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Einleitung

Die Entstehung von Harnsteinen und das Auftreten einer obstruktiven Urolithiasis gelten beim
méannlichen kleinen Wiederkauer als nicht seltene Erkrankung mit oft tédlichem Ausgang (Hay,
1990; George et al., 2007). Die Ursache der Kalkulogenese gilt als multifaktoriell und scheint
stark futterungsabhangig zu sein (Crookshank et al., 1967; Bellenger et al., 1981; Rakestraw et
al., 1995; Ewoldt et al., 2008; Sun et al., 2010a; Sullivan et al., 2013). Ungeklart ist bisher
jedoch der Umstand, weswegen in Gruppen gleicher Fitterungs- und Umwelteinfliisse nicht
alle Tiere gleichermafRen erkranken. Als préadisponierender Faktor wird hdufig ein
unterentwickelter Urogenitaltrakt bei kastrierten Bocken aufgrund des fehlenden
Testosteroneinflusses angefiihrt (Kumar et al., 1982; Duhlmeier et al., 2007). Aussagekréftige
Studien hierzu fehlen jedoch weitestgehend (Marsh und Safford, 1957; Bailey, 1975; Kumar et
al., 1982; Bani Ismail et al., 2007). Ebenso unbefriedigend erscheinen die in der Literatur
beschriebenen Therapieverfahren hinsichtlich der langfristigen Wiederherstellung eines
ungestorten Harnabsatzes bei betroffenen Tieren (Van Weeren et al., 1987a, 1987b; Rakestraw
et al., 1995; Ewoldt et al., 2006; VVan Metre und Fubini, 2006).
Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit mehreren Aspekten der Harnsteinerkrankung beim
Schafbock und gliedert sich in vier Abschnitte: Eine strukturierte Auswertung der vorhandenen
Literatur, die Untersuchung des Urogenitaltraktes mittels Sonographie sowie auf histologischer
Ebene und viertens die Entwicklung einer neuen Operationstechnik bei Patienten mit
obstruktiver Urolithiasis.
Das Ziel dieser Arbeit war es, anhand einer Meta-Analyse die vorhandene Literatur hinsichtlich
gezielter Fragestellungen auf ihre Validitat nach den Kriterien der evidenzbasierten Medizin zu
bewerten. Die konkreten Fragestellungen hierbei lauteten:
1. Wie hoch liegt die anhand der Literatur geschatzte Pravalenz von Urolithiasis bei Schaf-
und Ziegenbtcken?
2. Gibt es Spezies- oder Rassepradispositionen?
3. Sind kastrierte mannliche Tiere haufiger betroffen als intakte Bocke?
4. Welche Operationsmethode verspricht den besten Erfolg?
Im Anschluss hieran wurden ultrasonographische, histologische sowie immunhistochemische
Untersuchungen der Harnrohre sowie der Praputialschleimhaut durchgefiihrt, um der Frage
nachzugehen, welche funktionellen Grundlagen einer vermutlichen Varianz der
interindividuellen Disposition hinsichtlich der Entstehung einer obstruktiven Urolithiasis

zugrunde liegen. So sollte anhand sonographischer in-vivo Messung der Urethraldurchmesser

1



von Schafbbcken sowie anhand einer morphometrischen in-vitro Messung an histologischen

Schnitten des Urethralgewebes derselben Bocke ermittelt werden, ob sich kastrationsabhéngig

Unterschiede in der GroRRenentwicklung des Urethrallumens bzw. in der Hohe des Urothels

darstellen lassen.

Untersuchungen zur lokalen Immunabwehr in Préaputium und/oder Urethra sowie zu eventuell

vorhandenen lokalen inflammatorischen Prozessen wurden vergleichend zwischen kastrierten

und intakten Bocken durchgefihrt. Das Innervationsmuster hinsichtlich Nervenfasergehalt und

Neuropeptidgehalt war Gegenstand weiterer Untersuchungen. AuBerdem wurden die oben

beschriebenen Untersuchungen der Urethra ebenfalls an Bocken durchgefiihrt, welche aufgrund

einer Harnsteinerkrankung euthanasiert werden mussten.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Operationstechnik zur Therapie der Urolithiasis hatte

folgende Fragestellungen zu bearbeiten:

1. Kann im Rahmen einer Urethroskopie ein Ballonkatheter in die Harnrohre gesunder
Schlachtlammer eingebracht werden?

2. Ist es anhand dieser Technik moglich, bei Bocken mit obstruktiver Urolithiasis eine
Wiederherstellung der Patenz des Urethrallumens ohne Eréffnung der Urethra zu erreichen

und kann anschlieBend ein Ballonkatheter in die Urethra eingelegt werden?



Literaturtbersicht

1. Evidenzbasierte Veterindrmedizin — Meta-Analyse und systematischer Review

Unter evidenzbasierter Medizin (EBM) oder evidenzbasierter Veterindrmedizin (EBVM)
versteht man das Bestreben, durch zusammenfassende Betrachtung der vorhandenen
verfligbaren Information hinsichtlich einer bestimmten Fragestellung den zum
Betrachtungszeitpunkt wissenschaftlich gesicherten Kenntnisstand zu erlangen (Keene, 2000;
Higgins und Green, 2011). Die Bedeutung der EBVM hat in den letzten Jahren rasant
zugenommen. Wahrend im Jahr 2012 fur den Suchbegriff ,evidence based medicine* im
Rahmen einer Medline-Suche 47074 Publikationen gefunden wurden (Simoneit et al., 2012),
sind es heute (Stand 02.03.2018) bereits 149970. Unter dem Suchbegriff ,,evidence based
veterinary medicine* kdnnen heute 2545 Publikationen gefunden werden, wohingegen es im
Jahr 2012 lediglich 209 Literaturstellen waren. Um die vorhandene Literatur anhand ihrer
Evidenz zu bewerten, ist es notwendig, sie in die sogenannten Evidenzstufen einzuteilen
(Simoneit et al., 2012). Auf dem Gebiet der Humanmedizin bietet die ,,Cochrane database*
bzw. die ,,Cochrane Library* Zugriff auf hochwertige, evidenzbasierte Literatur. Fir den

Veterinarmediziner steht mit ,,http://webapps.nottingham.ac.uk/refbase/* ebenfalls eine solche

Datenbank zur Verfiigung (Sargeant und O'Connor, 2014b). Zudem wurden Checklisten
entwickelt, um dem interessierten Leser die Zuordnung der verfugbaren Literatur in die
entsprechenden Evidenzstufen zu vereinfachen (Arlt et al., 2010). Die zusammenfassende
Bewertung mehrerer Studien kann anhand von Meta-Analysen erfolgen (Wagner, 2014). Eine
solche Meta-Analyse stellt die Anwendung statistischer Methoden auf mehrere Studien gleicher
Thematik dar, um einen gemeinsamen Konsens aus den Einzelergebnissen ziehen zu kdnnen.
Dieser gemeinsame Konsens, sprich die gewonnene Evidenz der Meta-Analyse Ubertrifft dabei
die Aussagekraft jeder Einzelstudie (Arlt und Heuwieser, 2005). Grundvoraussetzung fur die
Durchfiihrung einer solchen Meta-Analyse ist jedoch das Vorhandensein einer Vielzahl an
hochwertigen Studien (randomisierte, kontrollierte klinische Studien) gleicher Fragestellung,
woran es in der Veterindarmedizin haufig mangelt (Keene, 2000).

Die Evidenzstufen werden gebildet durch 4 Kaskaden. Die Stufe hochster Evidenz nehmen
dabei — neben den Meta-Analysen — die randomisierten, kontrollierten klinischen Studien selbst
ein. Die zweite Stufe der Evidenzkaskade wird gebildet von nicht-randomisierten, klinischen
Studien sowie von experimentellen Studien. Stufe 3 und 4 der Evidenz bilden deskriptive
Studien bzw. Fallberichte oder Expertenmeinungen (Keene, 2000; Arlt und Heuwieser, 2005;
Higgins und Green, 2011; Simoneit et al., 2012).
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Sowohl die ,,Cochrane database* als auch die ,,database of veterinary systematic reviews —
VetSRev“ stellt eine Datenbank sogenannter systematischer Reviews dar. Diese unterscheiden
sich von den klassischen narrativen Review-Artikeln durch ihre vorgegebene Gliederung und
durch ihre Zielsetzung der Beantwortung einer speziellen Fragestellung (Sargeant und
O'Connor, 2014b). Anleitungen zur Erstellung eines solchen systematischen Reviews sind
online frei zuganglich (Cochrane handbook) und werden dartber hinaus in diversen
Publikationen thematisiert (O'Connor et al., 2014a; O'Connor et al., 2014b; Sargeant et al.,
2014a, 2014b; Sargeant und O'Connor, 2014a).

Eine Meta-Analyse stellt einen Unterpunkt dieser systematischen Reviews dar. VVorhandene
Literatur zu einer speziellen Fragestellung wird zundchst moglichst umfassend recherchiert
(Sargeant und O'Connor, 2014b). Erst nach der Recherche erfolgt eine Sichtung dieser
sogenannten Primarliteratur hinsichtlich ihrer Relevanz fir die anfangs definierte
Fragestellung. Aus den relevanten Studien werden anschlieRend Daten gesammelt und
hinsichtlich ihrer ,,Verzerrungsanfalligkeit” (risk of bias) bewertet (Sargeant und O'Connor,
2014a). Eine Meta-Analyse stellt die quantitative Auswertung der erhobenen Daten mehrerer
Studien dar und bezieht sich hierbei meist auf den Vergleich zweier Ereignisse (beispielsweise
Erkrankungshaufigkeit in einer Kontroll- und einer Versuchsgruppe) im Rahmen kontrollierter
klinischer Studien (Rufibach und Held, 2013). Ebenfalls moglich sind Meta-Analysen zu
epidemiologischen Fragestellungen. Hierbei beschrénkt sich die Analyse jedoch auf die
statistische Heterogenitétspriifung. Nur wenn eine ausreichende Homogenitat der untersuchten
Studien vorliegt, kann eine gemeinsame EffektgroRe tiber diese Studien gebildet bzw. geschétzt
werden (Rufibach und Held, 2013). Eine qualitative, beschreibende Auswertung der erhobenen
Daten im Rahmen eines systematischen Reviews ist jedoch ebenso mdglich und von Wert fiir
den wissenschaftlich orientierten Veterinar-/Mediziner (O'Connor et al., 2014a; Sargeant und
O'Connor, 2014b). Den Abschluss systematischer Reviews bilden die Présentation der
Ergebnisse und deren Interpretation (Sargeant und O'Connor, 2014b).

VVom Kklinischen Standpunkt aus betrachtet ist der Sinn einer solchen Meta-Analyse, den
Patienten mit der bestmdglichen Therapieoption versorgen zu kénnen (Schmidt, 2007). Um hier
zu einer bestmdglichen klinischen Entscheidung kommen zu kénnen, sind neben der EBVM
die eigene klinische Erfahrung sowie die Bedrfnisse des Patienten bzw. des Patientenbesitzers
zu berticksichtigen (Schmidt, 2007).



2. Urolithiasis beim kleinen Wiederk&auer
2.1 Embryologische Entwicklung und Anatomie des Harntraktes

Der Harntrakt wird gebildet aus den Nieren, den Ureteren, der Blase und der Urethra. Er entsteht
in der Embryonalphase aus der Urogenitalplatte des intermedidaren Mesoderms, aus den
Wolff'schen Gangen und dem Sinus urogenitalis. Beim mannlichen Individuum entwickelt sich
die primitive Urethra zu einer kurzen Urethra propria (vom Trigonum vesicae der Blase bis zu
den Mundungsstellen der Samenleiter) und zu einem Becken- und Penisanteil der distalen
Urethra (Russe, 1990). Anatomisch betrachtet liegt die rechte Niere zwischen der letzten Rippe
und dem zweiten Lendenwirbel (L2), wohingegen die linke Niere in der rechten Halfte des
Abdomens zwischen L4 und L5 zu finden ist. Die beiden Nieren des kleinen Wiederk&uers sind
bohnenférmig und weisen &hnlich wie beim Hund eine glatte Oberflache auf (\Vollmerhaus,
1999). Der Urin sammelt sich im Nierenbecken und wird Uber die beiden Ureteren zur
Harnblase hin abgeleitet. Die Blase selbst besteht aus drei histologisch zu differenzierenden
Schichten; der Serosa auf der Oberflache des Organs, der Muscularis und der Mucosa als innere
Auskleidung der Blase. Ubersteigt das Urinvolumen das Fassungsvermdgen der Blase, so setzt
die Miktion ein und der Urin flieBt entlang der Urethra beginnend am Trigonum vesicae ab.
Dort miinden beim ménnlichen Tier die Samenleiter auf dem Colliculus seminalis in die
Urethra. Diese Mundungsstelle reprasentiert die Grenze zwischen praprostatischem und
prostatischem Teil der pelvinen Urethra. Anschlielend an die Umschlagstelle der Urethra in
der Flexura ischiadica nach ventral verl&uft die Harnrohre eingebettet in Penisgewebe und endet
im Processus urethralis an der Penisspitze. Der Penis aller Wiederkauer ist vom fibroelastischen
Typ, bestehend aus zwei Corpora cavernosa und einem singuléren Corpus spongiosum. Dieser
Corpus spongiosum formt den ventralen Anteil des Penis und tragt die, in diesen eingebettete,
Urethra. Pradisponierte Stellen fir das Auftreten von Harnréhren-Obstruktionen sind die
anatomisch vorgeformten Engstellen im Verlauf der Harnréhre. Namentlich die Beckenflexur
(Flexura ischiadica), die s-formige Flexur (Flexura sigmoidea), die Glans penis und der

fadenformige Fortsatz an der Penisspitze (Processus urethralis) (Van Metre, 2004).

2.2 Histologischer Aufbau der Urethra

Die harnableitenden Wege bestehen aus dem Nierenbecken, den Harnleitern, der Harnblase und
der Harnrohre. Diese Strukturen weisen im Wesentlichen eine einheitliche Wandarchitektur auf
(Smollich, 1992a; Welsch, 2003). Die Schleimhaut des harnableitenden Systems besteht aus

einem mehrschichtigen hochprismatischen Ubergangsepithel, dem sogenannten Urothel (Abb.
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1). Dessen Aufbau erlaubt eine gewisse Anpassung an die physiologischerweise auftretenden
Dehnungszusténde bei bzw. wahrend der Miktion (Weyrauch et al., 1998). Nach lateral folgen
die Schichten der bindegewebigen Propria mucosae, die Tunica muscularis und die Tunica
serosa. Die Harnrohre ist beim mannlichen Tier in ihrem distalen Verlauf in den Penis
eingebettet und wird dort als Harn-Samen-Ro6hre (Canalis urogenitalis) bezeichnet (Smollich,
1992b; Welsch, 2003). Die Schleimhaut der ménnlichen Harnrohre weist ein polygonales
Epithel auf und geht im Bereich des Processus urethralis in ein mehrschichtiges Plattenepithel
uber, welches sich bis auf das Innenblatt (Lamina interna praeputii) des Praputiums fortsetzt
(Abb. 2) (Smollich, 1992b).

Abb. 1: Pars penina der Harnréhre eines 6 Monate alten Lacaune x Milchschafbockes; HE
10x. Zentral gelegen die sternférmig in Falten gelegte Schleimhaut der Harnrohre eingebettet
in ein Corpus cavernosum urethrae.

Abb. 2: Lamina interna praeputii des Bockes aus Abbildung 1; HE 20x. Mehrschichtiges
Plattenepithel des Innenblatts des Praputiums.



