukturellen Studie an Pferden mit
chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (Kaup et al,,
1990 a und b; Damsch, 1989) bestand fiir uns die Maglich-
keit, 8 Pferde zu untersuchen, die nach ausfithrlichen klini-
schen Untersuchungen als lungengesund eingestuft wur-
den. Fiir das elektronenmikroskopische Untersuchungs-
vorhaben wurde dabei von uns eine Technik entwickelt,
die eine optimale Fixation und Probenentnahme bei der
Gréfle der Versuchstiere gewihrleistet. Ziel der vorliegen-
den Arbeit ist die zusammenfassende Darstellung der pul-
monalen Epithelzellen beim gesunden Pferd, um die im
Rahmen der chronischen Lungenkrankheiten auftretenden

Zusammenfassung

Bei 8 lungengesunden Pferden wurden die pulmonalen Epithelzellen
transmissions- und rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Zu
den beschricbenen Zelltypen gehéren neben zilientragenden Zellen,
Becherzellen und Alveolarepithelzellen Typ I und II insbesondere
die Clara-Zellen, die beim Pferd durch elektronendichte Granula
und ein ausgepriigtes glattes ER im apikalen Zytoplasma charakseri-
siert sind, Zu den weiteren Besonderheiten gehdren Zilienmifibil-
dungen, Heterogenitit der Becherzellgranula und bronchiolire Epi-
thelzellen, die in ihrer Morphologie alveoliren Typ-I-Epithelzellen
enesprechen. Die Bedeutung dieser Strukturelemente wird disku-
tiert.

Ultrastructure of pulmonary epithelial cells in healthy horses

Pulmonary epithelial cells were investigated in 8 healthy horses
using transmission and scanning electron microscopy. Apart from
usual cells (ciliared cells, goblet cells and alveolar type I and TI cells),
the Clara cells are described in details. The Clara cells are character-
ized by electron dense granules and an abundant smooth endoplas-
mic reticulum which is mainly localized in the apical cytoplasm.
Further interesting observations are the occurrence of ciliary mal-
formations, heterogenity of goblet cell granules and bronchiolar epi-
thelial cells resembling alveolar type II cells. The meaning of these
structures is discussed.

morphologischen Verinderungen besonders des Frithstadi-
ums von der normalen Ultrastrukeur abgrenzen zu kén-
nen.

Material und Methoden

Wegen der Gréfle der Tiere und der damit verbundenen
zeitaufwendigen Sektionstechnik mufite zunichst zur
Optimierung der Probengewinnung fiir ultrastrukeurelle
Untersuchungen eine entsprechende Lungenfixationstech-
nik beim Pferd etabliert werden. 8 Pferde im Alter von 2
bis 10 Jahren aus dem Patientengut der Klinik fiir Pferde
der Tierdrztlichen Hochschule Hannover wurden nach
umfangreichen klinischen Untersuchungen und Lungen-
funktionspriifungen (u. a. Auskultation, Perkussion, Bron-
choskopie, Blutgasanalytik, Bronchialsekretzytologie,
Compliance- und Resistancemessungen) als lungengesund
eingestuft. Fir die morphologischen Untersuchungen
wurde den Pferden (3 weibliche Tiere, 5 Wallache) in tiefer
Narkose unter Zuhilfenahme eines Bronchoskops ein flexi-
bler Schlauch in den Hauptbronchus des bei Seitenlage des
Pferdes tiefer gelegenen Lungenfliigels eingefithrt. Uber
diesen Schlauch erfolgte die Fixation des Lungenfliigels mit
5%igem cacodylatgepuffertem Glutaraldehyd (pH 7,2)
unter Zusatz von Tannin (1%ig). Nach Entnahme des
fixierten Lungenfliigels wurden aus 9 definierten Lokalisa-
tionen Gewebeproben gewonnen und nach 24stiindiger
Immersionsfixierung in 5%igem Glutaraldehyd in Epon
812 routinemifig eingebettet. Im Rahmen der ultrastruk-’
turellen Untersuchungen erfolgte zunichst eine lichtmi-
kroskopische Vororientierung und Beurteilung an tolui-
dinblau gefirbten Semidiinnschnitten. Anschlieflend wur-
den mit dem Ultramikrotom ,Ultracut E (Fa. Reichert-
Jung) Ultradiinnschnitte hergestellt, die mit Uranylacetat
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und Bleicitrat im Kontrastierautomaten ,Ultrostainer®
(Fa. LKB) kontrastiert wurden. Die rasterelektronenmikro-
skopische Beurteilung wurde parallel an Gewebeblockchen
mit einer Kantenlinge von 5 mm nach entsprechender Pri-
paration (inkl. Critical-Point-Trocknung) und Besputte-
rung mit Gold durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte am
Transmissionselektronenmikroskop Zeiss EM 10 C bei
60 kV und am Rasterelektronenmikroskop Jeol JSM 35 C
bei 25 kV.

