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Zusammenfassung: Wahrend eine intrackular persistierende Leptospireninfektion als Atiologie der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU),
soweit es sich um die typische klinische Form dieser Erkrankung handelt, bereits als gesichert gilt, sind die Pathomechanismen zwischen
und wahrend den Entzindungsschiben noch weitgehend ungeklart. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, sowohl von Pferden, bei denen
Glasksrperverdnderungen erkennbar waren, als auch von klinisch augengesunden Pferden Glaskérperproben aufzubereiten, um Informa-
tionen Uber Zellgehalt und Zellzusammensetzung zu erhalten. Dazu wurden 100 Glaskérperproben (aus 74 ERU-Augen, 9 Glaukom-
Augen, 7 Augen mit Uveitis anderer Ursache und 10 gesunden Augen) untersucht. Das Glaskérpermaterial wurde fir die histologische
Untersuchung in Formalin fixiert und in Paraffinblécken eingebettet. Fir die zytologische Untersuchung wurde das Probenmaterial zytozen-
trifugiert. Die Beurteilung erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Zelldichte und Zellzusammensetzung wurden in Beziehung gesetzt zum Grad
der Glaskérpertribung, dem Grad der Einlagerungen im Glaskérper und dem Abstand zum Beginn des letzten akuten Entzindungsschu-
bes. Die Zelldichte im Glaskérper lag bei den an ERU erkrankten Augen signifikant héher als bei der Kontrollgruppe (p <0,001). Pferde,
die an Glaukom oder ,sonstiger Uveitis” (klinisch andere Uveitisform als ERU) erkrankt waren, zeigten eine deutlich geringere Zelldichte
als ERU-Patienten. Mit steigender Glaskarpertribung und steigenden Einlagerungen im Glaskérper stieg auch der Anteil der Patienten mit
mittel- und hochgradiger Zelldichte deutlich an. Das Gesamt-Zellbild der intakten Zellen setzte sich zusammen aus Lymphozyten, Plasma-
zellen und Makrophagen und vereinzelt neutrophilen Granulozyten. Daneben konnten grofle Mengen an degeneriertem Zellmaterial beob-
achtet werden. Bei Patienten mit hochgradigen Einlagerungen im Glaskérper dominierten Lymphozyten und Makrophagen das Zellbild. Es
gab signifikante Unterschiede in der Verteilung der Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen. Lymphozyten befanden sich gréftenteils
in den flissigen Anteilen des Glaskérpers (p < 0,006), wéhrend die Plasmazellen und Makrophagen vermehrt in den Einlagerungen zu fin-
den waren (p<0,001). Da in allen an ERU erkrankten Augen Antikérper (MAR und/oder ELISA) gegen Leptospiren oder Leptospiren-
Nukleinsguren (PCR) im Kammerwasser oder im Glaskérper nachgewiesen werden konnten, liegt der Schluss nahe, dass es sich bei der
entzindlichen Reaktion im Glaskérper um ein infektionsbegleitendes immunologisches Geschehen handelt. Das Maximum der Zelldichte
lag im Zeitraum zwischen Tag 8 und Tag 14 nach Beginn des akuten Schubes. Nach diesem Zeitraum fiel die Zelldichte wieder ab, blieb
aber immer héher als die Zelldichte bei den augengesunden Pferden aus der Kontrollgruppe. Daraus folgt, dass die klinische Ruhephase
keine immunologische Ruhephase darstellt.
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Histological studies on the vitreous body of horses with Equine Recurrent Uveitis

Whereas the etiology of equine recurrent uveitis (ERU), concerning the typical clinical form of the disease, was found to be a persistent
infraocular leptospiral infection, the pathomechanisms during and between the recurrent bouts of intraocular inflammation are still
unknown. In the present study vitreous samples from eyes with different clinical findings (gathered by vitrectomy or puncture after euthana-
sia) were analyzed to obtain information about cellular content and distribution of the different cell types and to get some information about
the intraocular processes. For this purpose, altogether 100 vitreous samples were taken from 74 eyes (68 horses) with ERU, 9 eyes (9 hor-
ses) with glaucoma, 7 eyes (7 horses) with non-ERU-uveitis (uveitis with other findings than typical ERU) and 10 eyes (7 horses) without any
ocular disease (controls). For histological examination samples including vitreous floaters were formalin-fixed and paraffin-embedded.
Additionally, samples of 13 eyes with ERU were prepared for cytological examination by cytocentrifugation after removing the vitreous flare.
All samples were evaluated by light-microscopy. Both, cellular content (graduated in “no cells”, “low-grade cell content”, “moderate cell
content” and “high-grade cell content”) and prevalence of different cell types were correlated with degree of diffuse opacity of the vitreous
body, degree of vitreous floaters and time after last uveitis attack. Cellular content in the vitreous body was significantly increased in samples
from ERU-eyes compared with controls (p <0,001). Samples of eyes with glaucoma and non-ERU-uveitis showed obviously a lower content
of cells than samples of eyes with ERU. With increasing degree of opacity of the vitreous body and vitreous floaters an increasing number
of horses with moderate and high-grade levels of cellular content in the vitreous body was found. By light microscopy lymphocytes, plasma
cells, macrophages and sporadically granulocytes could be detected. Additionally, a large amount of degenerated cells was found. In sam-
ples of eyes with high degrees of vitreous floaters, high amounts of lymphocytes and macrophages were contained. Significant differences
were seen in distribution of cells: high-grade levels of lymphocytes dominated the liquid part of the vitreous body (p <0,006), whereas
high-grade levels of plasma cells and macrophages were seen in vitreous floaters (p <0,001). Because all ERU affected eyes had either a
positive result in testing aqueous humor or vitreous body by PCR for leptospira interrogans and / or detectable antibodies in the intraocular
samples (MAT and/or ELISA), these findings lead to the presumption of infection-associated immunological processes in the vitreous body.
The highest degree of cell content was found between 8th and 14th day after beginning of the last acute inflammation attack. After this
period, the cell concentration decreased, but never reached the low level of cell content of the controls. Thus, it can be concluded that the
clinical quiescent intervals of ERU are no immunological quiescent intervals.
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Einleitung

Die Equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine folgenschwere
Entzindung der Uvea beim Pferd. Sie ist die haufigste Augen-
erkrankung beim Pferd, tritt meist einseitig, bei etwa einem
Drittel der betroffenen Pferde auch beidseitig, gleichzeitig
oder zeitversetzt auf und fihrt nicht selten zur Erblindung der
Pferde (Spiess 1997, Kalsow und Dwyer 1998, Bartel 2004,
Gerhards und Wollanke 2006, Wollanke und Gerhards
2009, Téth und Hollerieder 2010, Gilger und Deeg 2011).