2.3 Innervation von Blase und Urethra

Die Innervation von Blase und Urethra erfolgt sowohl zentral als auch peripher. Sensorische
sowie motorische Fasern sind durch ein hochspezialisiertes Zusammenspiel an der Miktion (der
Blasenentleerung) beteiligt. Die willkirliche Steuerung der Blasenmuskulatur wird durch den
permanenten Informationsaustausch zwischen Effektororgan (Blase / Urethra) und der
Grol3hirnrinde bewerkstelligt. Verarbeitete Reize werden vom Grof3hirn an das zentrale
Miktionszentrum in der Pons weitergeleitet. Dieses steht (iber motorische Seitenstrangneurone
mit dem sakralen Miktionszentrum in Verbindung (Braun und Jiinemann, 2012) und geht in die
peripheren Schaltkreise des Plexus pelvicus Uber. Dieses Nervengeflecht stellt die
parasympathische Leitungsbahn dar, wahrend die Fasern des Plexus hypogastricus aus dem
sympathischen Thorakalstrang entspringen. Anteile des Nervus pudendus sind fir die
somatische Innervation der Blase und der Urethra verantwortlich (Braun und Jinemann, 2012).
Die Blasenentleerung wird durch eine Aktivierung des Detrusormuskels tiber den cholinergen
Parasympathikus vermittelt. Neben den klassischen Signalwegen der adrenergen und
cholinergen Reizweiterleitung des vegetativen Nervensystems an postgangliondren Neuronen
kommt den Neurotransmittern des non-adrenergen non cholinergen Systems eine entscheidende
Bedeutung zu (Diener, 2000). Am unteren Harntrakt (lower urinary tract; LUT) besitzen
beispielsweise die Neuropeptide Substanz P und vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP)
kontraktile bzw. relaxierende Wirkungen und scheinen bei Stérungen der Blasenentleerung
oder bei Erkrankungen des LUT beteiligt zu sein (Arms und Vizzard, 2011).

Fur einen ungestorten Harnabsatz sind entgegenlédufige muskuldre Aktionen an Blase und
Urethra notwendig. Ist die Fullungskapazitdt der Blase erreicht, kommt es zu einer
parasympathisch vermittelten Aktivierung der glatten Muskulatur der Blase und somit zu einem
Druckanstieg in der Blase. Dies aktiviert die Relaxation der urethralen glatten Muskulatur und
triggert die Freisetzung von NO und VIP. Adrenerge und somatisch cholinerge exzitatorische
Einflisse werden unterdriickt (Fowler et al., 2008).

2.4 Steinbildung und -zusammensetzung

Bezuglich der Steinbildung werden in der Literatur zwei Hypothesen beschrieben: Die
Kristallisationstheorie und die Matrix-Theorie (Forster, 1988).

Die Kiristallisationstheorie beruht auf der Tatsache, dass es in geséttigten Salzldsungen zur
Bildung von Kristallen kommt (Sun et al., 2010a). Diese Kristalle stellen einen sogenannten
Nidus (Kern oder Ausgangspunkt) fur die Anlagerung weiterer Kristalle und fur die Bildung

von Steinen dar (homogene Nukleation). Besteht der Nidus aus Bakterien, Fibrin oder
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Epithelzellen, wie diese beispielsweise im Falle einer Zystitis vermehrt im Urin auftreten, so
wird der Mechanismus der Kristallisation als heterogene Nukleation bezeichnet (Lonsdale,
1968; Forster, 1988).

Die Matrix-Theorie begriindet sich auf der Annahme, dass die Steinbildung nur aufgrund von
Mukoproteinen moglich ist, welche eine Kittsubstanz fur die Agglutination und fur die
nachfolgende Steinbildung darstellen (Hay, 1990; Sullivan et al., 2013). Bei kleinen
Wiederkduern bestehen Harnsteine hauptsachlich aus Magnesium, Ammonium, Phosphaten,
Calcium, Carbonaten, Oxalaten and Silicaten (Nottle, 1982; Oryan und Razavi, 1993; Clark et
al., 1999; Gutierrez et al., 2000; Kannan und Lawrence, 2010; Mavangira et al., 2010; Sun et
al., 2010a). Alle diese Mineralien neigen dazu, Kristalle auszubilden, wenn ihre maximale
spezifische Loslichkeit erreicht ist. Abh&ngig vom jeweiligen Fltterungsverhéltnis dieser
Mineralien zueinander werden Tiere, welche die entsprechende Futterration erhalten, den einen
oder anderen Steintyp ausbilden (Crookshank et al., 1967; Davis et al., 1969; Cuddeford, 1987).
Hinsichtlich der fir Wiederkdauer hdufigsten Steinart finden sich uneinheitliche Ergebnisse in
der Literatur; bei Magnesium-Ammonium-Phosphat (Struvit) und Calcium-Carbonat (Calcit)
scheint es sich jedoch um zwei gleichermalien wichtige Mineralzusammensetzungen im
Bereich der Wiederkduermedizin zu handeln (Bellenger et al., 1981; Wenkel et al., 1998;
Mavangira et al., 2010; Sun et al., 2010a; Makhdoomi und Gazi, 2013; Sullivan et al., 2013).
Da der physiologische pH-Wert des Urins beim Wiederk&uer leicht alkalisch ist und da sowohl
Harnsteine auf Phosphorbasis als auch Calcitsteine zur Kristallisation in alkalischem Urin
neigen, sind diese Erkenntnisse nicht verwunderlich (Ewoldt et al., 2008; Sullivan et al., 2013).
Manning und Blaney (1986) konnten speziesspezifische Unterschiede in der
Steinzusammensetzung fur Schafe und Ziegen aus Queensland ermitteln. Wahrend Urolithen
aus Schafen hauptséchlich aus Calciumcarbonat mit Magnesiumcarbonat-Anteilen bestanden,
waren diejenigen Steine aus Ziegen aus Magnesiumphosphat aufgebaut. In einer neueren
Untersuchung an funf Merino-Feinwollschafen aus China konnte auch fur Schafe diese Steinart
(Kaliummagnesiumphosphate) ermittelt werden (Pan et al., 2011), wobei zusatzlich
Magnesiumpyrophosphat-Steine in der Niere eines dieser Schafe analysiert wurden. Flr Ziegen
wurden in dieser Region hauptséchlich Struvitsteine festgestellt (Sun et al., 2010b). Eine &ltere
regionale Studie aus dem Raum Jena gibt fiir die Zusammensetzung der analysierten Harnsteine
von Schafen (n = 31) als vornehmliches Mineral Magnesium-Ammonium-Phosphat (Struvit)
an (Wenkel et al., 1998). Dieselbe Studie ermittelte bei Ziegen Calciumoxalat sowie

Calciumphosphat-Steine.



2.5 Epidemiologie und Pathogenese

Das Vorkommen von Harnsteinen ist bereits seit der Antike bekannt (Modlin, 1980). Die
Préavalenz fur Urolithiasis bei Schaf und Ziege hat innerhalb des letzten Jahrhunderts gewisse
Anderungen erfahren (Robinson et al., 2008). Wihrend in der Literatur der 30er Jahre des
vergangenen Jahrhunderts das Auftreten von obstruktiver Urolithiasis als sporadisches
Geschehen gehandelt wird (zitiert nach (Weaver, 1969)), ist diese Erkrankung zu einem
h&ufigen Problem in grolRen Mastbestanden (Bellenger et al., 1981; Parker, 1981; Hay, 1990)
sowie in kleineren Herden und bei Tieren aus Hobbyhaltungen avanciert (Kimper, 1994;
Nwaokorie et al., 2015). Uber saisonale und regionale Haufungen dieser Erkrankung wurde
berichtet (Oehme und Tillmann, 1965; Nottle, 1982; Salman et al., 1988). Bei Zuchtbtcken
scheint die Obstruktion der Urethra infolge Urolithiasis eine der haufigsten tddlichen
Erkrankungen zu sein (Forster, 1988), wobei hier mitunter wirtschaftliche oder
nutzungskorrelierte Uberlegungen zur Euthanasie des Tieres filhren (Van Weeren et al., 1987a;
Doster und Grotelueschen, 1996). Fir die Lammermast werden Urolithiasis-Inzidenzen von bis
zu 10 % angegeben (Hay, 1990), wobei die Mortilitatsrate bei etwa 60-100 % liegen soll (Hay,
1990; Klimper, 1994).

Aufgrund der anatomischen Gegebenheiten — einer im Vergleich zum weiblichen Tier sehr
langen und engen Urethra — tritt diese Erkrankung nahezu ausschlief3lich bei intakten und
kastrierten ménnlichen Wiederkduern auf (Bostedt und Dedié, 1996; Van Metre et al., 199643;
Behrens et al., 2001; Duhlmeier et al., 2007). So wurden fir die Calcit-Urolithiasis bei Ziegen
unter anderem die Risikofaktoren “méannlich” und “kastriert” als risikoreicher eingestuft als
»~weiblich® und ,,unkastriert® (Nwaokorie et al., 2015). Im Rahmen einer retrospektiven
Untersuchung an Ziegenbdcken mit Urolithiasis konnte ermittelt werden, dass im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe signifikant mehr kastrierte Bocke als intakte Bdcke betroffen waren
(George et al., 2007).

Der vornehmliche Sitz der Verlegung der Harnrohre befindet sich bei kleinen Wiederkduern im
Bereich der Beckenflexur oder der distalen Flexura sigmoidea sowie am Processus urethralis
(Kimper, 1994; Van Metre et al., 1996a; Ganter, 2001). Fir Schafe wird eine gewisse
Rassepradisposition fir das Merinolandschaf sowie fiir Schwarzkopfschafe konstatiert
(Kimper, 1994; Bostedt und Dedié, 1996). Bei Ziegen wurde eine Rassepradisposition fiir die
Afrikanische Zwergziege ermittelt (George et al., 2007).

Generell besteht in der Literatur Einigkeit dahingehend, dass das Auftreten von Urolithiasis
futterungsabhangig ist (Bushman et al., 1964; Packett und Hauschild, 1964; Bushman et al.,

1965; Robbins et al., 1965; Huntington et al., 1977; Cuddeford, 1987). Ein hoher Getreideanteil
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in der Ration fuhrt zu einer Ubermé&Rigen Phosphorzufuhr und beglnstigt neben anderen
Faktoren die Entstehung von Phosphat-Urolithen (Vipperman, Jr. et al., 1969; Hoar et al.,
1970a; Sato und Omori, 1977). Das Zusammenspiel von Natrium, Kalium, Kalzium, Phosphor
und Magnesium war Gegenstand einer Vielzahl von Fltterungsversuchen mit dem Ziel, eine
ideale Zusammensetzung der Ration in Hinblick auf eine Urolithiasis-Prophylaxe zu ermitteln
(Hoar et al., 1969, 1970a, 1970b). Als ideal angesehen wird — auch heute noch - ein Kalzium-
Phosphor-Verhéltnis von 2:1 (Vipperman, Jr. et al., 1969). Statistische Aufarbeitungen der
Wahrscheinlichkeiten, bei definierten Mineralstoffkonzentrationen an Urolithiasis zu
erkranken, wurden durchgefihrt (Lamprecht, Jr. et al., 1969a, 1969b). Diese Untersuchungen
erstreckten sich sowohl auf die Mineralstoffkonzentrationen in der Ration als auch auf die
Blutserum-Konzentrationen sowie die Exkretion dieser Elemente im Urin. So lasst sich anhand
der Blutserumkonzentrationen fur Phosphor, Kalzium, Magnesium und Kalium sowie anhand
deren Exkretion im Urin, anhand des Harnvolumens, des spezifischen Gewichts des Urins, des
pH-Werts und der titrierbaren Aziditat des Urins durch Anwendung einer aufwendigen Formel
mit einer Sicherheit von 75 % abschatzen, ob ein Tier Harnsteine bilden wird oder nicht
(Lamprecht, Jr. et al., 1969a).

Weitere Studien an Schafen und Ziegen wurden publiziert, in denen Faktoren ermittelt wurden,
welche die experimentelle Beeinflussbarkeit der Steinbildung betrafen (Davis et al., 1969;
Stewart et al., 1990; Wang et al., 2009). Die Beteiligung einer Infektion mit Ureaplasma an der
Urolithogenese wurde vermutet, konnte jedoch statistisch nicht bewiesen werden (Livingston,
Jr. et al., 1984). Anhand der oben genannten und in der Literatur im Detail beschriebenen
Risikofaktoren ist der typische Urolithiasis-Patient mit Calcitstein-Urolithiasis eine kastrierte,
méannliche afrikanische Zwergziege mit einem Alter tGber 1 Jahr (Nwaokorie et al., 2015).

Die Ausbildung bzw. das Auftreten von Harnsteinen bei Schafen und Ziegen wurde in einer
Reihe von Futterungsversuchen naher beleuchtet (Crookshank et al., 1967; Unanian et al., 1985;
Sullivan et al., 2013). Wechselnde Zusammensetzungen der Rationen insbesondere im Hinblick
auf den Gehalt an Phosphor, Kalzium und Magnesium wurden verfittert und die Inzidenz von
Urolithiasis in den Versuchsgruppen ermittelt. Fur betroffene Bdcke konnten hohere
Serumgehalte an Magnesium und Phosphor bei niedrigeren Kalziumkonzentrationen ermittelt
werden (Crookshank et al., 1967; Unanian et al., 1985). Die Inzidenzen im Rahmen dieser
Experimente schwanken je nach Futterzusammensetzung zwischen 23 und 57 %. Die hochsten
Inzidenzen wurden fir eine Ration mit einem Kalzium-Phosphorverhaltnis von 1:2 verzeichnet
(Crookshank et al., 1967).
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Zur Prophylaxe der Struvitbildung (oder anderer Phosphatsteine) wird ein Urin-pH-Wert von
6-6,5 empfohlen (Jones et al., 2009). Die Anwendung des beim Rind von der Hypokalzdmie-
Prophylaxe bekannten DCAD-Konzeptes mit Zufutterung von Ammoniumchlorid ermdglicht
bei einem DCAD von 0 mEq / kg eine sichere Urinansduerung ohne dabei zu einer
metabolischen Azidose im Blut zu fiihren (Jones et al., 2009). Die Verabreichung von entweder
1-2 % Kaliumchlorid oder 0,5-1 % Ammoniumchlorid zur Ration werden als protektiv
gegentber der Ausbildung von Harnsteinen angesehen (Crookshank, 1970; Emerick et al.,
1972; Stewart et al., 1991). Eine Ansduerung des Urins durch Gabe von 450 mg
Ammoniumchlorid pro kg KGW und Tag hat zwar positive Auswirkungen auf eine Reduktion
der Inzidenz von Phosphatsteinen, nicht jedoch auf die Ausbildung von Kalzium-basierten
Harnsteinen (Mavangira et al., 2010), da die Ansduerung hier zu einer erh6hten Freisetzung
und fraktionierten Elimination von Kalzium im Urin fuhrt. Die Effekte von Ammoniumchlorid
im Sinne der Risikoerh6hung an Kalzium-basierter Urolithiasis zu erkranken, gleicht hierbei
derjenigen bei einer kalziumreichen Fitterung auf Luzerne- oder Kleebasis (Mavangira et al.,
2010). Die Autoren geben jedoch auch Harnstein-protektive Effekte einer erhohten Chlorid-
Ausscheidung bei Ammoniumchlorid-Fitterung an und fordern weiterfiihrende Studien zu
dieser Thematik. Auch andere Arbeitsgruppen raten bei einer langfristigen Fltterung saurer
Salze zu einer Uberwachung der Elektrolytkonzentrationen sowie der Knochendichte, da
aufgrund einer gesteigerten Kalzium-Exkretion zum einen die Gefahr der Calcitsteinbildung
steigt und zum anderen eine sekundare Osteoporose entstehen kann (Stratton-Phelps und
House, 2004).