Ergebnisse

1. Epithel der luftleitenden Wege

Das Epithel von Trachea und Bronchien besteht aus einem
regelmifigen mehrreihigen Flimmerepithel, das an Hohe
mit zunehmender Veristelung in der Peripherie abnimmt.
In den Bronchioli wird das respiratorische Epithel einrei-
hig. Bis hin zu kleinen Bronchien (& >2 mm) lassen sich
makroskopisch Knorpelanteile als Stiitzgeriist nachweisen.

Ultrastruktur der Zilie
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Abb. 1: Schematischer Aufbau
einer Zilie mit unterschiedlicher
Ultrastrukiur in den verschiedenen
Querschnittsebenen.
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Abb. 2: Flimmerepithel im Bereich der Hauptbronchien mit einem
gleichméaBigen Besatz zilientragender Zellen (Rasterelektronenmikro-
skopische Aufnahme, 5000%).

Seromukése azindse Bronchialdriisen sind nur in spirlicher
Anzahl im Bereich der groffen Bronchien vorhanden. Wih-
rend im Bereich von Trachea und Bronchien zilientragende
Zellen und Becherzellen dominieren, ist das bronchiolire
Epithel neben den zilientragenden Zellen durch soge-
nannte Clara-Zellen charakterisiert. In den Ubergangsbe-
reichen zu den Bronchien kommen sowohl Becherzellen
als auch Clara-Zellen vor. Becherzellen fehlen in den termi-
nalen Bronchioli. Andere Zelltypen der luftleitenden Wege
wurden ultrastrukturell entweder nicht umfangreich unter-
sucht (Basalzellen, intermediire Zellen, APUD-Zellen)
oder niche festgestellt (,serous cells®, ,brush cells®), ohne
dafl ihr Vorkommen ausgeschlossen werden kann.

Zilientragende Zellen

Bei gesunden Pferden dominieren im Bereich der ober-
flachlichen Epithelauskleidung zilientragende Zellen, die
polygonale Form haben und einer Basalmembran aufsit-
zen. Sie besitzen an ihrer apikalen Oberfliche neben teil-
weise verzweigten Mikrovilli und filiformen Zytoplasma-
fortsitzen zahlreiche Zilien mit dem klassischen
9 X 2 + 2-Organisationsmuster (Axonema). So sind an der
Zilienbasis neun ,triplets® vorhanden, wihrend sich die
neun ,doublets* im Bereich der Zilienspitze auf neun ,sin-
glets* reduzieren. Die zwei Zentraltubuli reduzieren sich
zur Zilienspitze hin ebenfalls auf einen zentralen Tubulus.
Die Zilien sind iiber einen Basalkérper mit entsprechenden
Wurzelfiden (.rootlets“) verankert (Abb. 1). Die Anzahl
der Zilien differiert je nach Schnittebene zwischen zehn
und zwanzig, so dafl etwa 200 Zilien pro Zelle vorhanden
sind. Rasterelektronenmikroskopisch bilden die zilierten
Zellen von Trachea bis zu den kleinen Bronchien einen
gleichmifligen Zilienrasen, der nur durch einzelne Becher-
zellen oder Sekretionssffnungen der peribronchialen Drii-
sen unterbrochen wird (Abb. 2). Im Bereich der Driisen-
ausfithrungsginge sind kleine zilienfreie Felder ausgebildet,
die aus Zellen mit einem gleichmifigen Mikrovillibesatz
bestehen. Diese Zellen zeigen ultrastrukrurell ein undiffe-
renziertes Zytoplasma. Auffillig ist, dafl auch bei gesunden
Pferden vereinzelt Zilienmifibildungen auftreten. Hierzu
gehoren Zilien mit vermehrter Anzahl von teilweise des-

orientierten Axonemata (,compound cilia®), Zilien mit
fehlenden oder zusitzlichen Mikrotubuli und geschwollene
Zilien (,swollen cilia®).