Die typische ERU zeichnet sich aus durch rezidivierende Ent-
zOndungsschibe, gefolgt von Ruhephasen, in denen klinisch
keine Anzeichen einer akuten inneren Augenentzindung zu
sehen sind (Gerhards und Wollanke 2006). Im weiteren Ver-
lauf nimmt der Schweregrad der Schibe zu, die Ruhephasen
zwischen den Schiben werden immer kirzer und die Struktu-
ren im inneren Auge werden irreversibel geschédigt (Ger-
hards und Wollanke 2006, Téth und Hollerieder 2010). Mit
einer Vitrektfomie kdnnen zuverldssig weitere schmerzhafte
Entzindungsschibe verhindert werden (Werry und Gerhards
1991 und 1992, Winterberg 1997, Wollanke 2002, Ger-
hards und Wollanke 2005). Dennoch ist die ERU nach wie
vor die hdaufigste Ursache fir eine Erblindung bei Pferden

(Abrams und Brooks 1990).

Wollanke et al. (2004) gehen von einer intraokular persistie-
renden Leptospiren-Infektion als Ursache der ERU aus. Aus
Glaskérperproben konnten mittels PCR in 71% der Proben
Leptospiren-Antigen sowie mittels MAR in 90% der Proben
Antikérper gegen Leptospiren nachgewiesen werden. Ebenso
gelang die kulturelle Anziichtung von Leptospiren aus 53 %
der Glaskérperproben von Pferden, die an ERU erkrankt
waren (Wollanke et al. 2004). Auch elekironenmikroskopisch
konnten Leptospiren im Glaskérper erkrankter Pferde nach-
gewiesen werden (Niedermaier 2002, Niedermaier et al.
2006, Brandes et al. 2007). Die genaue Pathogenese und
Pathomechanismen der intraokular persistierenden Leptospi-
reninfektion sind jedoch weiterhin unklar, ebenso die Frage

nach dem Ausléser der Rezidive (Wollanke 2002).

Kalsow und Dwyer (1998) sowie Wollanke et al. (2004)
postulieren urséchlich einen infektions-assoziierten, immun-
mediierten Entzindungsprozess. Deeg et al. (2001) dage-
gen gehen primér von einer Autoimmunerkrankung aus.
Gestitzt wird ihre Annahme durch den Nachweis von Pro-
teinen wie CRALBP (cellular retinaldehyde-binding protein)
und IRBP (interphotoreceptor-binding protein), die aus der
Refina stammen und als Autoantigene eingestuft werden
konnten. Nach Verabreichung der Autoantigene an Pferde,
die vorberichtlich bereits schon mindestens einmal an Uvei-
tis erkrankt waren, entwickelten diese Pferde nach der zwei-
ten Injektion der Autoantigene eine einmalige Uveitis (Deeg

et al. 2002).

In verschiedenen Untersuchungen konnte festgestellt werden,
dass es im Rahmen eines akuten Entzindungsschubs zur Infil-
tration sowohl der Uvea als auch des Glaskérpers mit Entziin-
dungszellen kommt. Die entziindlichen Infiltrate bestehen aus
Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen, wobei die
Lymphozyten, besonders CD4-positive Lymphozyten, das Zell-
bild dominieren (Romeike et al. 1998, Kalsow und Dwyer
1998, Gilger et al. 1999, Deeg et al. 2001).
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Zelldichte und Zellbild
von an ERU erkrankten Pferden zum einen zu den Befunden
der klinischen Augenuntersuchung und zum anderen zum
Krankheitsstadium in Beziehung zu setzen.

Material und Methode

Fur die vorliegende Arbeit wurden im Zeitraum von August
2011 bis Mérz 2012 100 Augen von 91 Pferden untersucht.
Anhand der klinischen Untersuchung wurden die Pferdeaugen
jeweils in eine von folgenden 4 Gruppen eingeordnet:

- ,ERU”: Augen, bei denen klinisch die typischen Verénderun-
gen im Sinne der equinen rezidivierenden Uveitis feststellbar
waren (74 Augen von 68 Pferden).

»sonstige Uveitis”: Augen, bei denen die klinische Untersu-
chung Zweifel am Vorliegen einer typischen ,ERU” aufkom-
men lieB (z.B. V. a. phakogene Uveitis, traumatische Uveitis
und andere) (7 Augen von 7 Pferden).

- ,Glaukom”: Augen mit einem erhdhten intraokularen Druck
(=35 mmHg) und weiteren Verdnderungen wie Hornhauttri-
bungen, Linsenluxationen und Hydrophthalmus (9 Augen
von 9 Pferden).

,Kontrollgruppe”: Augen, die bei der klinischen Untersu-
chung keinen pathologischen Befund erkennen lielen. Aus
diesen ,gesunden” Augen von Pferden, die aus anderen
Grinden als einer Augenerkrankung euthanasiert werden
mussten, wurden nach der Euthanasie intraokulare Proben
entnommen (10 Augen von 7 Pferden).

Im Rahmen der Anamneseerhebung wurde festgestellt, wann
den Besitzern aufgefallen war, dass die Pferde an einer
Augenerkrankung litten und wie grof3 der Abstand zum letzten
Entzindungsschub war. Die klinische Augenuntersuchung
beinhaltete neben der Adspektion der Augenumgebung und
der Augenlider die Untersuchung mit einer fokalen Lichtquel-
le, gegebenenfalls mit einer Kopfbandlupe, sowie die Unter-
suchung mit dem Ophthalmoskop und in Einzelféllen eine
ultrasonographische Untersuchung. Bei Verdacht auf einen
von der Norm abweichenden Augeninnendruck wurde mit
einem Applanationstonometer der  Augeninnendruck
bestimmt. Bei allen Augen wurde der Grad der diffusen Gla-
skorpertribung und der Grad der féddigen bis wolkigen Einla-
gerungen im Glaskérper bestimmt. Es wurde jeweils unter-
schieden zwischen keinen, geringgradigen, mittelgradigen
und hochgradigen Verénderungen.