2.6 Bildgebende Verfahren zur Darstellung des unteren Harntraktes

Rontgen

Die rontgenologische Darstellung des unteren Harntraktes wird insbesondere in der
Kleintiermedizin als RoutinemalRnahme im Rahmen der Diagnostik bei Verdacht auf eine
bestehende Harnsteinerkrankung durchgefiihrt (Bartges und Callens, 2015). Indikationen zur
Anfertigung einer solchen Ubersichtsaufnahme des kaudalen Abdomens konnen sowohl in
Harntrakt-assoziierten Symptomen (z.B. Dysurie, Strangurie oder Pollakisurie) als auch in
unspezifischen Symptomen (z.B. Anorexie, akutes Abdomen) begriindet liegen (Hecht, 2015).
Eine Darstellung der physiologischen Urethra mittels solcher Ubersichtsaufnahmen im
laterolateralen bzw. ventrodorsalen Strahlengang ist jedoch nicht méglich (Hecht, 2015). Bei

Patienten mit obstruktiver Urolithiasis konnen diese Steine in 85 % der Féalle mittels nativer
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Rdntgendarstellung erkannt werden wobei sich Struvitsteine als nicht réntgendicht erwiesen
haben (Kinsley et al., 2013).

Die genaue und in allen Fallen mogliche Darstellung des Verlaufes der Urethra macht daher
die  Anwendung eines Kontrastmittels notwendig, wobei Ublicherweise ein
Positivkontrastmittel (beispielsweise Jod-haltige Praparate) verwendet wird (Hecht, 2015). Zur
Darstellung der Urethra kann sowohl eine Zystourethrographie mit antegrader Darstellung der
Urethra durchgefiihrt werden als auch eine retrograde Darstellung mittels retrograder
Instillation von Kontrastmittel in die Urethra (Palmer et al., 1998; Hecht, 2015). Zur Abklarung
von Harnabfluss-Stérungen, welche nicht durch Nativréntgen erkannt werden kénnen, wird
beim kleinen Wiederk&uer die Durchfiihrung einer Positivkontrastaufnahme empfohlen, wobei
das Kontrastmittel tGber einen Ballonkatheter nach Zystotomie in die Blase zu instillieren ist
(Palmer et al., 1998; Kinsley et al., 2013). Die Technik einer Ausscheidungsurographie kann
zur Darstellung der Urethra nicht empfohlen werden, da selbst eine konstante Darstellung der
Ureteren nicht sicher gewéhrleistet ist (Palmer et al., 1998). Da es kein zur Anwendung beim
Wiederkduer zugelassenes Kontrastmittel gibt, kann entweder die Umwidmung eines fir
Kleintiere zugelassenen, jodhaltigen Positivkontrastmittels erfolgen oder aber bevorzugt eine
verdunnte PVP-Jod-Ldsung mit bestehender Zulassung fiir kleine Wiederk&uer verwendet
werden. In beiden Féllen ist allerdings die aufgrund der Umwidmung bestehende Wartezeit von
7 Tagen auf Milch (beim weiblichen Tier) und 28 Tagen auf Fleisch einzuhalten.

Sonographie

Die Sonographie stellt eine gut anwendbare, nicht-invasive diagnostische Methode beim
kleinen Wiederk&duer dar, welche zur Untersuchung des Reproduktionstraktes aber auch in der
Internistik und Chirurgie hdufige Anwendung findet (Scott, 2012; AlLugami et al., 2017). Bei
Vorliegen einer obstruktiven Urolithiasis stellt die transabdominale Sonographie (5 MHz
Linear- oder Sektorschallkopf) neben der bereits oben beschriebenen radiologischen
Untersuchung das diagnostische Mittel der Wahl dar (Scott und Sargison, 2010; Scott, 2013,
2016). Die transabdominale Darstellung der dilatierten Blase in Verbindung mit der
charakteristischen klinischen Symptomatik bietet die Mdglichkeit, innerhalb von flinf Minuten
die Diagnose ,,0bstruktive Urolithiasis* vor Ort und ohne Zeitverzégerung aufgrund des
Anfertigens einer Blutuntersuchung im Labor zu stellen (Scott, 2016). Laut Scott (2000) gilt
hierbei eine das Becken um bis zu 10 cm oder mehr Uiberragende Harnblase als unphysiologisch,
da die Blase physiologischerweise beim Schafbock intrapelvin gelegen ist und sich daher der

transabdominalen sonographischen Untersuchung entzieht. Bei transrektal durchgefiihrter
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Sonographie lasst sich die Harnblase bei weiblichen kleinen Wiederké&uern ebenso darstellen
wie bei gesunden und an obstruktiver Urolithiasis erkrankten Bocken, wobei eine Vermessung
der dilatierten Blase bei erkrankten Tieren aufgrund der begrenzten Eindringtiefe der
Rektalschallsonden nicht maéglich ist (Braun et al., 1992b; Braun et al., 1992a; Steininger und
Braun, 2012). Eine physiologische Blase stellt sich bei weiblichen Saanen-Ziegen
sonographisch als echogene schmale Linie mit einer Dicke von 1,4 £ 0,38 mm dar (Steininger
und Braun, 2012) und erreicht bei ménnlichen Bergschafen eine Dicke von 2 + 1 mm (Braun et
al., 1992a).

Fur die prognostische Einschatzung bei Vorliegen einer obstruktiven Urolithiasis sollte
aullerdem stets eine transkutane sonographische Untersuchung zumindest der rechten Niere
durchgefuhrt werden (Scott, 2000, 2016). Sofern es durch den Rickstau von Urin in das
Nierenbecken bereits zu einer ausgepragten Hydronephrose gekommen ist, ist die Prognose fiir
das Tier als sehr schlecht einzustufen und die Euthanasie sollte in diesen Féllen aus
Tierschutzgriinden einem Therapieversuch vorgezogen werden (Scott, 2013).

Fur die sonographische Darstellung der distalen harnableitenden Wege werden in der
Kleintiermedizin Schallkopfe mit Frequenzen von 7,5 MHz oder darliber empfohlen. Die
Untersuchung findet am Patienten in Rlckenlage statt (Poulsen Nautrup und Lierssen, 2007).
Zur besseren Erkennbarkeit wird empfohlen, eine Sonde in die Urethra einzufiihren. Uber diese
kann entweder direkt — durch Darstellung der Sonde selbst — oder aber durch Instillation von
aufgeschuttelter Kochsalzldsung ber Mikroblaschen die Urethra dargestellt werden (Kumon
et al., 2004; Poulsen Nautrup und Lierssen, 2007). Beim Menschen bereitet die Darstellung der
Urethra in der Regel keine Probleme, da hier die willentliche Miktion zur Dilatation der Urethra
ausgenutzt werden kann. Alternativ kann ein Ballonkatheter in der Fossa navicularis, welche
sich im Bereich der apikalen Urethra beim Mann befindet, fixiert werden und Uber diesen
Katheter kann Spillésung in die Urethra instilliert werden. Die Harnrohre stellt sich dann als
anechogenes Band flankiert von den echogenen Urothelanschnitten dar (Shaida und Berman,
2012).

CT und MRT-Darstellung der harnableitenden Wege

Eine Darstellung der harnableitenden Wege kann mittels Computer- oder Magnetresonanz-
Tomographie erfolgen (Karpenstein et al., 2011; Hecht, 2015; Heilmann, 2016). Diese
Techniken erfordern jedoch einen erheblichen apparativen Aufwand und sind somit
kostenintensiv. Eine Anwendung beim kleinen Wiederkduer ist daher nur fur spezielle

Fragestellungen und fir Hobbytiere denkbar. In der Humanmedizin werden CT- und MRT-

13



Untersuchungen in der Beurteilung und Klassifikation von Blasenkrebs sowie zur
Untersuchung von Harnabsatzstorungen inklusive der Steindetektion eingesetzt (Deruyver et
al., 2016; Ritter, 2016).

2.7 Therapeutische Mdglichkeiten und deren Limitationen

Die obstruktive Urolithiasis stellt die haufigste Indikation fur einen chirurgischen Eingriff am
Harntrakt bei kleinen Wiederkauern dar (Kinsley et al., 2013). In der Literatur findet sich eine
Vielzahl an mdglichen Therapieansatzen und operativen Verfahren, welche zur Behandlung
dieser Erkrankung eingesetzt werden konnen (Van Metre et al., 1996a). Diese Therapieformen
reichen von der konservativ-medikamentdsen Therapie Uber die Amputation des Processus
urethralis oder aber die Laser-Lithotripsie bis hin zur Transplantation von Backenschleimhaut
zur Wiederherstellung einer intakten Harnréhre nach obstruktiver Urolithiasis (Oehme und
Tillmann, 1965; Weaver, 1969; Halland et al., 2002; Gill und Sod, 2004; Van Metre, 2004).
Generell sind bei den chirurgischen Techniken Eingriffe an der Urethra selbst abzugrenzen von
Operationstechniken, welche die Blase miteinbeziehen. Mdgliche Operationen an der Urethra
sind hierbei die Urethrotomie inklusive Amputation des Processus urethralis, die perineale oder
ischiale Urethrostomie sowie die Penektomie (Penisamputation). Fiir Tiere im Zuchteinsatz
werden Techniken empfohlen, welche die Urethra schonen und stattdessen eine Drainage der
Blase nach auRen unter Umgehung der Urethra erzeugen. Hierzu zédhlen die einfache
Zystotomie, die Katheterzystostomie und die Marsupialisation der Blase (Van Metre et al.,
1996b; Van Metre, 2004).

Medikamenttse Therapie

Die medikamenttse Therapie bei obstruktiver Urolithiasis besteht aus der parenteralen
Anwendung analgetisch-spasmolytischer Pharmaka eventuell in Verbindung mit Sedativa.
Diese konservative Therapie wird 12 bis 18 Stunden nach Erstbehandlung als erfolglos
eingestuft, wenn bis zu diesem Zeitpunkt kein Urinabfluss beobachtet wird (Oehme und
Tillmann, 1965). Allerdings geben die genannten Autoren an, dass die Wirkung der
Spasmoanalgesie bzw. der Sedation hauptséchlich auf eine Streckung der Flexura sigmoidea
und somit eine passive sekundére Weitung der Urethra zurtickzufiihren ist. Eine ursdchliche
medikamenttse Therapie stellt die Instillation von Walpole-Pufferlésung in die Blase von
Bdcken mit Urolithiasis dar (Cockcroft, 1993; Janke et al., 2009). Diese Pufferldsung mit einem
pH-Wert von 4,5 besteht aus Natriumacetat, Eisessig und destilliertem Wasser (Janke et al.,
2009). Der Sinn der Instillation dieser Losung in die Blase von Patienten mit Urolithiasis
14



besteht darin, eventuell vorhandene Harnsteine durch die Anséuerung des Urins mittels der
sauren Pufferlosung auflésen zu konnen. In beiden genannten Publikationen wird die
Instillation von Walpole-Pufferlésung nicht als alleinige Therapie, sondern als Begleittherapie
nach Amputation des Processus urethralis sowie einer gleichzeitigen anti-inflammatorischen
und analgetischen Therapie beschrieben. In Einzelféllen werden Erfolge durch die Gabe von

Allopurinol bei Urat-assoziierter Urolithiasis beschrieben (Raza et al., 2012).

Konservativ-mechanische Eingriffe an der Urethra

Amputation des Processus urethralis

Eine der hdufigsten Lokalisationen eines oder mehrerer Harnsteine beim kleinen Wiederkauer
ist der Processus urethralis (Kumper, 1994; Bostedt und Dedié, 1996). Das Festsetzen von
Steinen in diesem diinnen fadenférmigen Fortsatz der Urethra fiihrt nahezu immer zu deren
Obstruktion. Daher ist die einfachste initial hdufig angewandte Therapieform die Amputation
des verlegten Processus urethralis (Haven et al., 1993; Kiimper, 1994; Bostedt und Dedié, 1996;
Dihlmeier et al., 2007). Eine langfristige negative Beeinflussung der Fertilitdt von
Zuchtbdcken, welche einer Amputation des Processus urethralis unterzogen werden, scheint
entgegen der haufig von Schafziichtern gedufRerten Meinung nicht zu bestehen (Van Metre,
2004). Dennoch wird eine 2-wochige Deckruhe empfohlen, da Blutungen an der
Amputationsstelle die Samenqualitéat negativ beeinflussen kdnnen (Van Metre, 2004).

Katheterisierung der Harnréhre

Im Zuge der Amputation des Processus urethralis kann die Urethra mit Hilfe kleinlumiger
Katheter sondiert und anschlieBend gespult werden (Van Weeren et al., 1987b; Van Metre et
al., 1996a). Fur eine Katheterisierung der Urethra bis in die Blase sind sehr lange (1-2 m)
Katheter notwendig (Van Metre, 2004). Verkomplizierend kommt ein beim kleinen
Wiederk&uer im kaudalen Bereich der ischialen Urethra vorhandener Recessus urethralis hinzu
(Van Metre, 2004). Diese blind endende Aussackung der Harnréhre fihrt zu einem sehr
héufigen Misserfolg beim Versuch, einen Katheter in die Blase vorzuschieben (Ewoldt et al.,
2008). Auch retrograd durch Hydropulsion in der Urethra zuriickgespulte Urolithen kdnnen
sich in diesen Recessus setzen, fallen jedoch nach der Spulung wieder in die Urethra zuriick
(Ewoldt et al., 2008). Aufgrund dieser mechanischen Hindernisse, der schlechten Erfolgsrate
bei retrograden Spulversuchen und aufgrund der Reizung der Urethralschleimhaut raten einige
Autoren daher von einer retrograden Katheterisierung und Spllung der Harnréhre ab oder

wenden diese zumindest selbst nicht an (Rakestraw et al., 1995; Ewoldt et al., 2006). In neueren
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Arbeiten konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Katheterisierung der Harnblase mittels

Spezialkatheter und Fihrdraht ohne weitere Hilfsmittel moglich ist (Reppert et al., 2016).

Chirurgische Eingriffe an der Urethra

Urethrotomie

Kann die Obstruktion der Urethra durch Amputation des Processus urethralis nicht behoben
werden, so schlielit sich als weitere chirurgische Mallnahme die Maoglichkeit einer
Urethrotomie im Verlauf der Harnréhre im Bereich des die Urethra obstruierenden Urolithen
an (Oehme und Tillmann, 1965; Van Metre et al., 1996a; Makhdoomi und Gazi, 2013). Die
Urethra sollte hierbei nach Entfernung des Urolithen in beiderlei Richtung ohne Widerstand
spllbar sein (Van Metre et al., 1996a). Die Urethrotomie-Stelle wird nach Abschluss der
Operation mittels Einzelheften verschlossen, wobei zur Sicherung der Durchgéngigkeit der
Urethra ein Katheter in die Harnrohre eingelegt werden kann (Van Metre, 2004).

Die Urethrotomie steht einer Zuchtnutzung des Patienten nicht prinzipiell entgegen, wobei
aufgrund von Verwachsungen an der Urethrotomie-Stelle eine eventuell vorsichtige bis

schlechte Prognose hinsichtlich der Zuchttauglichkeit zu stellen ist (Van Metre, 2004).

Urethrostomie

Generell unterschieden werden die perineale sowie die ischiale Urethrostomie — je nach
Lokalisation des artifiziell erzeugten Stomas (Van Metre et al., 1996b; Van Metre, 2004).
Aufgrund der Fixation des Penis an der duf3eren Haut im Perineal- bzw. Ischialbereich schlief3t
diese Form der Therapie die weitere Nutzung des Tieres zur Zucht aus, da ein Ausschachten
des Penis im Anschluss an diese Operation nicht mehr mdaglich ist (Van Weeren et al., 1987a;
Van Metre, 2004). Aufgrund der hohen Gefahr einer Striktur bzw. der hohen Rezidivrate von
45-78 % werden diese Urethrostomie-Verfahren als sogenannte Verwertungstechniken
angesehen, welche eine kurzfristige Schlachtung des betroffenen Tieres zum Ziel haben (Van
Weeren et al., 1987a; Haven et al., 1993). Mit der Intention einer langerfristigen Patenz des
erzeugten Stomas wurde ein modifiziertes Verfahren der proximalen perinealen Urethrostomie
beschrieben (Tobias und van Amstel, 2013). Langzeiterfahrungen zu dieser Technik fehlen

jedoch.