Becherzellen

Neben den zilierten Zellen sind im oberflichlichen Epithel
der oberen Luftwege zahlreiche Becherzellen anzutreffen.
Bei semiquantitativer Untersuchung nimmt ihre Zahl von
der Trachea zu den Segmentbronchien zu, um dann in
Richtung Bronchiolus wieder abzunehmen. In den Uber-
gangsbereichen zu den Bronchioli sind sie nur noch verein-
zelt vorhanden. Die Zellen besitzen im Zytoplasma typi-
sche, von einer ,unit membrane” begrenzte Sekretgranula
(Abb. 3). Die Granula variieren in ihrer Ultrastruktur,
wobel neben Granula mit feinflockigem Inhalt elektronen-
transparente Granula auffallen, in denen ein bis zwei elek-
tronendichte Bezirke vorhanden sind. Die iibrigen Zellor-
ganellen liegen im basalen Zytoplasma. Neben dem Zell-
kern ist ein ausgeprigtes rauhes endoplasmatisches Retiku-
lum zu beobachten. An ihrer apikalen Zytoplasmaoberfli-
che besitzen die Becherzellen kleine Mikrovilli, deren
Anzahl von der Sekretionsphase abhingt.

Clara-Zellen

Das einschichtige iso- bis hochprismatische Epithel der
Bronchioli wird von zilientragenden Zellen und Clara-Zel-
len gebildet. Im toluidinblau gefirbten Semidiinnschnitt
sind die Clara-Zellen durch dunkle Granula charakterisiert
(Abb. 4). Die Clara-Zellen ragen teilweise mit ihren apika-
len Zellanteilen in das bronchiolire Lumen hinein. Diese
Vorwélbung wird als ,apical cap® bezeichnet. Andere Cla-
ra-Zellen sind abgeflacht. Die freie Oberfliche der Clara-
Zellen ist nur miflig mit kurzen Mikrovilli besetzt. Trans-
missionselektronenmikroskopisch bestehen die Granula
beim Pferd aus bis zu 0,8 um groflen, meist runden, deut-
lich osmiophilen Strukturen, die von einer ,unit mem-
brane“ umgeben sind (Abb. 4). Sie liegen vorwiegend im
apikalen Zytoplasma, vereinzelt auch in mittleren und
basalen Anteilen der Clara-Zellen. Zwischen den Granula
befinden sich dicht gepackt Schliuche des glatten endoplas-
matischen Retikulums, wihrend Anteile des rauhen endo-
plasmatischen Retikulums in der basalen Zone der Clara-
Zellen zu finden sind. Der Zellkern ist ebenfalls im unteren
Zellbereich lokalisiert und wird von zahlreichen linglichen
Mitochondrien umgeben. An den Zellen sind morpholo-
gisch unterschiedliche Anzeichen einer Sekretion festzu-
stellen. Neben Ausschleusung einzelner Granula ohne
Zytoplasmaverlust sind bei anderen Zellen ultrastrukrurell
regelrechte Abschniirungen an der Basis der ,apical caps®
zu beobachten. Bei zwei Pferden konnten vereinzelt im
Epithel der respiratorischen Bronchioli Zellen mit lamel-
lierten Vakuolen festgestellt werden, die in ihrer Morpho-

logie den Typ-II-Epithelzellen im Alveolarbereich entspre-
chen (Abb. 5).

2. Alveolarepithel

Das Alveolarepithel wird bei Pferden von zwei Zelltypen
gebildet, die tiber ,tight junctions® miteinander verbunden
sind und eine kontinuierliche alveolire Epithelauskleidung
gewihrleisten. Wihrend die Alveolarepithelzellen vom
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Typ I mit ihren lang ausgezogenen Zytoplasmaausliufern
den Hauptanteil an der Alveolaroberfliche bilden, liegen
die Typ-II-Epithelzellen in den Nischen der Alveolen. Sie
-sind ultrastrukturell durch grofle intrazytoplasmatische
»lamellar bodies” charakterisiert und besitzen an ihrer api-
kalen Oberfliche neben Sekretionséffnungen Mikrovilli in
sehr unterschiedlicher Anzahl (Abb. 6). Die eigentliche
Blut-Luft-Schranke wird von den Zellfortsitzen der Typ-I-

Zellen und den Zytoplasmaausliufern der Endothelzellen
gebildet. Dazwischen liegen Anteile der kapilliren und
alveoliren Basalmembran. Weiterhin befinden sich im
Alveolarseptum bei gesunden Pferden bindegewebige
Stiitzelemente in Form von kollagenen und elastischen
Fasern. Rasterelektronenmikroskopisch wird deutlich, daf8
die Alveolarsepten durch viele Kohnsche Poren unterbro-
chen werden, die benachbarte Alveolarlumina miteinander

Abb. 3: Neben zilientragenden
Zellen (Z = Zilien) besteht das
Respirationsepithel der groBen luft-
leitenden Wege aus Becherzellen
(B) mit ihren typischen Granula (G).
Die in den Becherzellen produzier-
ten Substanzen bilden den Haupt-
anteil an der Mukusschicht (Mu)
der Lufiwege (a: TEM, 13 900x,
b: SEM 7000x). i
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verbinden. Eine ,alveolar brush cell® ist beim Pferd nicht
festzustellen.