Die Diagnose ,equine rezidivierende Uveitis” wurde gestellt,
wenn auf Grund des Vorberichts sicher von mindestens einem
vorangegangenen entzindlichen Schub im Sinne einer ,ERU”
ausgegangen werden konnte und neben Blepharospasmus,
Epiphora, gersteten Konjunktiven und diffuser Hornhauttri-
bung ein oder mehrere der folgenden Symptome einer aku-
ten oder chronischen Uveitis festgestellt werden konnten: Ent-
zOndungsprodukte in der vorderen Augenkammer ohne Hin-
weise auf ein Trauma, Miosis, hintere Synechien, sekundare
fokale oder vollstandige Linsentribung, vakuolédre Katarakt
im Bereich der hinteren Linsenkapsel, Prézipitate auf der Lin-
senriickfléche, Entzindungsprodukte im Glaskérper (Einlage-
rungen im Glaskdrper), Glaskérpertribung, Netzhautfalten
oder -ablésung, chorioretinale Narben oder Bulbusatrophie
in Folge einer Uveitis.
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Bei diesen Augen wurde zu therapeutischen Zwecken eine
Pars plana-Vitrektomie durchgefihrt (Werry und Gerhards,
1992, Gerhards und Wollanke 2005). Die Operation erfolg-
te nach Abklingen des akuten Entzindungsgeschehens. Die
Vorbehandlung der Patienten erfolgte Uber einen Zeitraum
von drei Tagen unmittelbar vor der OP. Es wurden zweimal
téglich systemisch nicht-steroidale Antiphlogistika per os und
lokal ein Mydriatikum sowie Kortikosteroide verabreicht. Im
Rahmen der therapeutischen Pars plana-Vitrektomie wurde
dann unverdinntes Glaskérpermaterial enfnommen. Bei den
augengesunden Pferden wurden unmittelbar nach der Eutha-
nasie die Augen enukleiert und unter sterilen Kautelen die
Proben entnommen.

Unmittelbar nach der Entnahme der Proben wurden diese
sowohl fir die Leptospirendiagnostik (MAR, ELISA und PCR)
als auch fir die histologische Untersuchung abgefillt. Die fur
die Histologie bestimmten Proben wurden sofort in Formalin
fixiert. Im Labor wurden sie dann nach Filtration und Entwdss-
serung in Paraffinblécken eingebettet. Daraus wurden dann 4
um dicke Schnitte angefertigt, die mit einer Haematoxylin-
Eosin-Férbung versehen und unter dem Lichtmikroskop beur-
teilt wurden. Bei 13 Proben wurde zusatzlich eine zytologische
Untersuchung durchgefihrt. Hierfir wurde das Probenmateri-
al jeweils unmittelbar nach der Entnahme aus dem Pferdeau-
ge mit einer Zytozentrifuge direkt auf einen Obijekttréiger zen-
trifugiert. Es folgte eine modifizierte Wright's Stain-Férbung
und ebenfalls eine Beurteilung unter dem Lichtmikroskop.

Die Préparate wurden qualitativ und semiquantitativ ausge-
wertet. Es wurde unterschieden zwischen Préparaten, bei
denen keine Zellen zu finden waren sowie Préparaten mit
geringgradiger, mittelgradiger und hochgradiger Zelldichte.
Bei der Beurteilung des Zellbildes wurden nur intakte Zellen,
bei denen es sich um Lymphozyten, Plasmazellen, Makropha-
gen oder neutrophile Granulozyten handelte, in die Auswer-
tung miteinbezogen. Nicht mehr intakte Zellen, degenerierte
oder aufgequollen erscheinende Zellen werden im Weiteren
als ,Detritus” bezeichnet und gehen nicht in die Bewertung
des Zellbildes mit ein.

Neben der deskriptiven Statistik wurden fir den Vergleich der
Zelldichte in unterschiedlichen Gruppen der U-Test nach Ratz,
for den Vergleich der Zelldichte im zeitlichen Verlauf nach
einem akuten Uveitisschub der exakte Test nach Fischer und
for den Vergleich zwischen Histologie und Zytozentrifugat der
T-Test for verbundene Stichproben verwendet.

Ergebnisse

Alle intraokularen Proben aus den Augen der ,ERU“-Gruppe
wiesen Antikérper gegen Leptospiren und / oder ein positives
PCR-Ergebnis auf. Bei den histologischen Prédparaten konnte
in fast allen Féllen das Kollagenfasergerist des Glaskérpers
erkannt werden. Zwischen und am Rand dieser faserartigen
Strukturen waren die Zellen lokalisiert. In einigen Féllen
waren sehr viele Zellen auf kleinstem Raum zu sehen, sodass
die Differenzierung in diesen Bereichen nicht immer zweifels-
frei moglich war. Ein recht grofler Teil des Zellmaterials
bestand aus degenerierten Zellen (,Detritus”). Bei diesem
Material war es kaum méglich, den ehemaligen Zelltyp zu
bestimmen. Soweit erkennbar handelte es sich um degene-
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rierte Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Lymphozyten
und Plasmazellen. Unter den intakten Zellen konnten Lym-
phozyten, Plasmazellen, aktivierte, zum Teil binukledre
Makrophagen und in Ausnahmeféllen einzelne gerade noch
intakte neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden.

Bei den zytologischen Préparaten konnten nur dann die faser-
artigen Strukturen des Kollagenfasergeristes beobachtet wer-
den, wenn wissentlich gallertiges Glaskérpermaterial auf dem
Objekttréger ausgestrichen worden war. Dabei lagen die Zel-
len dann so dicht beieinander, dass sie kaum differenziert
werden konnten. Die Zelldichte war mittel- bis hochgradig. Es
konnten vor allem Makrophagen, Lymphozyten und Detritus
erkannt werden. Nach der Zytozentrifugation der Glaskérper-
proben lagen die Zellen nicht mehr so nah nebeneinander
und konnten gut differenziert werden. Diese Ergebnisse liegen
den weiteren Ausfihrungen und Uberlegungen zur zytologi-
schen Untersuchung zu Grunde.