Penisamputation
Dieses Operationsverfahren wird als Verwertungstechnik angesehen und wurde fur kastrierte

sowie intakte Wiederk&uer und Schweine entwickelt (May et al., 1998; VVan Metre, 2004). Der
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Penis wird hierbei proximal der Obstruktion durchtrennt und so prépariert, dass der
Amputationsstumpf im Bereich des Perineums Uber die duBere Haut nach aulen zu liegen
kommt (Van Metre, 2004). Der distale Penisteil kann hierbei entweder verbleiben oder entfernt
werden (Van Metre, 2004).

Extrakorporale und intrakorporale Stowellenlithotripsie

Die Extrakorporale Stol3wellenlithotripsie (ESWL) wurde 1985 in der Humanmedizin zur
Therapie der Urolithiasis etabliert (Rassweiler et al., 2016). Da die Anwendung dieser Technik
jedoch mehrerer Sitzungen bedarf und keine unmittelbare Entfernung der Steinfragmente
moglich ist, wurde diese Technik mittlerweile nahezu komplett durch die intrakorporale
Lithotripsie ersetzt (Rassweiler et al., 2016). Eine Lithotripsie innerhalb des Korpers wurde
durch die Anwendung semirigider sowie flexibler Endoskope mit Arbeitskanal mdglich. Im
Bereich der Human-Urologie stellt die Ureterorenoskopie mit Anwendung entsprechender
StoRRwellensonden oder aber des Holmium-YAG-Lasers mittlerweile einen der h&ufigsten
Eingriffe und in vielen Féllen das Therapieverfahren der Wahl dar (Bach, 2016).

Laserlithotripsie

Insbesondere in der Humanmedizin ist die Anwendung der Urethroskopie mit Laserlithotripsie
eine standardmé&lig angewandte Diagnostik- und Therapieform bei Nieren-, Ureter- und
Blasensteinen (Halland et al., 2002; Bach, 2016). Die Laserlithotripsie mittels Holmium-YAG-
Laser (Yttrium-Aluminium-Garnet) stellt hier den Goldstandard der intrakorporalen
Lithotripsie dar (Bach, 2016). Auch bei Hangebauchschweinen und Ziegen wurde diese
Diagnostik- und Therapieform erfolgreich angewendet (Halland et al., 2002). Allerdings ist
hierflr eine kostenintensive apparative Grundausstattung von Néten und die Anwendung beim
kleinen Wiederkduer ist aufgrund der sehr langen Urethra problembehaftet (Halland et al.,
2002).

Plastische Chirurgie an der Harnréhre / Stents

In Einzelfallen wurden Transplantationen von Backenschleimhaut (Gill und Sod, 2004) zur
plastischen Wiederherstellung der Urethra bzw. das Einsetzen von Stents in die Urethra als
Therapie beschrieben (Van Metre und Fubini, 2006). Die Praktikabilitat und standardmaliige
Anwendbarkeit dieser Verfahren sollte jedoch noch weiter untersucht und durch Studien belegt
werden (Van Metre und Fubini, 2006).
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Chirurgische Eingriffe an der Blase

Marsupialisation der Blase

Die Marsupialisation der Blase stellt das operative Anlegen eines kiinstlichen Blasenstomas im
Inguinalbereich dar — die operative Technik hierzu ist seit langem bekannt (May et al., 1998).
Uber das Stoma konnen sowohl Urin als auch Urolithen ungehindert abgehen. Trotz einiger
Nachteile wie beispielsweise der obligat auftretenden Inkontinenz, einer Dermatitis im
Stomabereich oder des Vorfalls von Urothel aus der Stomadffnung sehen einige Autoren diese
Therapieform als akzeptable Langzeitlosung einer obstruktiven Urolithiasis an (May et al.,
1998; Fortier et al., 2004). Das Anlegen einer solchen Blasenfistel kann mittlerweile auch
Laparoskopie-gestutzt erfolgen und scheint nach Einschatzung der Autoren dem
laparotomischen Verfahren hinsichtlich des postoperativen Schmerzes und der Rekonvaleszenz
uberlegen zu sein (Hunter et al., 2012). Eine Weiterentwicklung der Marsupialisation ist mit
der sogenannten Vesicopraputialen Anastomose (VPA) gegeben (Cypher et al., 2017). Hierbei
wird eine Anastomose zwischen Marsupialisationsstoma und Praputium geschaffen. Da dieses
Verfahren jedoch bisher nur an einer sehr begrenzten Fallzahl (n = 4) beschrieben ist, weisen
die Autoren darauf hin, das Verfahren zundchst noch kritisch zu betrachten und dessen

Anwendung im Einzelfall gut abzuwdégen.

Zystotomie

Unter Zystotomie versteht man das chirurgische Eroffnen der Harnblase im Rahmen einer
Laparotomie. Diese Operation dient dazu, Harnsteine aus der Blase zu entfernen und
anschlieend mittels normograder und / oder retrograder Urethralspiilung die Patenz der
Harnroéhre zu tberprifen (Van Metre et al., 1996b). Bei alleiniger Zystotomie werden in der
Literatur Erfolgsraten zwischen 73 und 88 % angegeben (Haven et al., 1993; Van Metre et al.,
1996b).

Katheterzystostomie

Eine weitere mdgliche Therapie bei VVorliegen einer obstruktiven Urolithiasis ist das temporére
Einlegen eines Ballonkatheters in die Blase (Rakestraw et al., 1995; Van Metre et al., 1996b).
Fur das Einbringen eines solchen Ballonkatheters in die Blase wurden mehrere technische
Verfahren beschrieben (Iselin et al., 2001; Duhlmeier et al., 2007; Franz et al., 2008; Fazili et
al., 2010). Diese beinhalten sowohl die klassische Laparotomie (Iselin et al., 2001), als auch
weitere Abwandlungen dieser Technik (,,Fingerspitzenmethode* nach (Fazili et al., 2010)), teils

auch unter Zuhilfenahme moderner technischer Verfahren wie Sonographie und Endoskopie
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(Dihlmeier et al., 2007; Franz et al., 2008). Sinn dieses Verfahrens ist es, zunéchst einen
Abfluss von Urin Uber den Ballonkatheter sicherzustellen. In den auf die Operation folgenden
Tagen wird durch Verschluss des Katheters (Rakestraw et al., 1995; Van Metre, 2004; Ewoldt
etal., 2008) bzw. durch vorsichtiges Beflllen der Blase mit Spullésung ein normogrades Spuilen
der Urethra (im Sinne einer Urohydropropulsion) versucht, um eine Durchgéngigkeit der

Harnrohre wiederherzustellen (Constable et al., 2016; Heilmann, 2016).
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3. Immunhistochemische Untersuchungen an Praputial- und Urethralgewebe

Immunologie

3.1 Lokale Immunabwehr

Trotz seiner exponierten anatomischen Lage gilt der Harntrakt als weitestgehend steril (Zasloff,
2007). Dieser Umstand ist unter anderem beweisend fur die Existenz eines komplexen und
wirkungsvollen lokalen Immunsystems (Zasloff, 2007). Die Mukosa-assoziierten
Lymphatischen Gewebe (MALT — mucosa associated lymphoid tissues) setzen sich zusammen
aus den lymphatischen Systemen des Gastrointestinal-, des Respirations- und des
Urogenitaltraktes (Holmgren und Czerkinsky, 2005; Williams, 2012b; Acosta-Dibarrat et al.,
2014). Generell wird in der Immunbiologie unterschieden zwischen dem angeborenen und dem
erworbenen Immunsystem (Loésch et al., 2000; Williams, 2012a). Wahrend das angeborene
Immunsystem sowohl humorale Substanzen als auch zellulére Bestandteile umfasst, besteht die
erworbene Immunabwehr ausschliellich aus zelluldaren Komponenten (Williams, 2012c,
2012d). Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehoren die Granulozyten, die
Monozyten und Makrophagen sowie dendritische Zellen. Die erworbene Immunabwehr basiert
auf nattrlichen Killerzellen, B- und T-Lymphozyten, welche ihren Ursprung bzw. ihre Reifung
im Knochenmark (B-Zellen) oder dem Thymus (T-Zellen) erfahren (Williams, 2012a). Naive
T-Zellen werden im Thymus durch Prdgung anhand entsprechender T-Zell-Rezeptoren (TCR —
T-cell-receptors) zu T-Helferzellen (Th-Zellen; CD 4) oder Zytotoxischen T-Zellen (CD 8).
Ihre Aufgaben sind die Aktivierung anderer Immunzellen bzw. die Lyse erkannter Antigene
(Williams, 2012c). Eine direkte Lyse oder ein direktes Erkennen antigener Strukturen ist jedoch
nicht moglich. Hierflr missen Pathogene durch Antigen-prasentierende Zellen (APC) durch
die Ausbildung von MHC | und MHC 11 Molekilen angezeigt werden (Williams, 2012c). Eine
genaue Unterscheidung der T-Lymphozyten erfolgt anhand ihrer biochemischen
Oberflachenstruktur. Diese Klassifizierung wird als ,,Cluster of differentiation” (CD)
bezeichnet und stammt ursprunglich aus der Humanmedizin, wurde jedoch auf andere Spezies
ubertragen (Howard und Morrison, 1994). Die Glykoproteinstruktur der Zelloberflache erlaubt
eine Systematisierung der Zellen, wobei die CD-Molekile oft Bestandteile der T-Zell-
Rezeptoren darstellen.

Die lokale Immunabwehr der Praputialschleimhaut sowie der ménnlichen Urethra ist
Gegenstand einer Reihe humanmedizinischer Studien, welche sich sowohl mit der

Immunbiologie als auch mit den Pathogenitdtsmechanismen venerischer Erkrankungen
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befassen (Pudney und Anderson, 1995; Brunst et al., 1998; Pudney und Anderson, 2011; Ganor
et al.,, 2013). Entsprechende veterind&rmedizinische Arbeiten liegen bei Mausen und
Meerschweinchen wie auch bei Wiederk&uern vor (Howard und Morrison, 1994; Quayle et al.,
1994; Wang et al., 2010; Acosta-Dibarrat et al., 2014). Hinsichtlich einer eventuell
vorhandenen Beziehung zwischen dem Zeitpunkt der Kastration bzw. dem Auftreten einer
Harnsteinerkrankung mit der Verteilung der lokalen Immunzellen in der Urethra findet sich in
der Literatur kein Hinweis. Diese Kenntnisliicke soll daher Gegenstand der eigenen

Untersuchungen sein.

3.2 Cluster of differentiation CD 3-Komplex (Pan-T-Zell-Marker)

Der ,,cluster of differentiation* CD 3 umschreibt einen als CD 3 / T-Zell-Rezeptor-Komplex
bezeichneten Baustein der T-Zellmembran, welcher aus mehreren Glykoproteinen besteht
(Hein, 1992). Der T-Zell-Rezeptor besteht aus einem konstanten und einem variablen
Komplex-Anteil. Der konstante Teil setzt sich aus 3 CD 3-Ketten (, und ) zusammen,
wahrend der variable Anteil entweder aus einem - oder einem - Heterodimer besteht
(Hein, 1992). Die Funktionen des CD 3-Komplexes umfassen sowohl die stabile Verankerung
des Rezeptors innerhalb der Zellwand der T-Lymphozyten als auch die Signaltransduktion nach
der Aktivierung der Zelle durch Binden eines spezifischen Liganden an den Rezeptor (Antigen
gebunden an antigenprasentierende Zelle) (Hein, 1992). Bezuglich der Interspeziesvariabilitét
des CD 3-Rezeptors besteht hinsichtlich der -Anteile weitestgehend Ubereinstimmung
zwischen Wiederkduern, Mensch und Maus. Eine gréliere Variabilitat zwischen den genannten

Spezies ist jedoch fur den  -Anteil zu verzeichnen (Hein, 1992).

3.3 CD 8 (Marker fur zytotoxische T-Lymphozyten)

CD 8-positive T-Lymphozyten stellen eine Untergruppe der T-Zellen dar (Hein, 1992) und
werden in groRer Anzahl sowohl intraepithelial als auch in der Lamina propria der
Urethralschleimhaut nachgewiesen (Pudney und Anderson, 1995). lhre Funktion im Rahmen
der lokalen Immunitédt auf den Schleimhduten des Kdrpers wird sowohl als zytotoxische T-
Zelle als auch als T-Zelle mit immunsuppressiver Wirkung angegeben (Pudney und Anderson,
1995). Eine immunsuppressive Wirkung im Sinne einer immunologischen Toleranz z.B. gegen
autoantigentragende Spermien oder exogene Antigene soll beim Menschen gegeben sein
(Pudney und Anderson, 1995; Holmgren und Czerkinsky, 2005).
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3.4 CD79 (Pan-B-Zell-Marker)

Ahnlich wie filr CD 3 bereits oben ausgefiihrt, versteht man unter CD 79 einen Bestandteil
des B-Zellrezeptors (Koyama et al., 1997). Dieser Rezeptorkomplex besteht aus CD 79 und
CD 79 , wobei dieses Heterodimer am extrazelluldren Ende nicht-kovalent an eines der funf
transmembranédren Immunglobulin-Molekile (IgM, IgD, 1gG, IgE oder 1gA) bindet (Koyama
et al., 1997; Chu und Arber, 2001). Die intrazellularen Anteile dienen der Signaltransduktion
im Zytoplasma (Chu und Arber, 2001). In unreifen B-Zellen konnten CD 79 und — -Ketten
ohne Bindung an Immunglobulin-Molekiile nachgewiesen werden (Koyama et al., 1997).
Generell werden jedoch beide Bestandteile des CD 79 nahezu ausschlieBlich auf B-Zellen
exprimiert. Antikorper gegen diesen Komplex kdnnen daher in der Immunhistochemie als
potenter B-Zell-Marker genutzt werden (Chu und Arber, 2001).

3.5 MAC 387 (Makrophagen-Marker)

Der Antikorper-Klon MAC 387 ist gerichtet gegen das intrazytoplasmatisch sowie
membranstéandig gelegene Calprotectin, welches auch als Bestandteil der S100-Proteinfamilie
bezeichnet wird (Nacken et al., 2003). Dieses , -Heterodimer findet sich im Zytoplasma von
neutrophilen Granulozyten und wird auf der Zellmembran von Monozyten exprimiert (Striz
und Trebichavsky, 2004). Von dort kann es bei Aktivierung der Zelle sezerniert werden und
dient als klinisches Diagnostikum akuter und chronischer Entziindungsreaktionen (Nacken et
al., 2003; Striz und Trebichavsky, 2004). Bei Ratten, welche nach einer chronischen Infektion
mit Ureaplasma parvum Struvit-Harnsteine entwickelt haben, konnte ein erhohter Gehalt an
proinflammatorischem S100A8 im Blasengewebe nachgewiesen werden. Das Blasenepithel
dieser Tiere weist eine hohe Zahl an S100A8- sowie S100A9-positiven Zellen auf, was bei
Vergleichstieren mit chronischer Harntraktentziindung ohne Harnsteinbildung nicht der Fall ist
(Reyes et al., 2009). Die Autoren schliel3en daher auf eine Beteiligung des angeborenen lokalen
Immunsystems — namentlich der lokalen Entziindungsreaktion in der Blase mit vermehrter

Produktion des Biomarkers S100A8 — bei der Ausbildung von Struvit-Harnsteinen.

Neuropeptide im unteren Harntrakt

Neuropeptide haben eine gewebespezifische Verteilung und Funktion im unteren Harntrakt
(lower urinary tract — LUT) und sind eng mit dem physiologischen Ablauf der Miktion
verknlpft (Merrill et al., 2013). Bei Vorliegen einer Dysfunktion im LUT (z.B. Entzlindungen)

kommt es zu Veranderungen der Expression und der Funktion der Neuropeptide im Sinne einer
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gestorten Balance im Neuropeptidmuster, was wiederum zu einer Stérung der normalen
Miktion fihren kann (Arms und Vizzard, 2011; Merrill et al., 2013).