Diskussion

Die beschriebenen Epithelzelltypen im Bereich der luftlei-
tenden Wege und der Alveolen unterscheiden sich nur
unwesentlich von denen anderer Spezies (Breeze und Wheel-
don, 1977; Gail und Lenfant, 1983; Jeffery und Corrin,
1984). Die zilientragenden Zellen als Eckpfeiler der mulko-
zilidren Clearance-Mechanismen bilden einen iiberwiegend
geschlossenen Zilienrasen, der bis zu den kleinen Bron-
chien reicht. Auffillig waren die zilienfreien Bereiche in
der Umgebung der Bronchialdriisenmiindungen. Als Ursa-
che kann die verstirkte mechanische Belastung dieser Zel-
len angenommen werden, die diese bei ihrer Vorwirtsbe-
wegung (seffective stroke”) und Riickwirtsbewegung

Abb. 4: Die Clara-Zellen (N =
Nukleus) der terminalen Bronchioli
(Br) sind durch elektronendichte
Granula charakterisiert. Die Gra-
nula liegen vorwiegend im apikalen
Zytoplasmabereich - (sog. ,apical
cap®} und haben engen Kontakt zu
Anteilen des glatten endoplasmati-
schen Retikulums (Abb. 4 b), wah-
rend Schlduche des rauhen ER
(Pfeile) nur spardich im basalen
Zytoplasma lokalisiert sind (a: Se-
midinnschnitt, toluidinblau, 560x;
b:  TEM, 44000x; ¢ TEM,
13 900x).

(wrecovery stroke®) aufbringen miissen. Die Bronchialdrii-
sen waren bei semiquantitativer Auswertung nur in den
grofleren Bronchien vorhanden. Thre Anzahl ist im Ver-
gleich mit anderen Spezies sehr niedrig, Auffillig sind die
beschriebenen Abweichungen der Zilienultrastruktur vom
iiblichen 9 X 2 + 2-Muster. Wir konnten in einer umfang-
reichen Studie an Schleimhautbiopsien aus dem Bereich der
Bifurcatio tracheae zeigen, daf} derartige Zilienmifibildun-
gen sowohl bei klinisch gesunden Tieren als auch bei Pfer-
den mit chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen auf-
treten. Ein entscheidender Unterschied zwischen den bei-
den Tiergruppen war dabei nicht festzustellen (v. Scheven,
1989). Wahrscheinlich geh&ren die beobachteten Alteratio-
nen der Zilienultrastruktur zu den Abweichungen, die im
Rahmen der iiblichen Differenzierung der epithelialen
Basalzellen zu zilientragenden Zellen vorkommen kénnen,
ohne daf} sie klinisch sichtbare Konsequenzen haben.
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Bei der ultrastrukturellen Untersuchung der Becherzellen
war auffillig, dafl die Morphologie der Granula sehr vielfil-
tig sein kann. Méglicherweise handelt es sich dabei um das
morphologische Korrelat unterschiedlicher Sekretionspro-
dukte. Ahnliche Beobachtungen konnten wir im Bereich
der peribronchialen Driisen machen, wo morphologisch
unterschiedliche sezernierende Epithelzellen vorhanden
sind, die mukdse und serése Mukusanteile synthetisieren
(Drommer et al., 1987). Auch verschiedene Reifungsstadien
der Becherzellen kénnten ihren Ausdruck in der festgestell-
ten morphologischen Heterogenitit der Granula haben.
Zur Klirung dieser Fragen sind enzymbhistochemische
Untersuchungen notwendig.