Die Zelldichte war bei Proben aus an ERU erkrankten Augen
signifikant hoher als bei den Proben der Kontrollgruppe
(p<0,001). Proben aus Augen, die an einem Glaukom oder
einer ,sonstigen Uveitis” litten, zeigten eine deutlich geringere
Zelldichte als die Proben aus ERU-Augen. In der histologi-
schen Untersuchung stieg der Anteil an Proben mit hochgra-
diger Zelldichte mit steigendem Grad der diffusen Glaskér-
pertribung. So wiesen 50% aller Proben aus Augen, bei
denen anhand der klinischen Augenuntersuchung keine diffu-
se Glaskérpertribung festgestellt werden konnte, keine Zellen
im Glaskérper auf. Bei den restlichen 50% konnte eine
gering- oder mittelgradige Zelldichte festgestellt werden. Eine
hochgradige Zelldichte wies keine dieser Proben auf. Somit
kénnen sich also bereits Entzindungszellen im Glaskérper
befinden, wenn dieser in der klinischen Augenuntersuchung
klar erscheint. Glaskérperproben aus Augen mit hochgradi-
ger diffuser Glaskérpertribung wiesen in 62,5% auch eine
hochgradige Zelldichte auf. Bei Proben aus allen Augen mit
hochgradig diffuser Glaskérpertribung konnten auch Zellen
im Prdparat nachgewiesen werden. Zwischen Proben aus
Augen mit geringgradig und mittelgradig diffuser Glaskérper-
tribung konnten nur geringfigige Unterschiede in der Zell-
dichte festgestellt werden. Mit steigendem Grad der Einlage-
rungen im Glaskérper steigt ebenso der Anteil der Zelldichte.
So konnten bei 66 % der Proben aus Augen, die bei der klini-
schen Augenuntersuchung keine Einlagerungen im Glaskér-
per aufwiesen, auch keine Zellen im Préparat festgestellt wer-
den. Unter den Proben aus Augen mit hochgradigen Einlage-
rungen im Glaskérper wiesen 45% eine hochgradige Zell-
dichte auf. Diese Ergebnisse konnten in der zytologischen
Untersuchung bestatigt werden.

Weiterhin wurde die Zelldichte im zeitlichen Verlauf ausgewer-
tet (Abb. 1). Es konnte festgestellt werden, dass die Zelldichte
besonders in den Proben stark erhéht war, die im Zeitraum
zwischen Tag 8 bis 14 nach Beginn des akuten Schubes
gewonnen wurden. Es war signifikant, dass in diesem Zeitraum
der Anteil der Proben mit hochgradiger Zelldichte am grofiten
ist (p <0,046). Somit kann man erkennen, dass die Zelldichte
nach Beginn des akuten Entzindungsschubes ansteigt, im Zei-
traum zwischen Tag 8 bis 14 das Maximum erreicht und
danach wieder abféllt. Die Zelldichte im Glaskérper ist also
dann am héchsten, wenn die akuten Symptome der ERU
(unter Behandlung) bereits abklingen. Selbst im Zeitraum nach
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Tag 56 nach Beginn des akuten Schubes ist der Anteil an Pro-
ben, die eine gering- oder mittelgradige Zelldichte aufweisen
etwa doppelt so grofi wie bei den augengesunden Pferden.
Man muss also davon ausgehen, dass es sich entweder um
irreversible Verénderungen handelt oder dass weiterhin immu-
nologische Prozesse im Glaskérper ablaufen.

Das Zellbild setzt sich zusammen aus Lymphozyten, Makro-
phagen, Plasmazellen und ganz vereinzelten neutrophilen
Granulozyten. Daneben konnte immer ein recht groBBer Anteil
an Detritus beobachtet werden (Abb. 2-5). Dazu zghlten Zel-
len, die keine intakte Zellwand aufwiesen oder aufgequollen

Tag0-7[r=28)

Tag 8- 14 {n=193}

Abb. 1

Tag 15 - X8 [n=1)
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erschienen sowie Zellirimmer oder einzelne Zellteile und ein-
zelne Zellkerne und Zellteile ohne Zellkern. Neutrophile Gra-
nulozyten konnten nur in Einzelféllen beobachtet werden und
waren selten intakt. Dies war zu erwarten, da sie im Rahmen
der Entzindungsreaktion der Uvea als erstes rekrutiert und
dann schnell durch grofe Mengen an Lymphozyten ersetzt
werden (Gilger und Deeg 2001). Das Zellbild wurde domi-
niert von Lymphozyten. Bei hochgradig diffuser Glaskérper-
tribung sowie bei hochgradigen Einlagerungen im Glaskér-
per dominierten Lymphozyten und Makrophagen, die feil-
weise aktiviert sowie binukledr vorlagen. Zum Teil beinhalte-
ten sie phagozytiertes Material.

Tag 29 - 56 {n = 12] nach Tag 5 |n - &)

Zelldichte in insgesamt 64 in Paraffin eingebetteten Glaskérperproben aus an ERU erkrankten Augen, die zu unterschiedlichen Zeit-

punkten nach dem letzten akuten Entzindungsschub entnommen worden waren (angegeben in Tagen nach Auftreten der Entzindung).
(Kariert = keine Zellen, gestreift = geringgradige bis mittelgradige Zelldichte, gepunktet = hochgradige Zelldichte)

Cell content in altogether 64 paraffin-embedded vitreous samples from ERU eyes. Samples have been collected at different times after the last
uveitis attack (days affer beginning of acute inflammation). (squared = no cells, striped = low-grade to moderate cell content, spotted = high-

grade cell content)

Abb. 2 Makrophagen (M), Lymphozyten (L) und Detritus (D) im
Glasksrper. (Histologie; HE-Férbung; 40fach vergréfert)
Macrophages (M), lymphocytes (L) and cell detritus (D) in the vitrous.
(Histology after paraffin-embedding, HE-staining, 40 X magnified)

Abb. 3 Makrophagen mit Phagozytose (M; im Zentrum) und Detri-
tus (D) im Glaskérper. (Histologie; He-Férbung; 40fach vergréfier)
Macrophages with phagocytosis (M; in the center) and detritus (D) in
the vitreous. (Histology after paraffin-embedding, HE-staining,
40 X magnified)
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Abb. 4
skérper. (Histologie; HE-Féarbung; 40fach vergréBert)