Die Bedeutung der Neuropeptide (wie beispielsweise SP und VIP) wird anhand der Vielzahl an
immunhistochemischen Studien am intramuralen Nervenfasergeflecht der Blase sowie im
Bereich der Urethra unterschiedlicher Spezies deutlich (Majewski et al., 1999; Sienkiewicz et
al., 2004; Arrighi et al., 2008; Kedia et al., 2015). Diesbezigliche Untersuchungen beim kleinen
Wiederkauer fehlen jedoch.

3.6 Substanz P im Urogenitaltrakt

Das Neuropeptid Substanz P (SP) besteht aus 11 Aminosauren und gehoért zu der Gruppe der
Tachykinine (Dockray, 1987). Seine prokinetische Wirkung im Magen-Darmtrakt des kleinen
Wiederkauers vermittelt SP durch Bindung an die G-Protein gekoppelten Rezeptoren NK-1,
NK-2 und NK-3 (Oh-ishi et al., 2013). Im Urogenitaltrakt wird dieses Peptid neben anderen
Neuropeptiden mit der Physiologie der Blasenentleerung in Verbindung gebracht (Arrighi et
al., 2008; Arms und Vizzard, 2011). AulRerdem kommt Substanz P eine wichtige Bedeutung
bei der parakrinen Vermittlung der Nozizeption, bei inflammatorischen Prozessen, bei der
Entwicklung von Odemen sowie funktionell bei der Ejakulation zu (Rau et al., 2014). Hinweise
fir die Beteiligung von Substanz P bei der Ubertragung sensibler Reize und der Kontrolle
glattmuskularer Kontraktilitat in der Urethra konnten mittels immunhistochemischer
Untersuchungen an den akzessorischen Geschlechtsdriisen von Schafbdcken identifiziert
werden (Arciszewski, 2004). Entsprechende in-vivo-Effekte sind aufgrund pharmako-
physiologischer Untersuchungen an der Urethra von weiblichen Ratten bekannt (Radziszewski
et al., 2003). Hier fihrte die Applikation von Substanz P zu einer kréftigen, phasischen
Kontraktion glatter Muskulatur und dadurch zu einer intraurethralen Drucksteigerung. Neben
diesen unmittelbaren Effekten des Neuropeptids Substanz P auf die glatte Muskulatur der
Urethra und der Blase scheint der Konzentration dieses Peptids innerhalb des Urothels
besondere Bedeutung beizukommen. Bei Katzen mit feliner interstitieller Zystitis (FIC)
konnten beispielsweise deutlich erhohte Konzentrationen an Substanz P im Blasenurothel
nachgewiesen werden (Birder et al., 2010). Die Autoren bringen diese — im Vergleich zu
gesunden Katzen deutlich erhdhten — Neuropeptidkonzentrationen mit der Vermittlung des
chronischen Blasenschmerzes durch Zellen des Urothels an Astrozyten des Riickenmarks in
Verbindung. Generell besteht in der Literatur Ubereinstimmung dahingehend, dass Substanz P
als Tachykinin neben den klassischen adrenergen Neurotransmittern in die afferente sensible

Reizweiterleitung aus dem unteren Harntrakt eingebunden ist und Uber diese
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Signaltransduktionswege die Blasenfunktion beeinflusst (Andersson, 1996). So hat die lokale
Freisetzung von Substanz P aus sensorischen Nervenfasern in der Blase verschiedene Effekte
zur Folge. Hierzu gehoren z.B. glattmuskuldre Kontraktionen, eine Forderung weiterer
Neurotransmitterfreisetzung aus Nervenfasern, Vasodilatation und eine erhohte

Plasmapermeabilitat (Andersson, 1996).

3.7 VIP im Urogenitaltrakt

VIP besteht aus 28 Aminosduren und findet sich bei Sdugetieren in Neuronen des
Gastrointestinaltraktes, des Gehirns und Ruckenmarks sowie im Urogenitaltrakt (Dockray,
1987). Seine Wirkung vermittelt dieses Peptid nach Bindung an seine spezifischen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (VPAC 1 und VPAC 2) und Freisetzung von cAMP (Yoshiyama und
Groat, 2008). Eine verénderte Expression und Wirkung dieses Peptids bei pathologischen
Zustanden l&sst vermuten, dass VIP eine Rolle bei der Physiologie und Pathologie des
Harnabsatzes hat (Yoshiyama und Groat, 2008). VIP-IR Fasern wurden beim Schwein sowohl
in der weiblichen als auch in der ménnlichen distalen Urethra nachgewiesen, wobei beim
méannlichen Tier eine wesentlich geringere Anzahl dieser VIP-IR Fasern zu verzeichnen war
(Sienkiewicz et al., 2004). Im Gegensatz zu dieser geringen Anzahl an VIP-IR Fasern in der
Umgebung der mannlichen Urethra des Schweines, konnten zahlreiche VIP-IR Fasern im
Peniskorper dieser Tierart nachgewiesen werden (Majewski et al., 1999). Diese Autoren
schreiben VIP eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der Erektion
beim Schwein zu. Diese wird (ber eine Inhibition glatter Muskulatur des Penis im Sinne einer
arteriellen Vasodilatation und einer Relaxation des Sinusoidalen Systems des Corpus
cavernosum erreicht (Majewski et al., 1999).

Das Vorkommen VIP-immunreaktiver Fasern sowie eine relaxierende Wirkung von VIP
werden ebenfalls an der glatten Muskulatur der Blase sowie der Urethra mehrerer Spezies
beschrieben (Hund, Katze, Kaninchen, Schwein, Rind und Mensch) (Arrighi und Domeneghini,
1998; Arrighi et al., 2008; Yoshiyama und Groat, 2008; Kedia et al., 2015). Im Gegensatz
hierzu findet sich in der Literatur kein Hinweis zu entsprechenden Untersuchungen am kleinen
Wiederkduer. Lediglich bezlglich der Innervation der akzessorischen Geschlechtsdriisen beim
Schafbock wird im Rahmen einer Studie an fiinf Schafbocken das Vorhandensein VIP-
immunreaktiver Fasern in der Samenblasendrise (Glandula vesicularis), der Glandula
bulbourethralis sowie der Prostata beschrieben (Arciszewski und Wasowicz, 2006). Die
eigenen Untersuchungen an der distalen Urethra des Schafbockes stellen somit erstmalig

Informationen zur VIP-IR Innervation der Harnréhre bereit.
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3.8 Neurofilamente im Urogenitaltrakt

Neurofilamente geh6ren mit einem Durchmesser von 10 nm zu den Intermediarfilamenten. Im
zentralen sowie im peripheren Nervensystem bestehen Neurofilamente aus 4 Untereinheiten.
Diese sind in beiden Nervensystemen aufgebaut aus drei Polypeptidketten unterschiedlichen
Molekulargewichts (70, 160 und 200 kDa), sowie -Internexin als viertem Bestandteil des
Heteropolymers im zentralen Nervensystem. Im peripheren Nervensystem wird diese vierte
Untereinheit als Peripherin bezeichnet (Yuan et al., 2012).

Der Nachweis von Neurofilamenten mittels immunhistochemischer Verfahren dient der
Darstellung der Gesamtinnervation eines Gewebes und wurde sowohl am Gastrointestinaltrakt
als auch am Urogenitaltrakt des kleinen Wiederkauers erfolgreich durchgefiihrt (Yamamoto et
al., 1994; Marettova und Maretta, 2002; Garcia-Pascual et al., 2010; Prochnau et al., 2013). So
konnten die genannten Studien beispielsweise ein dichtes Netz an Nervenfasern in der
Blattermagenwand des Schafes sowie in der quergestreiften Muskulatur der Urethra beim Schaf
nachweisen. Im Rahmen einer Schaf-Modell-Studie zur Bluthochdruck-Therapie mittels
renaler Denervation wurde eine immunhistochemische Darstellung Neurofilament-
immunreaktiver Fasern verwendet, um mogliche Risiken dieser Therapie abzuschétzen. Hierbei
konnte als Wirkungsmechanismus der Radiofrequenz-Ablation in Nierenarterien eine
Reduktion an Nervenfasern im Umfeld dieser Arterien ermittelt werden.

Die immunhistochemische Anfarbung von Neurofilamenten gilt demnach als Standard-

Verfahren der Immunhistochemie.
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Material und Methoden

Abschnitt 1 — Meta-Analyse

Ziel des ersten Abschnitts dieser Arbeit war es, anhand evidenzbasierter, systematischer
Aufarbeitung der bestehenden Literatur zu ermitteln, ob die Durchfihrung einer Meta-Analyse
zu folgenden Fragestellungen mdglich ist und diese gegebenenfalls durchzufthren:
1. Wie hoch liegt die weltweit anhand der Literatur geschatzte Pravalenz von Urolithiasis bei
Schaf- und Ziegenbdcken?
2. Gibt es Spezies- oder Rassepradispositionen?
Sind kastrierte ménnliche Tiere hdufiger betroffen als intakte Bocke?

4. Welche Operationsmethode verspricht den besten Erfolg?

Hierfir wurde eine umfangreiche Literaturrecherche der Datenbanken des Hessischen
Bibliotheks- und Informationssystems (HeBIS), PubMed, Medline (OvidSP) und des Web of
Science durchgefuhrt. Dies erfolgte fir jede Fragestellung in getrennten Literatursuchen. In die
jeweilige Recherche einbezogen wurden Texte, welche sich mit der Spezies Schaf und / oder
Ziege befassten. Artikel, die das Auftreten von Urolithiasis bei weiblichen Schafen oder Ziegen
zur Thematik hatten, wurden nicht beriicksichtigt. Es wurden ausschlieBlich deutsch- oder
englischsprachige Artikel ausgewertet, welche entweder in elektronischer Form oder aber als
Druckausgabe in einer der an das Universitatsbibliothekssystem angeschlossenen Archive
erhdltlich waren. Nach abgeschlossener Literatursuche und Import der Titel in das
Literaturverwaltungsprogramm Citavi (Version 5; Swiss Academic Software GmbH,
Wadenswil, Schweiz) wurde etwaig doppelt erfasste Literatur automatisch entfernt.
AnschlieBend wurden die Referenzen nach der Aussagekraft zur entsprechenden Fragestellung
gesichtet und je nach vorliegender Fallzahl gewichtet. In den Literaturstellen nicht explizit
angegebene Daten (beispielsweise die Prévalenz in Prozent) wurden soweit mdglich aus
vorliegenden Daten berechnet und in die Analyse miteinbezogen.

Lagen geniigend als relevant eingestufte Literaturstellen vor, so wurde zur Uberpriifung der
Homogenitat fir zweidimensionale Fragestellungen das statistische Verfahren des 2-Tests
durchgefuhrt. Beim Vorliegen nicht homogener Studien wurde eine zusammenfassende
gemeinsame Punktschatzung mit Angabe der 95%-Konfidenzgrenzen vorgenommen.
Bezuglich der Evaluation der Erfolgsraten der beim kleinen Wiederk&uer angewandten

Operationstechniken wurde die Meta-Analyse mithilfe des Software-Programms R (Version
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3.4.1) (R Core Team, 2017) und dem R-Paket meta (Version 4.9-0) (Schwarzer, 2007) am
Institut fur medizinische Informatik der JLU GieRen durchgefihrt. Dieses Programm ist ein
kostenfrei zur Verfugung stehendes Software Produkt, welches statistische Analysen und
graphische Darstellungen ermdglicht. Fir den Heterogenitatsgrad gibt dieses Programm die
PriifgroRen 12 nach Higgins/Thompson (Higgins et al., 2003) sowie 2 nach DerSimonian und
Laird (1986) aus.

Ad 1) Fir die Bearbeitung der ersten Fragestellung (Pravalenz von Urolithiasis bei Schaf- und
Ziegenbocken) wurden folgende Suchbegriffe verwendet (#1 UND #2 UND #3):
a. Incidence ODER epidemiology ODER occurrence ODER prevalence
b. Sheep ODER goat ODER goats ODER *“small ruminant” ODER “small ruminants”
ODER ruminant ODER ruminants

c. Urolithiasis ODER “urinary stone” ODER “urinary stones” ODER “urinary calculi”

Ad 2) Fir die Bearbeitung der zweiten Fragestellung (Rasse- bzw. Speziespradisposition fiir
Urolithiasis) wurden folgende Suchbegriffe verwendet (#1 UND #2 UND #3 UND #4)
a. Predisposition ODER “genetic predisposition” ODER inheritance
b. Breed ODER breeds ODER species
c. Sheep ODER goat ODER goats ODER “small ruminant” ODER “small ruminants”
ODER ruminant ODER ruminants
d. Urolithiasis ODER “urinary stone” ODER “urinary stones” ODER “urinary calculi”

Ad 3) Die Recherche zu der Frage nach einer geh&uften Harnstein-Erkrankung kastrierter
Bdcke erfolgte mittels folgender Suchbegriffe:
a. castration ODER castrated ODER castrate ODER neuter ODER spay ODER desex
ODER sterilize ODER sterilized
b. male ODER wether ODER mutton ODER ram ODER "sexually intact" ODER
testosterone
c. sheep ODER goat ODER goats ODER "small ruminant” ODER "small ruminants"
ODER ruminant ODER ruminants

d. urolithiasis ODER "urinary stone" ODER "urinary stones" ODER "urinary calculi"

Ad 4) Zur Ermittlung der Erfolgsraten der beschriebenen Operationsmethoden wurden zur

Literaturrecherche folgende Suchbegriffe verwendet:
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a. surgery ODER operation ODER technique

b. "success rate" ODER "success rates" ODER outcome

c. sheep ODER goat ODER goats ODER "small ruminant” ODER "small ruminants"
ODER ruminant ODER ruminants

d. urolithiasis ODER "urinary stone” ODER "urinary stones™ ODER "urinary calculi"

Die Literaturrecherche fir alle Fragestellungen erfolgte im Januar 2018.

Abschnitt 2 — Sonographie der Urethra

Die sonographischen Untersuchungen der Harnréhre wurden an insgesamt 34 mannlichen
Schlachtlammern der Rassen Lacaune und Ostfriesisches Milchschaf durchgefuhrt. Die Tiere
wurden im Alter von 14-21 Tagen zugekauft und in der Klinik fiir Geburtshilfe, Gynékologie
und Andrologie mit Tierérztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitat GieRen eingestallt.
Die Tierhaltung erfolgte in nach 811 Tierschutzgesetz-akkreditierten Boxen (Boxennummern
21-24) in Gruppen bis zu funf Tieren auf einer Flache von 11,3 m2 auf Stroh. In den Boxen
standen den La&mmern jeweils Heu und frisches Wasser ad libitum zur Verfligung. Die Aufzucht
der La&mmer erfolgte mit Milchaustauscher (CombiMilk®; Agravis Raiffeisen, Minster und
Hannover) und Kraftfutter (LammGold®, Raiffeisen RWZ, Koln) in sinkender
beziehungsweise steigender Menge. Eine detaillierte Auflistung zur Gewichtsentwicklung und
GroRenzunahme findet sich in Tabelle 1.

Die Bocklammer wurden bei Einstallung und hiernach taglich klinisch untersucht und
anschlieend per Losverfahren auf 3 Gruppen (Frihkastration K1, Spatkastration K2 und
Kontrollgruppe KO) randomisiert. Die Tiere der Gruppe 1 (K1; n = 11) wurden nach einer
zweiwochigen Eingewohnungsphase chirurgisch kastriert. Bei den Bocken der Gruppe 2 (K2;
n = 11) erfolgte die Kastration im Alter von funf Monaten. Die Gruppe 3 (KO; n = 12) diente

als Kontrollgruppe und wurde nicht kastriert.
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Tabelle 1: Deskriptive Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen (s) zu den
Parametern Gewichtsentwicklung (kg Korpergewicht), Scheitel-SteiR-Langen (SSL) sowie
mittlere Rickenhdhe (RH) aller LAmmer ohne Berticksichtigung der Gruppenzugehorigkeit. In
Teilen publiziert in AlLugami et al. (2017). Alle Lammer wurden in regelmaRigen Abstéanden
gewogen und die SSL sowie RH wurde ermittelt. Die taglichen Zunahmen wurden fur den
Zeitraum von 99 Tagen (4 Monate- 3 Wochen) berechnet.