Fiir Clara-Zellen liegen hinsichtlich threr Normalstruktur
vergleichende Studien vor, die auch das Pferd erwihnen,
ohne daf ausfiihrlicher darauf eingegangen wird (Smith et
al., 1979; Plopper et al., 1980; Widdicombe und Pack, 1982).
Ahnlich wie bei Schwein, Schaf und kleinen Nagern sind
beim Pferd Clara-Zellen vorhanden, die durch sekretori-
sche Granula und ein ausgeprigtes glattes endoplasma-
tisches Retikulum im apikalen Zytoplasma charakrerisiert
sind. Nach unseren Befunden sind sie ausschliefilich im
Bereich der nicht knorpelgestiitzten terminalen Atemwege

zu beobachten, so daf} diese Zellen beim Pferd gut geeignet
sind, zur nomenklatorischen Definition eines ,Bronchio-
lus® beizutragen. Zur Klirung der strittigen Frage, ob es
sich beim Sekretionsmodus der Clara-Zellen um eine apo-
krine (Etherton et al, 1973) oder ekkrine (Young et al,
1986) Sekretionsform handelt, lieflen sich von uns morpho-
logische Befunde erheben, die fiir beide Sekretionstypen
sprechen. Elektronenmikroskopisch sichtbare Schniirringe
im Bereich gréflerer Zytoplasmaareale sind Anzeichen
eines apokrinen Mechanismus, wihrend die beobachrete
Ausschleusung einzelner Granula auf exozytotische Vor-
ginge hindeuten. Leider besteht nicht nur beim Pferd noch
viel Unklarheit hinsichtlich der vielfiltigen Funktionen
der Clara-Zellen. Fiir die Pathogenese von Erkrankungen
in den kleinen Atemwegen scheint besonders die Moglich-
keit einer Detoxifikation iiber eine Cytochrom-P-450
abhingige Monoxygenase von Bedeutung zu sein (Serabjit-
Singh et al., 1980). Ein besonders auffilliger Befund im
Bereich der terminalen Bronchioli war das Auftreten von
Epithelzellen, die den alveoliren Typ-ll-Pneumozyten
ihneln. Diese Zellen, die allerdings nur vereinzelt bei zwei
Pferden gefunden wurden, lagen zwischen zilientragenden
Zellen im bronchioliren Epithel, ohne dafl weitere Hin-

Abb. 5: Im Epithel der terminalen
Bronchioli (Br = Bronchioluslu-
men} finden sich vereinzelt Zellen
(N = Nukleus), die mit intrazyto-
plasmatischen  ,lamellar-bodies®
(LB) alveolaren Typ-ll-Pneumozy-
ten ahneln (TEM, 13 900x).
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weise auf Erkrankungsprozesse feststellbar waren. Derar-
tige bronchioldre Epithelzellen sind bisher in dieser Form
nicht in der Literatur beschrieben worden, so daff offen-
bleiben mufi, ob es sich um pathologische Fehldifferenzie-
rungen von Clara-Zellvorldufern handelt oder ob das Auf-
treten dieser Zellen funktionelle Bedeutung hat.

Der Alveolarbereich wird bei Mensch und Tier von zwei
Zelltypen gebildet, die ein kontinuierliches Epithel bilden.
Die bei der Ratte zu beobachtende ,alveolar brush cell®

Abb. 6: Die Alveolen (AL) werden
von den flachen Auslaufern der
Typ-1-Pneumozyten (P 1) und den
kubischen Typ-ll-Pneumozyten
(P I} mit ihren charakteristischen
Jamellar bodies" (LB} ausgeklei-
det. Das in den Lamellarkérper-
chen gespeicherte Surfactantmate-
rial wird in das Alveolarlumen
sezerniert (geschwungene Pfeile).
K = Kapilariumen (a: TEM,
13 900x, b: SEM, 6300x, Inset:
17 600x).

(Meyrick und Reid, 1968; Kaup und Drommer, 1986) wurde
trotz umfangreicher Suche nicht festgestellt. Ansonsten
entsprechen die morphologischen Befunde beim Pferd den
bekannten Befunden bei anderen Spezies (Weibel, 1973).
Allerdings ist die Anzahl der Typ-II-Epithelzellen im peri-
bronchioldren Bereich vergleichsweise vermehrt. Dies ist
moglicherweise Hinwels auf die verstirkte Druckbelastung
in diesen Regionen, die iiber eine erhéhte Surfactantpro-
duktion und daraus resultierende Reduktion der Oberfli-
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chenspannung kompensiert werden soll. Ob die erwihnten
bronchioliren Epithelzellen mit 3hnlichen ,lamellar
bodies® ebenfalls zur Surfactantproduktion und Stabilisie-
rung der Bronchioli beitragen, kann mit Hilfe der norma-
len ultrastrukturellen Untersuchung nicht beantwortet
werden.
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