Plasma cells (P), some in degeneration (PD) in the vitreous. (Histolo-
gy after paraffin-embedding, HE-staining, 40 X magnified)
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Plasmazellen (P), zum Teil in Degeneration (PD) im Gla-

Abb. 5 Makrophage (M; binukledr, in Degeneration) und Lym-
phozyten (L) im Glaskérper. (Zytozentrifugation, modifizierte Wright
Farbung; 100fach vergréBert) / Macrophage (M, binuclear, in dege-
neration) and lymphocytes (L) in the vitreous. (cytocentrifugation,
modified Wright “s staining, 100 X magnified)
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Weiterhin wurde festgestellt, dass der Anteil an Lymphozyten
in der zytologischen Untersuchung signifikant héher war als in
der histologischen Untersuchung (p < 0,006). Der Anteil der
Makrophagen und Plasmazellen war dagegen in der histolo-
gischen Untersuchung signifikant héher als in der zytologi-
schen Untersuchung (p <0,001). Da fir die Histologie gezielt
die Einlagerungen aus den Glaskérperproben eingebettet
wurden und in der Zytologie der flissigere Anteil zur Untersu-
chung zentrifugiert wurde, kann man daraus folgern, dass
sich in den Einlagerungen mehr Makrophagen und Plasma-
zellen befinden als in den flissigeren Anteilen des Glaskor-
pers, in denen eher Lymphozyten zu finden sind.

Diskussion

Klinisch gesunde Augen

Im Glaskérpermaterial von Pferden, bei denen die klinische
Augenuntersuchung keinen besonderen Befund ergab, konn-
te maximal eine geringgradige Zelldichte nachgewiesen wer-
den. Bei dem in geringen Mengen vorhandenen Zellmaterial
handelte es sich um vereinzelte Lymphozyten und einen etwas
groBeren Anteil an degenerierten Zellen (Detritus). Es konnten
keine Makrophagen oder Hyalozyten beobachtet werden.
Dies hangt mit der Probenentnahme zusammen: Es wurde wie
zu Beginn der therapeutischen Vitrektomie bei an ERU
erkrankten Augen die fir die Unfersuchung verwendete
unverdiinnte Probe entnommen. Die Hyalozyten befinden sich
laut Literatur jedoch in der Peripherie des Glaskérpers, einer
Schicht, die nur etwa 20 bis 50um von den umliegenden
Strukturen entfernt ist.

Die vereinzelt vorhandenen Lymphozyten kénnten die Theorie
der Glaskdrper-assoziierten abweichenden Immunantwort
(vitreous chamber associated immunodeviation; Jiang und
Streilein 1991 und 1994) unterstitzen. In ca. 75% der Félle
konnten gar keine Zellen nachgewiesen werden. Diese Beob-
achtungen stimmen mit der Literatur Gberein: Niedermaier
(2002) untersuchte elektronenmikroskopisch den Glaskérper
von Pferden und konnte bei augengesunden Pferden nur
Detritus finden. Sie schlussfolgert, dass der Zelluntergang ein
physiologischer Prozess im Glaskérperraum ist. Deeg et al.
(2001) fanden in Glaskérperproben von gesunden Pferden
ebenfalls keine Entzindungszellen. Allerdings handelte es
sich um verdinnte Glask&rperproben, die vor der Untersu-
chung filtriert wurden. Es wurde auch nicht das vom Filter
zuriickgehaltene Material untersucht, sondern nur der Teil der
Probe, der den Filter passieren konnte.

Klinisch an ERU erkrankte Augen

Die Proben der Patienten unterschieden sich zum grofien Teil
schon makroskopisch von den Proben der augengesunden
Pferde: Neben einer geringeren Anzahl an Proben, die wie
die der Kontrollgruppe makroskopisch klar und unaufféllig
waren, wiesen sie eine gering- bis hochgradige diffuse Tri-
bung, bzw. Gelb-Férbung auf mit gering- bis hochgradigen
fadigen bis wolkigen Einlagerungen darin.

Bei der histologischen Untersuchung dieser Einlagerungen
konnte festgestellt werde, dass es sich hierbei um Konglome-
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rate aus dicht aneinander liegenden Kollagenfibrillen, Ent-
zindungszellen und amorphem Material handelte. Dieses
amorphe Material besteht aus Amyloid (Giving, Dissertation
in Vorbereitung). Im Vergleich mit augengesunden Kontrollen
lagen die Kollagenfibrillen deutlich dichter sowohl in Bindeln
als auch in netzartiger Anordnung vor. Die Entzindungszellen
befanden sich zwischen den einzelnen Fibrillen und am Rand
der Konglomerate. In seltenen Féllen kamen sie auch weit
auBerhalb der Konglomerate vor. Dies ist eine Folge der Pro-
benbehandlung vor dem Einbetten, bei der das Material fil-
triert wurde, um das flussige Fixans zu entfernen. Bei den Zel-
len handelte es sich um Lymphozyten, Plasmazellen und
Makrophagen, wobei die Lymphozyten die dominierende
Zellpopulation darstellten. Neben dieser entzindlichen Infil-
tration des Glaskérpers konnte immer auch ein mehr oder
weniger grofer Teil an nekrotischem Zellmaterial, Detritus,
beobachtet werden. Niedermaier (2002) fand im Glaskérper
von an ERU erkrankten Pferden ebenfalls verschiedene
mononukleére Entzindungszellen und verdichtete Glaskér-
perfibrillen vor.

Auch Deeg et al. (2001) untersuchten Glaskérpermaterial
von an ERU erkrankten Pferden. Die Proben wurden ebenso
in der Chirurgischen Abteilung der Klink fir Pferde der LMU
Minchen im Rahmen einer therapeutischen Vitrektomie
gewonnen. Alle Patienten waren identisch lokal und syste-
misch antiphlogistisch vorbehandelt worden. Die stark ver-
dinnten Glaskérperproben wurden filiriert, zentrifugiert und
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Das vom Filter zurik-
kgehaltene Material wurde verworfen. Somit ist ein Vergleich
der Ergebnisse von Deeg et al. (2001) mit den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit nur bedingt méglich: es kénnen nur
die Ergebnisse aus der Zytozentrifugation (flissige Anteile des
Glaskérpers) dazu herangezogen werden. Es besteht insofern
eine Ubereinstimmung, als dass Lymphozyten das Zellbild
dominierten.