10,8 2,7 64,5 4,8 46,7 2,8
131 31 * * * *
203 40 * * * *
32,9 4,3 90,4 5,4 62,4 3,8

Differenzen im Zeitraum 22,1 1,6 25,9 0,6 15,7 1,0
3 Wochen bis 4 Monate
Mittlere tagliche 0,223 0,02 0,26 0,006 0,16 0,01
Zunahme

Die chirurgische Kastration erfolgte als bedeckte Kastration mittels Kappenschnitt und
doppelter Ligatur der Ductus seminiferes bzw. Plexus pampiniformes. Hierfur wurden die
Lammer gewogen und anschlieBend nach Gewicht mittels Xylazinhydrochlorid 2 % (Xylazin
20 mg/mlI®, Serumwerk Bernburg) und Ketamin 10% (Ketamin 100 mg/ml®, CP Pharma)
anasthesiert und intubiert. Das Narkosestadium wurde durch Inhalation mit Isofluran
(1sofluran CP®, CP Pharma) aufrechterhalten. Die lokale Anésthesie des Samenstranges wurde
mit Procainhydrochlorid (Procasel®, Selectavet) durchgefiihrt. Als Begleittherapie erhielten die
Lammer Amoxicillin (Betamox®, Bayer Vital GmbH) (iber 3 Tage s. c. sowie eine zweimalige
Behandlung mit Meloxicam (Metacam®, Boehringer Ingelheim) s.c. im Abstand von
24 Stunden. Die Applikation von Tetanusserum (Tetanusserum®, WDT) erfolgte einmalig in
einer Dosierung von 3 ml pro Lamm s. c. vor Operationsbeginn (Bauer et al., 2018).
Zur Kastration wurden die Lammer in rechter Seitenlage auf einem hydraulischen
Operationstisch positioniert und die linke HintergliedmalRe wurde vorsichtig in abduzierter
Position fixiert. Das Operationsfeld im Skrotalbereich wurde rasiert, mittels Alkohol entfettet
und jodiert. Die Kastration erfolgte nach Kappenschnitt und Er6ffnung des Skrotums durch
Ligatur der Ductus deferentes in der Tunica vaginalis und Absetzen der beiden Hoden.
Alle Bocklammer wurden dreimal sonographisch untersucht: im Alter von 4-5 Wochen, mit
4-5 Monaten und vor der Schlachtung mit 6 Monaten.
Die sonographische Darstellung der Urethra erfolgte mit Hilfe des Toshiba aplio XG (Toshiba
Medical Europe, Zoetermeer, Niederlande) durch transkutane Ultrasonographie mittels eines
12 MHz-Linearschallkopfes. Fur die Vermessung des Urethrallumens wurden finf
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Lokalisationen definiert (Abb. 3): Die Glans penis (Position 1), der distale Anteil der peninen
Urethra (Position 2), die distale Flexura sigmoidea (Position 3), proximal der Flexura sigmoidea
(Position 4) und an der Umschlagstelle der Urethra am Arcus ischiadicus (Position 5). Auf eine
Darstellung der pelvinen Harnréhre wurde aus Tierschutzgriinden verzichtet, da die Einflihrung
einer Rektalsonde insbesondere bei den L&mmern im Alter von 4-5 Wochen als zu invasiv
eingestuft wurde.

Abb. 3: Darstellung der finf Lokalisationen zur Untersuchung der Urethra am Schaflamm in
linker Seitenlage. Zu beachten ist, dass sich die Glans penis (1) im nicht ausgeschachteten
Zustand des Penis ca. 10 cm innerhalb des Praputiums befindet. Der Penisteil der Urethra (2),
die distale (3) und proximale (4) Flexur sowie die Umschlagstelle der Urethra am Arcus
ischiadicus (5) sind markiert.

Alle Untersuchungen erfolgten am nicht sedierten Tier in linker Seitenlage. Hierfiir wurden die
Lammer durch zwei Hilfspersonen vorsichtig auf einem gepolsterten Untersuchungstisch
abgelegt und locker fixiert. Die hier verwendete Untersuchungstechnik wurde bereits vorab
publiziert (AlLugami et al., 2017). Um eine mdglichst gute Anbindung der Sonde zu erreichen,
wurden die Lammer im Bereich des Unterbauches sowie kaudal des Scrotums vorsichtig
geschoren (Abb. 3). Anschlielend wurde Ultraschall-Kontaktgel auf die Haut sowie den
Schallkopf aufgetragen. Wahrend der Untersuchung wurde ein mdoglichst sanfter,
gleichmaBiger ~ Andruck des  Ultraschallkopfes eingehalten, um  gleichmaRige

Untersuchungsergebnisse zu erzielen. Durch die moglichst sanfte Ankopplung sollte eine
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Kompression des Urethrallumens vermieden werden. Die Kontrolle der Reproduzierbarkeit der
Untersuchungen erfolgte im Rahmen von Vorversuchen. Die eigentlichen sonographischen
Untersuchungen an den Lammern sowie die anschlielenden Auswertungen der
Ultraschallbilder erfolgten durch zwei unabhéngige Untersucher. Durch diese
Doppeluntersuchung sollte der Einfluss des Untersuchers auf das Untersuchungsergebnis
bestimmt werden (Inter-Observer-Validitat). Die Auswertung der Ultraschallbilder erfolgte
durch Vermessen des Urethrallumens mit Hilfe der Messfunktion im Programm easylmage®
(easyVet, softguide GmbH, Hannover).

Die Kastration der Bocklammer sowie die sonographischen Untersuchungen wurden der
zustandigen Behdrde vor Beginn der Untersuchungen zur Bewertung vorgelegt. Das Vorhaben
wurde von der zustdndigen Behorde (Regierungsprasidium Gielden) als nicht anzeige- oder

genehmigungspflichtig eingestuft.

Abschnitt 3 — Immunhistochemische Untersuchungen

Fragestellungen bzw. Ziele der Untersuchungen

Zystitiden werden hdufig im Zusammenhang mit dem Auftreten von Harngries oder aber dem
Vorhandensein von Urolithen gesehen. Da Zystitiden wiederum meist als aufsteigende
Infektionen des Urogenitaltraktes entstehen, liegt die Vermutung nahe, dass bei Patienten mit
Urolithiasis eine im Vergleich zum Gesunden verénderte lokale Immunabwehr vorliegt. Unter
der Voraussetzung, dass kastrierte Schafbocke tatséchlich hdufiger an Urolithiasis erkranken
als intakte Kontrolltiere, kdnnte dies ebenfalls mit einer verénderten lokalen Immunabwehr im
Préaputialbereich bzw. des Urothels in der distalen Urethra einhergehen. Das Ziel der eigenen
Untersuchungen ist es daher, mogliche Unterschiede beziliglich der lokalen Immunabwehr
anhand des immunhistochemischen Nachweises von Makrophagen, B- und T-Lymphozyten im

Urethralgewebe und der Préputialschleimhaut zu untersuchen.
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Probenentnahme

Die Proben fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden entsprechend der im
Rahmen der Sonographie untersuchten flinf Lokalisationen (Glans penis, Pars penina urethrae,
distale und proximale Flexura sigmoidea und Flexura ischiadica) entnommen (Abb. 4).
Zusétzlich wurde jeweils eine Probe der Préaputialschleimhaut gewonnen. Die Urethraproben
wurden zur Orientierung der Ausrichtung (kranial oder kaudal) mit Hilfe eines kranial am
Gewebestlick angebrachten Nahtmaterials markiert (Abb. 5).

Zusétzlich zu den 34 Schlachtlammern, welche fir die sonographische Untersuchung der
Urethra verwendet wurden, wurden 8 Bdcke mit bestehender Urolithiasis beprobt. Es handelte
sich hierbei um Tiere im Alter zwischen 4,5 Monaten und 13 Jahren. Wahrend der 13-j&hrige
Bock kastriert war und aus einer Hobbyhaltung stammte, waren die ibrigen sieben Bocke intakt
und gehorten den Rassen Merino Landschaf oder Rhonschaf an.

Die Tiere wurden entweder im Rahmen der tierdrztlichen Behandlung aufgrund infauster
Prognose euthanasiert oder entstammten dem Institut fir Veterindrpathologie der Justus-
Liebig-Universitat GieRen.

Abb. 4: Lokalisation der Proben-Entnahmestellen: 1 = Glans penis; 2 = Pars penina urethrae;
3 = distale Flexura sigmoidea; 4 = proximale Flexura sigmoidea, 5 = Urethra im Bereich der
Flexura ischiadica.
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Abb. 5: Probenentnahme: Penis im Querschnitt; das Nahtmaterial markiert die kraniale
Schnittflache, der Blockpfeil die Urethra.

Fixierung der Proben

Die fir die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen benétigten
Gewebeproben wurden unmittelbar nach der Schlachtung entnommen und in 4 %iger
Formaldehydldsung fixiert (immunhistochemische und histomorphometrische
Untersuchungen). Nach Abschluss der Fixierung (24 h Formalin; Aufbewahrung im
Kihlschrank) erfolgte ein griindliches Waschen der Probenstiicke in PBS (6 Spulungen) mit
anschlieRendem Uberfiihren der Gewebeproben in 70 % Ethanol.

Nach entsprechender weiterer Aufarbeitung der Proben wurden die Gewebestlicke fur die
histologischen  Untersuchungen in Paraffin eingebettet und fir die jeweiligen
immunhistochemischen Farbungen in einer Schichtdicke von 5 pum geschnitten und auf APES-
beschichtete Objekttrager verbracht.
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Untersuchungsmethoden

Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE) Féarbung erfolgte im Institut fur Veterinarpathologie mit Hilfe des
automatischen Farbesystems Thermo Scientific Microm HMS 740 Robot Stainer (Fisher
Scientific GmbH; Schwerte). Die als Ubersichtsfarbung angewendete HE-Farbung nutzt die
Reaktion des basischen Farbstoffes Hdmatoxylin mit sauren Zellbestandteilen sowie des sauren
Farbstoffes Eosin mit basischen Zellanteilen. Dies fiihrt zu einer Blaufarbung der Zellkerne und

zu einer Rotfarbung des Zellplasmas sowie kollagener Fasern.

Histomorphometrie an HE geféarbten Schnitten

Die Vermessung des Urethrallumens erfolgte mit Hilfe der Messfunktion des Programms
Adobe Photoshop® (Adobe Systems Software, Dublin, Ireland) an digitalisierten Aufnahmen
der Urethra. Die Urethra wurde hierfiir bei 10-facher VVergroRerung dargestellt und die Flache
innerhalb der Mucosafalten der Urethra mittels Grafiktablett markiert und vermessen. Diese
Auswertung erfolgte an mittels HE geféarbten Urethra-Schnitten aller funf Lokalisationen wie
oben beschrieben.

Die Vermessung des Urothels erfolgte ebenfalls mit der Software Photoshop. Hierbei wurde
die Flache des Urothels als Differenz aus Gesamtflache und Flache des Urethrallumens
bestimmt.

Zur Ermittlung maoglicher Beziehungen zwischen Urethralflache und Epithelflache wurden die

Quotienten aus diesen beiden Messgrofien gebildet.

Immunhistochemie

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten immunhistochemischen Verfahren stellen einen
indirekten Nachweis des zu detektierenden Epitopes dar. Der jeweils spezifische
Primérantikorper bindet hierbei an das nachzuweisende Peptid. Dieser Antigen-Antikorper-
Komplex wird durch Bindung eines evtl. biotinylierten Sekundérantikérpers oder mittels
Bindung eines Meerrettich-Peroxidase-Systems in Verbindung mit einer enzymatischen
Farbreaktion (PAP- bzw. ABC/DAB-Reaktion oder HRP/DAB-Reaktion) sichtbar und somit
auswertbar gemacht. In indirekten immunhistochemischen Nachweisverfahren ist anstelle
enzymatischer Farbreaktionen der Einsatz fluoreszierender Sekundarantikdrper ebenfalls

maoglich. Diese Methode kam hier jedoch nicht zum Einsatz.
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Verwendete Antikorper und Kontrollen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden immunhistochemische Farbungen gegen CD 3 (T-Zell-
Marker), CD 79 (B-Zell-Marker), MAC 387 (Makrophagen-Marker), Substanz P, VVasoaktives
Intestinales  Polypeptid sowie gegen Neurofilamente (Gesamtnervenfaser-Marker)
durchgefuhrt. Die Angaben zu den verwendeten Antikorpern inklusive der jeweiligen
Verdunnungen und Nachweismethoden sind in Tabelle 2 ersichtlich. Die Protokolle zu den
einzelnen Féarbungen finden sich im Anhang.

Tabelle 2: Ubersicht (iber die verwendeten Priméarantikorper

Anti-CD 3 Dako Kaninchen 1:50
Anti-CD 79 Acris Maus 1:100
Anti-MAC 387 Dako Maus 1:1000
Anti-SP Bio rad Ratte 1:100
Anti-VIP Bio rad Kaninchen 1:50
Anti-NF Dako Maus 1:400

In jeder Farbung wurden Positiv- sowie Negativkontrollen mitgefuhrt. Die Positivkontrollen
(Abb. 6, 8,10, 12, 14 und 16) bestanden hierbei aus Schafgewebe (Darm, Gehirn, Riickenmark),
welches die jeweilige nachzuweisende Substanz bzw. die entsprechende Zelle sicher enthielt.
Im Falle der Negativkontrollen (Abb. 7, 9, 11, 13, 15 und 17) wurde der Primérantikorper der
Reaktion durch ein Ersatzprotein ersetzt.
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Abb. 6: Positivkontrolle fir CD 3 im Lymphknoten des Schafes. Deutliche Anfarbungen der
CD 3-IR-positiven T-Zellen (Blockpfeile).

Abb. 7: Negativkontrolle fiir CD 3 (Ersatz des Primarantikorpers durch Ersatzprotein) an der
Urethra eines Lammes. Der Sekundarantikdrper wurde wie im Protokoll vorgesehen
aufgetragen.
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Abb. 8: Positivkontrolle fir CD 79 im Lymphknoten des Schafes. Deutliche Anfarbungen der
CD 79 -IR Zellen (Blockpfeile).

Abb. 9: Negativkontrolle fur CD 79 (Ersatz des Priméarantikérpers durch Ersatzprotein) an
der Urethra eines Lammes. Der Sekundarantikdrper wurde wie im Protokoll vorgesehen
aufgetragen.
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Abb. 10: Positivkontrolle fiir MAC 387 am Lymphknoten des Schafes. IR-positive MAC 387-
Zellen sind durch Pfeilspitzen markiert.

Abb. 11: Negativkontrolle fir MAC 387 (Ersatz des Primérantikorpers durch Ersatzprotein)
an der Urethra eines Lammes. Der Sekundarantikérper wurde wie im Protokoll vorgesehen
aufgetragen.
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Abb. 12: Positivkontrolle fur Substanz P am Darm des Schafes. IR-positive Anfarbungen von
Neuropeptidgranula in Nervenfasern eines Ganglions zwischen Stratum longitudinale und
Stratum circulare der Tunica muscularis sind durch Blockpfeile markiert.

Abb. 13: Negativkontrolle fur Substanz P (Ersatz des Primarantikdrpers durch Ersatzprotein)
an der Urethra eines Lammes. Der Sekundarantikérper wurde wie im Protokoll vorgesehen
aufgetragen.
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Abb. 14: Positivkontrolle fur VIP am Darm des Schafes. IR-positive Anfarbungen von
Neuropeptidgranula in Nervenfasern des Stratum longitudinale und Stratum circulare der
Tunica muscularis (Pfeilspitze).