Deeg et al. (2001) unterschieden drei Gruppen mit unter-
schiedlicher Zusammensetzung von Lymphozyten und Granu-
lozyten. Des Weiteren differenzierten sie die Lymphozyten in
CD4 +-Lymphozyten, CD8+-Lymphozyten und B-Zellen und
ermittelten eine durchschnittliche Gesamt-Zellzahl von
6,4x10% pro Probe mit einer starken Schwankung von
+/- 2,4 x10°. Die Einteilung der Gruppen wurde ausschlie-
lich auf Grund des untersuchten Zellbildes getroffen, ohne
das klinische Bild zu bericksichtigen. Des Weiteren ist die
Zellzahl kritisch zu beurteilen, da es sich einerseits um
10-fach verdinnte Proben handelte und andererseits ein Teil
des Glaskdrpers bei Operationsbeginn zur Leptospirendiag-
nostik mittels MAR, ELISA und PCR als unverdiinnte Glaskér-

perprobe vorher abgenommen worden war.

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus darauf, die Befunde,
die bei der klinischen Augenuntersuchung erhoben worden
waren, mit der Zelldichte und dem Zellbild zu korrelieren.
Zudem sollte das Krankheitsstadium bericksichtigt werden.
Es konnte festgestellt werden, dass zwischen Augen mit
gering- und mittelgradigen Verdnderungen des Glaskérpers
kaum Unterschiede in der Zelldichte bestehen. Bei 25% der
Augen, bei denen klinisch keine diffuse Glaskérpertribung zu
erkennen war, wurde eine mittelgradige Zelldichte im Gla-
skorper festgestellt. Bei Glaskérperproben aus Augen ohne
Einlagerungen im Glaskérper war dies nur in 7% der Fall. In
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Folge dessen findet man im Rahmen einer ERU auch dann in
geringer Menge Entzindungszellen diffus im Glaskorper ver-
teilt, wenn dieser in der klinischen Augenuntersuchung noch
klar und unaufféllig erscheint.

Zelldichte im Glaskérper bei verschiedenen klinischen Befun-
den

In 63% der Glaskérperproben aus Augen mit klinisch hoch-
gradig diffuser Glaskérpertribung war eine hochgradige
Zelldichte vorhanden. Unter den Proben aus Augen mit hoch-
gradigen Einlagerungen im Glask&rper war dies bei 45% der
Fall. Demnach verteilen sich mehr Entzindungszellen diffus
im Glaskérperraum, als sich in den Einlagerungen befinden.
In der zytologischen Untersuchung bestdtigten sich diese
Befunde: Bei den Proben aus Augen ohne Einlagerungen im
Glasksrper konnten keine Zellen nachgewiesen werden. Bei
den Proben aus Augen ohne diffuse Glaskérpertribung
konnte in 60% der Fdlle eine geringgradige Zelldichte festge-
stellt werden. In allen Féllen handelte es sich ausschlieBlich
um Lymphozyten. Auch in der histologischen Untersuchung
stellten die Lymphozyten in den meisten Fallen durchschnitt-
lich die gréfite Zellpopulation dar. In Glaskérperproben aus
Augen mit mittelgradigen Glaskérpereinlagerungen waren
etwas weniger Lymphozyten und Plasmazellen vorhanden als
in Proben aus Augen mit hochgradigen Einlagerungen im
Glaskérper. Hingegen enthielten die Glaskérperproben aus
Augen mit hochgradigen Einlagerungen deutlich mehr
Makrophagen und zwar &hnlich viele wie Lymphozyten. In
Glaskérperproben aus Augen mit hochgradigen Glaskérper-
einlagerungen dominieren somit Lymphozyten und Makro-
phagen das Zellbild als Ausdruck eines chronischen Entzin-
dungsgeschehens.

Detritus

Neben den intakten und eindeutig klassifizierbaren Zellen
(Lymphozyten, Makrophagen, Plasmazellen) konnten grofe
Mengen an degenerierten Zellen (Detritus) gefunden wer-
den. Da das Probenmaterial nach der Entnahme zigig
(innerhalb von 15 Minuten) bearbeitet wurde, ist davon aus-
zugehen, dass die Degeneration der Zellen bereits in vivo
statt gefunden hat. Bei der Zuordnung der Herkunft lieBen
sich neben den oben genannten Zelltypen vereinzelt stark
degenerierte neutrophile Granulozyten finden. Im Rahmen
des Entzindungsgeschehens, das sich in der Uvea abspielt
und zu einer verédnderten Gef&BBpermeabilitat fihrt, wandern
die Entzindungszellen in den Glaskérper ein (Brandes et al.
2007). Neutrophile Granulozyten werden zuerst rekrutiert
und dann schnell von Lymphozyten ersetzt (Gilger und Deeg
2011). Da die neutrophilen Granulozyten eine Lebenszeit
von nur 1 bis 4 Tagen im Gewebe aufweisen (Ackermann
2009) und die Proben frihestens am finften Tag nach
Beginn des akuten Schubs entnommen wurden, ist die Abwe-
senheit von intakten neutrophilen Granulozyten und das Vor-
liegen in geringen Mengen in degenerierter Form ein zu
erwartender Befund. Neutrophile Granulozyten sind primér
darauf ausgerichtet, Fremdmaterial sowie Mikroorganismen
wie Bakterien, Pilze oder Viren, zu eliminieren (Ackermann
2009). lhre ehemalige Anwesenheit spricht somit fir eine
infektidse Ursache der ERU. Um eine sichere Aussage Uber
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Menge und die Dynamik der verschiedenen Zelltypen sowie
eine genauere Differenzierung des Detritus im Glaskérper
von an ERU erkrankten Pferden treffen zu kénnen, wére an
eine weiterfihrende immunhistochemische Untersuchung zu
denken.