Abb. 15: Negativkontrolle fur VIP (Ersatz des Priméarantikdrpers durch Ersatzprotein) an der
Urethra eines Lammes. Der Sekundarantikdrper wurde wie im Protokoll vorgesehen
aufgetragen.
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Abb. 16: Positivkontrolle fiir Neurofilament am Gehirn des Schafes. Deutlich erkennbare IR-
positive Anfarbungen von Nervenfasern (Pfeilspitzen).

Abb. 17: Negativkontrolle fur Neurofilament (Ersatz des Priméarantikdrpers durch
Ersatzprotein) an der Urethra eines Lammes. Der Sekundarantikérper wurde wie im Protokoll
vorgesehen aufgetragen.
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Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Generell wurde zur qualitativen sowie zur quantitativen Beurteilung der
immunhistochemischen Féarbungen ein Lichtmikroskop inklusive Kameraeinheit der Firma
Leica verwendet (Leica DMR; Fa. Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar). Nach
Sichtung der Gewebeschnitte erfolgte zur weiteren Auswertung die digitale Erfassung von
jeweils fiinf Bildausschnitten mit einer jeweiligen Fliche von 234649,3 um? bei einer 20-fachen
VergroRerung sowie von 58662,3 pum? bei einer 40-fachen VergroRerung. Diese fiinf
Blickfelder wurden jeweils im Uhrzeigersinn um die Urethra angelegt, wobei stets bei 12 Uhr
begonnen wurde und der Abstand zwischen den Bildausschnitten ca. 72° betrug (Abb. 18).
Innerhalb dieser funf digital erfassten Blickfelder wurde die jeweilige Zielstruktur (B- oder T-
Zellen, Makrophagen, Neuropeptid-IR-Areale oder Nervenfasern) analysiert und zur

statistischen Auswertung zu einer Summe zusammengefasst.

Abb. 18: Anordnung der funf Blickfelder zur digitalen Erfassung der Ergebnisse der
Immunhistochemie. Bei der Aufnahme der digitalen Bilder wurde darauf geachtet, dass sich
die Bildausschnitte nicht Gberlappten.

Farbungen auf CD 3-1R-positive T-Zellen

Im Falle der immunreaktiven Anfarbung lokal im Gewebe befindlicher T-Zellen wurden diese
mittels Zahlwerkzeug des Softwareprogrammes Adobe Photoshop® (Adobe Systems Software,
Dublin, Irland) ausgezéhlt und fur die weitere statistische Bearbeitung der Daten in einer
Datentabelle zusammengefasst. Es wurden sowohl diejenigen IR-positiven Zellen gezahlt,
welche sich im Bereich des Urothels befanden als auch diejenigen, die in der Submukosa
lokalisiert waren. Gleiches galt fir die Anfarbungen des Praputiums entsprechend.
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Farbungen auf CD 79 -IR-positive B-Zellen
Die immunhistochemisch auf CD 79 gefarbten Gewebeschnitte wurden mit Hilfe des
Softwareprogrammes Adobe Photoshop® (Adobe Systems Software, Dublin, Irland) gesichtet

und analysiert. Das Vorgehen entsprach hierbei demjenigen wie unter CD 3 beschrieben.

Farbungen auf MAC 387-1R-positive Zellen (Makrophagen)
Die Analyse der auf MAC 387 gefarbten Gewebeschnitte erfolgte analog zu den Féarbungen
CD3undCD 79 .

Farbungen auf Substanz P, VIP und NF

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Zellen wurde fiir die Anfarbung der Neuropeptide
Substanz P und VIP ein spezifischeres Mittel zur Analyse gewahlt. Da sowohl Substanz P als
auch VIP in mehr oder weniger groRen Vesikeln innerhalb von Nervenfasern dargestellt
werden, wurde fur die Auswertung dieser Farbung mit Hilfe des Zauberstabwerkzeugs in
Adobe Photoshop diejenige IR-positive Substanz P- bzw. VIP-Flache in Relation zur
Gesamtflache des Bildausschnitts ermittelt und ebenfalls fur die weitere Auswertung in einer
Datentabelle zusammengefasst. Fir den Gesamtnervenfaser-Marker NF wurde ebenso

verfahren.
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Abschnitt 4 — Modifikation bestehender Operationstechniken

Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Operationstechnik ist es, bei Patienten mit
diagnostizierter obstruktiver Urolithiasis eine frei durchgéngige Urethra zu schaffen, ohne dass
diese nach lateral eroffnet wird. Bei bisher in der Literatur beschriebenen und in praxi
durchgefuhrten Operationsmethoden kommt es als Komplikation nach dem chirurgischen
Eingriff haufig zu narbigen Verwachsungen und somit zu einer erneuten Einengung der
Urethra. Die hier dargestellte Technik soll eine Eréffnung der Urethra unndtig machen. Nach
Vorbereitung des Patienten fur die Operation wird im Rahmen einer Laparotomie die Blase
er0ffnet, entleert und von allen erreichbaren Konkrementen befreit. Anschlieend wird
normograd Uber das Trigonum vesicae ein flexibles Endoskop in die Urethra eingefiihrt und
unter Sichtkontrolle bis zur Obstruktionsstelle vorgeschoben. Dort befindliche Harnsteine
werden uber ein Dormiakorbchen in die Blase zuriickgezogen und entfernt. Um eine narbige
Verwachsung der Urethra an der ehemaligen Lokalisation des Steins oder der Steine zu
verhindern, wird retrograd Uber den Processus urethralis oder ggf. nach Absetzen desselben ein
Ballonkatheter bis in die Blase geftihrt. Um die Plica vesicalis urethrae tberwinden zu kénnen
bedient man sich eines Fihrdrahtes, welcher antegrad tber die Blase in die Urethra eingefuhrt
und am Processus urethralis aus der Urethra ausgefuhrt wird. Der einzusetzende Ballonkatheter
wird entlang dieses Flhrdrahtes bis in die Blase geschoben und dort per Ballon geblockt. Der
Katheter verbleibt zur Sicherstellung des Harnflusses in der Urethra und kann nach etwa 5-7
Tagen entfernt werden.

Bevor eine Durchfihrung der Operationstechnik im Rahmen einer diagnostischen
Urethroskopie an Klinikpatienten erfolgen kann, wird die Praktikabilitat dieser Methode an drei
gesunden Schlachtlammern Uberpruft. Hierfir werden nach vorheriger Meldung dieses
Vorhabens bei der zustandigen Tierschutzbeauftragten (JLU-Meldungsnummer 600_M) drei
Schlachtlammer angekauft und durch Injektion von Pentobarbital-Natrium (Release® 500
mg/ml; 100 mg/kg KGW i.v.) euthanasiert. Nach sicherem Eintritt des Todes (fehlende Reflexe
und Sistieren der Herz- und Atemfunktion) werden die Lammer fur die Durchfuhrung der
Operationstechnik in Riickenlage auf einem Operationstisch ausgebunden. Die Lagerung der
Tiere erfolgt in 45° Trendelenburg-Lage. Das Operationsfeld wird vorbereitet und eine
paramediane Laparotomie etwa 2-3 cm rechts der Medianen und handbreit kaudal des
Praputiums wird durchgefiihrt. Nach Freilegen der Blase wird diese mittels atraumatischer
Klemme am Blasenpol fixiert, durch Zystozentese entleert und anschlieBend durch eine

Stichinzision er6ffnet. Uber diese Inzisionsstelle wird ein flexibles Endoskop mit Arbeitskanal
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(Broncho-Fiberskop 3 mm; Fa. Storz, Tuttlingen) in die Urethra eingebracht. Der
Urethralverlauf kann mit Hilfe dieses Endoskopes in toto dargestellt werden. Uber den
Arbeitskanal der Optik wird ein Fuhrdraht eingeschoben, welcher nach Entfernen des
Endoskopes in der Urethra verbleibt und das Einfiihren eines Ballonkatheters iber die Urethra

bis in die Blase erlaubt.

Statistik

Analytische Verfahren und Meta-Analysen
Die statistischen Auswertungen erfolgten in Zusammenarbeit mit der AG Biomathematik des
Fachbereichs Veterindrmedizin sowie mit dem Institut fir Medizinische Informatik des
Fachbereichs Humanmedizin der Justus-Liebig-Universitit GieRen.
Innerhalb der einzelnen Fragestellungen (geschatzte Pravalenz von Urolithiasis, Spezies- oder
Rassepradisposition, Pradisposition kastrierter Bécke und Erfolgsrate der verschiedenen
Operationsmethoden) wurden die 95%-Konfidenzintervallgrenzen fur die Urolithiasis-
Préavalenzen der evaluierten Studien mit Hilfe des Programms Bias 9.08 berechnet (Ackermann,
2014). Im Anschluss wurde mit demselben Programm zur Uberpriifung der Homogenitat der
2.Test durchgefiihrt (Haldane, 1940). Im Falle von nicht vollstandig homogenen Studien
wurde mittels Konfigurationsfrequenzanalyse eine Bewertung der einzelnen Studien
hinsichtlich ihrer Abweichung der Prévalenz von der Gesamtpravalenz in Bezug auf die relative
Héufigkeit vorgenommen (Krauth und Lienert, 1973).
Beztiglich der Studien mit VVerwendung verschiedener operativer Verfahren zur Therapie einer
obstruktiven Urolithiasis wurde die Meta-Analyse mit Hilfe des Software Programmes R
(Version 3.4.1) (R Core Team, 2017) und dem R-Paket meta (Version 4.9-0) (Schwarzer, 2007)
durchgefuhrt. Hier erfolgten eine Abschatzung des Heterogenitatsgrades und das Ermitteln

eines gemeinsamen gewichteten Schatzers zur Erfolgsrate als Effektmal.

Sonographische Morphometrie

Die Daten aus den sonographischen Messungen wurden nach der allgemeinen deskriptiven
Statistik zur Ermittlung des Einflusses der ZielgroRen Gruppe, Lokalisation und Zeitpunkt der
Messung mittels einer 3-faktoriellen VVarianzanalyse mit Messwiederholung analysiert. Um den
Einfluss des Untersuchers auf das Ergebnis der Messung zu bestimmen, wurden eine

Korrelationsanalyse, ein globaler Mittelwertvergleich (t-Test fir abh&ngige Stichproben) sowie

45



$ Yo#

eine Bland-Altman-Analyse durchgefuhrt. Anhand dieser Auswertungen sollten folgende
Fragen geklart werden:

1. La&sstsichein Zusammenhang zwischen den Messergebnissen der Untersucher nachweisen?
2. Sind die ermittelten Messwerte im Mittel verschieden?

3. Haéngt der Unterschied von der Hohe des gemessenen Wertes ab?

Histologische Morphometrie

Die statistische Auswertung mit dem Ziel des Vergleichs des Urethrallumens bzw. der Dicke
des Urothels an den funf untersuchten Lokalisationen zwischen den Gruppen wurde mittels
einfaktorieller Varianzanalyse fir die Lokalisationen getrennt voneinander durchgefiihrt.
Aufgrund préparationsbedingt fehlender Werte in der Gruppe der Bocke mit Urolithiasis wurde
diese Gruppe aus der Analyse ausgeschlossen und zur Auswertung der verbleibenden Daten
eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung durchgefihrt. Mit in diesen
Vergleich einbezogen wurde der Quotient aus Urethral- und Urothelflache.

Bei der Analyse der Daten fiel ein Bock durch hochgradig abweichende Urethralflachen an
Lokalisation 4 (proximale Flexura sigmoidea) auf. Da sich im histologischen Bild das Urothel
stark abgeflacht darstellte, wurde die Vermutung angestellt, dass es sich bei diesem Bock um
eine wahrend der Schlachtung artifiziell gedehnte Harnréhre handeln kdnnte. Wegen dieser
starken Abweichung von den anderen gemessenen Werten (maximale Urethralflache an
Lokalisation 4 von 0,71 mm?vs. 0,24 mm?) wurde der Bock mit der Ohrmarken-Endnummer
556 aus der Auswertung der histologischen Morphometrie ausgeschlossen.

Im Anschluss an den globalen Vergleich wurden paarweise Vergleiche zwischen den einzelnen
Gruppenpaaren (intakt vs. spatkastriert, frih- vs. spatkastriert und intakt vs. friihkastriert) mit
anschlieBender Bonferroni Holm Adjustierung des Signifikanzniveaus durchgefiihrt. Die
Signifikanzgrenzen lagen in den paarweisen Gruppenvergleichen bei p <0,017; p < 0,025 und
p <0,05.

Immunhistochemie

Die Daten der immunhistochemischen Farbungen wurden zundchst im Rahmen einer
allgemeinen deskriptiven statistischen Datenbeschreibung gesichtet. Die Residualanalyse ergab
hierbei, dass die Daten nicht normalverteilt waren. Daher folgte eine logarithmische bzw. (fur
den Parameter CD 3) eine Wurzeltransformation der Daten. AnschlieBend wurden zur Kl&rung
der Frage nach eventuell bestehenden Gruppenunterschieden beziiglich der Parameter CD 3,

SP, VIP und NF jeweils zweifaktorielle VVarianzanalysen mit Messwiederholung beziiglich der
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Lokalisation durchgefiihrt. Aufgrund einzelner fehlender Werte kam der Wald-Test zum
Einsatz. Hinsichtlich der Untersuchungen am Praputium der Bécke wurde entsprechend eine
einfaktorielle Varianzanalyse durchgefuhrt. Hier wurde fir den Parameter VIP der exakte
Kruskal-Wallis-Test mit dem Software Paket StatXact (Cytel, Cambridge, USA) gerechnet
(Mehta, 1991).

Um moglicherweise bestehende Korrelationen zwischen den Farbungen zu ermitteln wurden

zuséatzlich Korrelationsanalysen getrennt nach Gruppe und Lokalisation durchgeftihrt.
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Ergebnisse

Abschnitt 1 — Meta-Analyse

1. Préavalenz der Urolithiasis bei Schaf- und/oder Ziegenbtcken

Die Literaturrecherche zur Prdavalenz der Urolithiasis bei Schaf- und Ziegenbdcken ergab
anhand der oben angegebenen Suchbegriffe insgesamt 235 Titel, welche in die weitere
Literatursichtung einbezogen wurden. Nach Entfernen der anhand der Auswahlkriterien
(Dubletten, Tierart, Sprache, Verfugbarkeit, Aussage zur Prévalenz von Urolithiasis etc.)
definierten Publikationen verblieben 24 Literaturstellen in der Auswertung, welche im Anhang
aufgelistet werden. Aufgrund der groRen Variabilitat der in den unterschiedlichen Studien
durchgefuhrten  Fltterungszusammensetzungen  konnte  allerdings  keine  direkte
Vergleichbarkeit der Studien herbeigefuhrt werden, so dass lediglich annaherungsweise gleiche
Futterungsgruppen definiert werden konnten. Die Effektstdrke der hier durchgefihrten
Prévalenzstudie war der prozentuale Anteil von Urolithiasisfallen an der Gesamttierzahl der
einzelnen Versuche in den analysierten Studien. Vergleichbare Futterungsverhaltnisse konnten
lediglich fir eine Fitterung auf Hirse- und auf Maisbasis (18 Einzelversuche in vier
verschiedenen Studien bzw. sechs Einzelversuche in funf verschiedenen Studien) ermittelt
werden.

Die 95 % Konfidenzgrenzen der einzelnen Studien wurden berechnet und sind in den folgenden
Tabellen 3 und 5 ersichtlich. Die graphische Darstellung der kombinierten Auswertungen findet
sich in den Abb. 19 und 20. Eine Ubersicht tber die Einstufung der Verzerrungsanfalligkeit
(risk of bias) ist in den Tabellen 4 und 6 gegeben.
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Tabelle 3: Ubersicht tiber die in den einzelnen Studien angegebenen oder ermittelten
Pravalenzen von Urolithiasis (Uro.) bei Hirse-dominierter Fitterung unter Angabe der 95 %
Konfidenzintervallgrenzen in %.