Verdnderungen der Zelldichte nach einer Uveitis

Bei Betrachtung der Zelldichte im zeitlichen Verlauf nach
Beginn des akuten Schubes konnte festgestellt werden, dass
das Maximum der Zelldichte im Zeitraum zwischen Tag 8 und
Tag 14 erreicht wurde. Dies lésst vermuten, dass die Verén-
derungen im Glaskérper zeitversetzt nach dem hochakuten,
schmerzhaften Entzindungsgeschehen im Bereich der Uvea
einsetzen. Nach diesem Zeitraum nimmt die Zelldichte stetig
ab, erreicht aber nicht den Wert der augengesunden Pferde.
Selbst acht Wochen nach Beginn des akuten Schubes konnte
noch bei 67% der Pferde eine gering- bis mittelgradige Zell-
dichte festgestellt werden. Bei den augengesunden Pferden in
der Kontrollgruppe konnte nur bei 30% eine geringgradige
Zelldichte beobachtet werden, bei den restlichen 70% waren
keine Zellen zu finden. Diese Befunde kénnen dahingehend
interpretiert werden, dass die ERU dauerhaft ein subakutes
Entzindungsgeschehen unterhdlt. Es ware denkbar, dass das
Geschehen nun von T-Suppressor-Zellen kontrolliert wird,
was klinisch als Ruhephase interpretiert wird, obwohl immer
noch Immunreaktionen ablaufen. Der Anteil an Detritus bleibt
bis Tag 56 recht konstant und sinkt dann auf etwa die Halfte,
was als Ubergang vom subakuten Entziindungsgeschehen zu
dauerhaften, nicht reversiblen Verénderungen angesehen
werden kann.

Zellarten und Immunreaktionen

Gilger et al. (1999) untersuchten histopathologisch Augen
von Pferden, die an einer chronischen ERU erkrankt waren.
Auf Grund der entzindlichen Infiltration von Iris und Ziliarkér-
per sowie den vorhandenen Zytokinen gingen die Autoren
von einer Th1-Antwort (T-Helfer-1-Zellen) aus. Diese Th1-Zel-
len wirken pro-inflammatorisch, steigern die Effizienz der
phagozytierenden Zellen und der zytotoxischen Zellen. Sie
reagieren auf intrazellulére Antigene wie Viren oder phagozy-
tierte Bakterien. Die Autoren konnten einen solchen Ausléser
der Reaktion nicht finden und gingen von einer immunmedi-
ierten Hypersensibilitétsreaktion vom verzégerten Typ gegen-
Uber Autoantigenen der Uvea aus. Da in der vorliegenden
Untersuchung vergleichbare Anteile an Lymphozyten beob-
achtet werden konnten und die nachgewiesenen Leptospiren-
Antigene bzw. -Antikérper die Rolle des Agens einnehmen
kénnen, kann es sich um ein infektions-assoziiertes immuno-
logisches Geschehen handeln. Diese These wird auch von
Hewicker-Trautwein und Beineke (2011) unterstitzt, die
davon ausgehen, dass die Autoimmunreaktionen durch
molekulares Mimikry im Rahmen einer intraokularen Lepto-
spiren-Infektion ausgeldst werden. Dafir spricht auch die Tat-
sache, dass nach einer Vitrektomie, bei der sowohl Leptospi-
ren als auch Entzindungsprodukte und verénderter Glaskér-
per entfernt werden, die intraokularen Autoantigene jedoch
belassen werden, keine Entzindungsschibe mehr auftreten
(Wollanke 2002, Gerhards und Wollanke 2005, Wollanke
und Gerhards 2009).
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Die von Deeg (2008) beschriebenen Autoimmunreaktionen
gegen Antigene in der Retfina sind somit mit hoher Wahr-
scheinlichkeit durch Mechanismen wie ,molekular mimikry”,
,bystander activation” oder ,epitope spreading” als Folge der
intraokularen Leptospiren-Infektion bedingt (Hewicker-Traut-
wein und Beineke 2011) und sind als infektions-assoziiert
ablaufende Reaktionen zu betrachten (Wollanke 2002, Wol-
lanke et al. 2004).

Kalsow und Dwyer (1998) untersuchten die Retina von an
ERU erkrankten Pferden und von Ponys, die experimentell mit
Leptospiren infiziert worden waren. Sie fanden in den Prépa-
raten der Retina mit dem Grad der Retinaschadigung einher-
gehend eine Infiltration mit T- und geringgradig auch mit B-
Lymphozyten sowie eine gesteigerte MHC Klasse Il-Expression
sowohl bei den ERU-Patienten als auch bei den experimentell
infizierten Ponys. Diese Autoren gehen von einem postinfekti-
6sen immunologischen Geschehen aus. Auch in der der vor-
liegenden Untfersuchung wiesen alle aus an ERU erkrankten
Augen gewonnenen Glaskérperproben einen hohen Anteil
an Llymphozyten auf. Die labordiagnostischen Befunde mit
intraokularen Proben von an ERU erkrankten Pferden spre-
chen jedoch dafir, dass die intrackulare Leptospireninfektion
erst durch die Vitrektomie beseitigt wird und die Immunreak-
tionen somit infektionsbegleitend auftreten. Postoperativ tre-
ten keine Uveitisschibe mehr auf und die Leptospireninfek-
tion ist nicht mehr nachweisbar (Winterberg und Gerhards
1997, Frihauf et al. 1998, Wollanke 2002, Wollanke et al.
2004, von Borstel et al. 2005, Témérdy et al. 2010). Dem-
nach sistieren auch die augenschadigenden Immunreaktio-
nen nach Eliminierung der intraokularen Infektion und es
handelt sich nicht um ein postinfektiéses immunologisches
Geschehen, sondern um ein infektionsbegleitendes immuno-
logisches Geschehen wihrend der intraokularen Infektion.

Unabhéngig vom Grad der Glaskérpertribung und den Ein-
lagerungen war der Anteil der Lymphozyten nach der Zyto-
zentrifugation (zytologische Untersuchung) signifikant héher
als in der histologischen Untersuchung, wohingegen der
Anteil der Makrophagen und Plasmazellen in der histologi-
schen Untersuchung signifikant héher war als nach der Zyto-
zentrifugation. Es befinden sich somit mehr Lymphozyten dif-
fus verteilt in den flussigen Teilen des Glaskérpers als in den
Einlagerungen. Gleichzeitig ist der gréfere Teil der Plasma-
zellen und Makrophagen in den Einlagerungen zu finden.
Makrophagen finden sich vor allem im Bereich von persistie-
renden Antigenen oder Mikroorganismen und dienen der
Antigenprésentation und Phagozytose (Baumgértner u.
Schmidt2011). Somit liegt die Vermutung nahe, dass sich die
Leptospiren in den Einlagerungen im Glaskérper befinden
und die ebenfalls vermehrt dort ansdssigen Plasmazellen zur
Immunreaktion anregen. In diesem Zusammenhang kann
auch das Vorhandensein von Amyloid in den Einlagerungen
(Giving, Diss. Med. Vet. Miinchen, in Vorbereitung) gesehen
werden. Obwohl das Amyloid zum jefzigen Zeitpunkt noch
nicht typisiert ist, kénnte es sich um Serum-Amyloid-A han-
deln, was beim Pferd als Hauptprotein der Akute-Phase-Pro-
teine im Rahmen einer akuten Entziindung beschrieben wird
(Baumgdrtner und Schmidt 2011).

Es wére aufschlussreich, Glaskérperproben méglichst zeitnah

nach dem ersten Schub einer ERU zu entnehmen und zu
untersuchen, ob es einen Unterschied in der Entziindungsre-
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aktion zwischen dem ersten und den weiteren Schiben gibt.
Es wdre interessant zu priffen, ob der erste Schub durch die
Leptospiren oder durch die infektions-assoziierten immunolo-
gischen Reaktionen hervorgerufen wird. Letzteres ist wahr-
scheinlicher, dass die Uveitis typischerweise nicht bei der aku-
ten Bakterigmie sondern typischerweise erst ein bis zwei Jahre
danach aufiritt. Nach dieser Zeit der chronischen Leptospi-
reninfektion im Glaskérperraum ist zu unterstellen, dass eine
Autoimmunreaktion getriggert worden ist.

Glaukom

Bei den an Glaukom erkrankten Patienten konnte maximal
eine geringgradige Zelldichte ermittelt werden; 30% der Pfer-
de wiesen gar keine Zellen im Glaskérpermaterial auf. Somit
besteht ein deutlicher Unterschied zur Zelldichte bei an ERU
erkrankten Pferden, bei denen in 45% der Fdlle eine mittel-
oder hochgradige Zelldichte festgestellt werden konnte. Bei
den Proben aus klinisch gesunden Augen der Kontrollgruppe
konnte ebenfalls maximal eine geringgradige Zelldichte im
Glaskérper nachgewiesen werden. 70% dieser Proben wie-
sen gar keine Zellen im Glaskérper auf. Somit liegt der
Schluss nahe, dass der Glaskérper fir die Pathogenese des
Glaukoms kaum eine Bedeutung hat. Bei den Glaukom-
Patienten mit vorberichtlich zuvor abgelaufener ERU sind
deutlich mehr Lymphozyten und Plasmazellen und weniger
Makrophagen vorhanden als bei den Glaukom-Patienten
ohne solchen Vorbericht. Diese Verénderungen sind mit der
vorangegangenen Uveitis zu erklaren.

Andere Uveitis als ,ERU”

Auch bei den Patienten, die an einer Uveitis erkrankt waren,
die sich klinisch nicht wie eine typische ERU darstellte (,son-
stige Uveitis”), war die Zelldichte deutlich geringer als bei den
ERU-Patienten. Dieses Ergebnis bestétigt die bereits in der
Literatur (Gilger und Deeg 2011) beschriebene Tatsache,
dass nicht jede Uveitis eine ERU darstellt. In der vorliegenden
Untersuchung wird deutlich, dass eine Uveitis, die klinisch
nicht wie eine typische ERU aussieht, sich auch deutlich weni-
ger im Glaskérper manifestiert. In 75% der Félle konnten ent-
weder nur geringgradige oder gar keine Zellen in den Gla-
skoérperproben nachgewiesen werden.

Die Summe der Beobachtungen legt den Schluss nahe, dass
sich eine klassiche ERU anders auf den Glaskérper auswirkt
als eine ,sonstige Uveitis” (z.B. Keratitis mit begleitender Uvei-
tis (= Kerato-Uveitis), traumatisch bedingte oder phakogene
Uveitis). Bei einer ERU kommt es zu massiven Verdnderungen
im Glaskérper im Sinne einer Zellinvasion, woraus eine Gla-
skoérpertribung und zunehmende wolkige Einlagerungen im
Glaskorper resultieren, die auch im entzindungsfreien Inter-
vall erkennbar bleiben. Bei Uveitiden anderer Atiologie ist
dies nicht der Fall.

Ausblick
Die vorliegende Arbeit beruht auf semiquantitativ ermittelten

Ergebnissen und erlaubt nur einen stichprobenartigen Ein-
blick in den Glaskérperraum. Um das Zellbild im Glaskérper
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bei an ERU erkrankten Pferden weiter zu charakterisieren,
kénnte man mit immunhistochemischen Farbemethoden
arbeiten. Dann kénnen unter Umstdnden auch degenerierte
Zellen zugeordnet werden. Es wére ebenso aufschlussreich,
mittels Durchflusszytometrie und Lymphozyten-spezifischen
Antikérpern die Subpopulationen der Lymphozyten zu klassifi-
zieren, um zu wissen, in welchem Stadium der ERU T- oder B-
Zellen vorherrschen, welches Stadium der ERU von Suppres-
sor-T-Zellen, von zytotoxischen T-Zellen, T-Helfer-Zellen oder
von regulatorischen T-Zellen dominiert wird. Auch die Unter-
scheidung zwischen CD4 - und CD8+-T-lymphozyten wére
méglich. Um die Enfzindungsreaktion genau zu charakteri-
sieren, kénnten zudem die im Glaskérper vorhandenen Zyto-
kine bestimmt werden. Die Korrelation mit den klinischen
Befunden ist jedoch unerlésslich, um den Verlauf des Gesche-
hens auf zelluldrer Ebene zuzuordnen. Um gleichzeitig die
flussigen Anteile des Glaskdrpers und die wolkigen Einlage-
rungen zu untersuchen, wéren auch Kryoschnitte vom Glas-
kérper denkbar. Man muss jedoch bedenken, dass dafir die
Augen enukleiert werden missten, um die nativen Verhalt-
nisse nicht zu verfdlschen. Die Rekrutierung der Probanden
wirde sich jedoch schwierig gestalten, da mit der Vitrektomie
bereits ein erprobtes und erfolgreiches Verfahren zur Therapie
der ERU zur Verfigung steht, an ERU erkrankte Augen sehr
erfolgreich behandelt werden kénnen und damit nur selten
entnommen werden mussen.
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