27 194 43 237 82 76,3 86,5
28 15 9 24 63 40,6 81,2
29 13 11 24 54 32,8 74,4
32 14 10 24 58 36,6 77,9
33 1 18 19 21 0 26
36 2 17 19 11 1,3 33,1
38 9 12 21 43 21,8 66
39 9 12 21 43 21,8 66
43 15 7 22 68 45,1 86,1
51 8 3 11 73 39 94
116 9 7 16 56 29,9 80,2
118 15 9 24 63 40,6 81,2
119 13 11 24 54 32,8 74,4
123 4 15 19 21 6,1 45,6
126 2 17 19 11 1,3 33,1
128 9 12 21 43 21,8 66
129 9 12 21 43 21,8 66
133 15 7 22 68 45,1 86,1
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Hirsefiitterung

Weight Weight

Study Events Total Proportion 95%-Cl (fixed) (random)
Crookshank et al. (1967) 194 237 : 3 0.82 [0.76; 0.87] 32.6% 7.0%
Crookshank et al. (1967) 15 24 — 0.62 [0.41;0.81] 5.2% 6.0%
Crookshank et al. (1967) 13 24 ——'l— 0.54 [0.33;0.74] 5.5% 6.1%

Crookshank et al. (1967) 14 24 — 0.58 [0.37;0.78] 5.4% 6.0%
Crookshank et al. (1967) i 0.05 [0.00; 0.26] 0.9% 3.3%
Crookshank et al. (1967) 0.11 [0.01;0.33] 1.7% 4.4%
Crookshank et al. (1967) 0.43 [0.22;0.66] 4.8% 5.9%
Crookshank et al. (1967) 21 0.43 [0.22;0.66] 4.8% 5.9%
Crookshank et al. (1967) 22 0.68 [0.45;0.86] 4.4% 5.8%

e
Davis et al. (1969) 11 —_— 0.73 [0.39;0.94] 2.0% 4.7%
P

19 ——
19 ————

21

-

Packett & Hauschild (1964) 16 0.56 [0.30;0.80] 3.6% 5.6%

Robbins et al. (1965) 24 0.62 [0.41;0.81] 5.2% 6.0%

oA
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Robbins et al. (1965) 24 —_—— 0.54 [0.33;0.74] 5.5% 6.1%
Robbins et al. (1965) 19 ———i : 0.21 [0.06; 0.46] 2.9% 5.3%
Robbins et al. (1965) 19 —— : 0.11 [0.01;0.33] 1.7% 4.4%
Robbins et al. (1965) 21 —'—f— 0.43 [0.22;0.66] 4.8% 5.9%
Robbins et al. (1965) 21 —_— 0.43 [0.22;0.66] 4.8% 5.9%
Robbins et al. (1965) 1 22 : 0.68 [0.45;0.86] 4.4% 5.8%
Fixed effect model 588 < 0.62 [0.57; 0.66] 100.0% -
Random effects model _— 0.48 [0.37; 0.60] --  100.0%

Heterogeneity: 12 = 83%, 1> = 0.86, p < 0.01

Abb. 19: Forest-plot fir die kombinierte Meta-Analyse hinsichtlich der Pravalenz von
Urolithiasis bei Hirse-basierter Fltterung. Das Effektmal ist der Anteil an Bocken, welche im
Rahmen der einzelnen Studien Harnsteine entwickelt haben (Proportion). Innerhalb des Forest-
plots aufgetragen sind diese Proportionen sowie das jeweilige 95 % Konfidenzintervall. Der
gemeinsame geschatzte Effekt wird getrennt nach fixed effect und random effects Modell
angegeben. Die MaRzahlen fiir den Heterogenitatsgrad (12 und ?2) finden sich in der Abbildung
unten links und deuten ein hohes Mal} an Heterogenitat an.
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Tabelle 4: Ubersicht tber die Verzerrungsanfalligkeit der einzelnen Studien mit Hirse-basierter Fitterung im Hinblick auf die genannten Parameter. Die
Elemente links stellen Studienkriterien dar, welche nach Einstufung der Autorin zu den entsprechenden Verzerrungsanfalligkeiten in der Spalte ,,Risk of Bias**
fihren. Wurde beispielsweise eine Randomisierung der Probanden im Versuch vorgenommen, so resultiert dies in einer geringen Verzerrungsanfalligkeit
aufgrund der Zufélligkeit der Probandenauswahl. Kénnen alle Probanden bis zum Ende des Versuchs beurteilt werden, besteht also kein Informationsverlust,
so bedingt dies eine geringe Verzerrungsanfalligkeit hinsichtlich der Transparenz der verfugbaren Informationen. Das Risiko einer verzerrten
Auswertungssicherheit besteht in eher geringem Male, da kein Informationsverlust besteht und zumindest in 50 % der Studien eine Randomisierung der

Probanden vorlag.

Randomisierung  Verblindung  Informationsverlust Zufélligkeit der Auswahl ~ Auswertungssicherheit Information
ja nicht genannt nein gering gering gering
ja nicht genannt nein gering gering gering
ja nicht genannt nein gering gering gering
ja nicht genannt nein gering gering gering
ja nicht genannt nein gering gering gering
ja nicht genannt nein gering gering gering
ja nicht genannt nein gering gering gering
ja nicht genannt nein gering gering gering
ja nicht genannt nein gering gering gering
nein nicht genannt nein hoch gering gering
nein nicht genannt nein hoch gering gering
nein nicht genannt nein hoch gering gering
nein nicht genannt nein hoch gering gering
nein nicht genannt nein hoch gering gering
126 nein nicht genannt nein hoch gering gering
128 nein nicht genannt nein hoch gering gering
129 nein nicht genannt nein hoch gering gering
133 nein nicht genannt nein hoch gering gering




Tabelle 5: Ubersicht tiber die in den einzelnen Studien angegebenen oder ermittelten
Pravalenzen von Urolithiasis bei Mais-dominierter Fitterung unter Angabe der 95 %
Konfidenzintervallgrenzen in % siehe oben

Bushman et al. (1964) 2 0 14 14 0 0 19,3
Bushman et al. (1965) 18 0 19 19 0 0 14,6
Hoar et al. 66 4 26 30 13 3,8 30,7
Huntington et al. 74 1 29 30 3 0 17,2
Packett & Hauschild 117 7 11 18 39 17,3 64,3
Sato & Omori 135 0 6 6 0 0 39,3
Maisfitterung
Weight Weight
Study Events Total Proportion 95%-Cl (fixed) (random)
Bushman et al. (1964) 0 14— 0.00 [0.00;0.23] 4.8% 11.0%
Bushman et al. (1965) o 19 —:r 0.00 [0.00;0.18] 4.8% 11.1%
Hoar et al. (1969) 4 30 — 0.13 [0.04;0.31] 34.2% 24.9%
Huntington et al. (1977) 1 30 —-—i 0.03 [0.00;0.17] 9.5% 16.3%
Packett & Hauschild (1964) 7 18 P 0.39 [0.17;0.64] 42.2% 25.9%
Sato & Omori (1977) 0 6 i 0.00 [0.00;0.46] 4.6% 10.8%
Fixed effect model 117 <I> 0.17 [0.10; 0.27] 100.0% -
Random effects model < 0.10 [0.03; 0.26] - 100.0%
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Heterogeneity: 12 = 61%, 1> = 1.13, p = 0.02

Abb. 20: Forest-plot fur die kombinierte Meta-Analyse hinsichtlich der Prévalenz von
Urolithiasis bei Mais-basierter Futterung. Das Effektmal ist der Anteil an Bécken, welche im
Rahmen der einzelnen Studien Harnsteine entwickelt haben (Proportion). Innerhalb des Forest-
plots aufgetragen sind diese Proportionen sowie das jeweilige 95 % Konfidenzintervall. Der
gemeinsame geschatzte Effekt wird getrennt nach fixed effect und random effects Modell
angegeben. Die MaRzahlen fiir den Heterogenitatsgrad (1 und ?2) finden sich in der Abbildung
unten links und deuten ein moderates bis wesentliches MaR an Heterogenitat an.
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Tabelle 6: Ubersicht uiber die Verzerrungsanfalligkeit der einzelnen Studien mit Mais-basierter Fitterung im Hinblick auf die genannten Parameter.
Die Elemente links stellen Studienkriterien dar, welche nach Einstufung der Autorin zu den entsprechenden Verzerrungsanfélligkeiten in der Spalte ,,Risk
of Bias*“ fuhren. Wurde beispielsweise keine Randomisierung der Probanden im Versuch vorgenommen, so resultiert dies in einer hohen
Verzerrungsanfalligkeit aufgrund der Zufalligkeit der Probandenauswahl. Kénnen alle Probanden bis zum Ende des Versuchs beurteilt werden, besteht also
kein Informationsverlust, so bedingt dies eine geringe Verzerrungsanfalligkeit hinsichtlich der Transparenz der verfligbaren Informationen. Das Risiko
einer verzerrten Auswertungssicherheit scheint fraglich, da zwar kein Informationsverlust besteht aber mit Ausnahme einer der Studien keine
Randomisierung der Probanden vorlag.

Risk of Bias

Randomisierung ~ Verblindung  Informationsverlust  Zufalligkeit der Auswahl ~ Auswertungssicherheit Information

nein nicht genannt nein hoch fraglich gering

nein nicht genannt nein hoch fraglich gering

“ nein nicht genannt nein hoch fraglich gering

ja nicht genannt nein gering gering gering
nein nicht genannt nein hoch fraglich gering

nein nicht genannt nein hoch fraglich gering




Fir die Hirse- bzw. Mais-dominierten Fitterungen wurde im Falle der Hirsefiitterung ein 2-

Test durchgefihrt. Aufgrund der geringen Anzahl an Proben im Falle der Maisfltterung wurde
zum Test auf Homogenitét der Haldane-Dawson's U-Test durchgefiihrt (Haldane, 1940). In
beiden Fallen ergaben sich hierbei hochsignifikante Unterschiede (p <0,001) bezuglich der
oben angegebenen Studien. In den mittels der Software ,,R* erstellten Forest-plots spiegelt sich
dieses hohe MaR an Heterogenitat in einem 1% von 83 % fiir die Hirse- und 61 % fiir die
Maisfitterung.

Zur néheren Beurteilung, welche der Studien vom Durchschnitt aller begutachteten Studien
abweichen, wurde jeweils eine Einstichproben-Konfigurationsfrequenzanalyse durchgefuhrt
(Lehmacher, 1981). Die Signifikanzgrenze wurde im Falle der Hirsefltterung nach Bonferroni-
Adjustierung auf p < 0,003 und im Falle der Maisfitterung auf p < 0,008 festgesetzt.

Hierbei erwiesen sich die Hirse-Studien Nummern 27, 33, 36, 123 und 126 als signifikant vom
Studiendurchschnitt abweichend, wahrend bei der Maisfitterung lediglich die Studie mit der
Nummer 117 (Packett und Hauschild, 1964) signifikant vom Studiendurchschnitt abweicht
(p = 0,000015).

Unter Beriicksichtigung bzw. Miteinbeziehung dieser von der Gesamtpravalenz abweichenden
Studien ergibt sich eine gemeinsame ungewichtete Prdvalenz fur eine Hirse-dominierte
Futterung von 48,6 %. Nach einer Gewichtung der Studien anhand ihrer Fallzahlen ergibt sich
eine gemeinsame gewichtete Pravalenz von 60,5 %.

Hierbei wird die ungewichtete Pravalenz als Mittelwert der Pravalenzen Uber alle Studien
berechnet. Im Falle der gewichteten Prévalenz erfolgt die Berechnung als gewichteter

Mittelwert gemaR folgender Formel:

(gewichtet)

Wobei gilt: x; = Prévalenz in % und gi = Probandenzahl je Studie

Werden die von der Gesamtpravalenz signifikant abweichenden Studien aus der Berechnung
der gemeinsamen Prdvalenz herausgenommen, so ergeben sich fir die gemeinsame

ungewichtete Prévalenz 56,1 % und fur die gemeinsame gewichtete Prévalenz 55,6 %.

Fur die Mais-dominierte Fitterung lassen sich entsprechend folgende geschatzten Prévalenzen

ermitteln: Unter Berlcksichtigung aller evaluierten Studien kann eine gemeinsame

ungewichtete Prévalenz von 9,2 % gegenuber einer gemeinsamen gewichteten Prdvalenz von
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10,1 % berechnet werden. Wird die Studie von Packett und Hauschild (1964) (als signifikant
von der Gesamtprévalenz abweichend) nicht in die Berechnung integriert, so resultiert dies in
einer gemeinsamen ungewichteten Prévalenz von 3,2 %. Diesem Wert steht eine gewichtete
Préavalenz von 5,1 % entgegen.

Die graphische Darstellung der Meta-Analyse fiir die Mais-basierte Futterung weicht
hinsichtlich der fixed effect und der random effect Ergebnisse aufgrund unterschiedlicher
zugrundeliegender Formeln von den oben angegebenen gewichteten und ungewichteten
Mittelwerten ab. Das Software Programm ,R* nutzt zur Durchfihrung der Gewichtung
folgendes Verfahren: Zur Berechnung des gemeinsamen, gepoolten Schatzers fir die Pravalenz
wird zundchst eine Kontinuitatskorrektur durchgefiihrt. Dazu werden bei allen Studien ohne
Erkrankungsfalle (Auftreten von Urolithiasis im Versuch) Haufigkeiten von 0,5 eingesetzt.
Aufgrund in der Regel nicht normal verteilter Proportionen wird eine logarithmische
Transformation durchgefiihrt und die Varianzen fur diese Proportionen werden berechnet
(Formeln 1 und 2). Fur die Konfidenzintervalle der einzelnen Studien wird das exakte Clopper-

Pearson-Intervall der Binomial-Verteilung verwendet.

Formel 1 (Logarithmische Transformation): | =1In (p/1-p)

Formel 2 (logarithmische Varianz): Var(l) =

Wobei gilt: p = beobachtete Pravalenz und N = Anzahl der untersuchten Tiere

Die Gewichtung der Studien ergibt sich aus der inversen Varianz der Studien. Fur die
Gewichtung und Berechnung des gemeinsamen Schatzers wird zum einen davon ausgegangen,
dass die Durchftihrung der Studien homogen ist. In diesem Fall wird angenommen, dass die
Variabilitat der Varianzen rein zufallsbedingt ist. Andererseits wird fur den Fall der
Heterogenitat der Studien davon ausgegangen, dass die Variabilitat der Pravalenzen durch einen
zufalligen Faktor und einen Heterogenitatsfaktor bedingt ist. Um die Heterogenitat der Studien
2 zu schatzen, wird die Methode von DerSimonian und Laird (1986) angewandt.
Liegt keine Heterogenitat vor, kann von einem Fixed-Effects-Modell ausgegangen werden und
die Gewichte werden direkt aus der inversen Varianz berechnet. Bei Vorliegen von
Heterogenitit wird die Varianz der Studien zunichst mit 2 korrigiert und dann aus der inversen

Varianz berechnet.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die geschatzte Pravalenz fir das Auftreten einer
Urolithiasis-Erkrankung bei Hirse-basierter Futterung zwischen 48 und 62 % liegt und einer

Préavalenz von 10 bis 17 % bei Maisfutterung gegenubersteht.

2. Sind Rasse- bzw. Speziespradispositionen fur das Auftreten von Urolithiasis bekannt?
Die im Abschnitt Material und Methoden beschriebene Literatursuche ergab lediglich einen
Treffer (Nwaokorie et al., 2015). Auch eine von der urspriinglich geplanten Suche abweichende
Recherche hinsichtlich einer rasse- bzw. speziesspezifisch unterschiedlichen Exkretion von
beispielsweise Phosphor konnte die Trefferanzahl nicht erhéhen. Bei der genannten
Literaturstelle handelt es sich um eine retrospektive Auswertung von 832 Harnsteinen, welche
zur Analyse an das Minnesota Harnsteinzentrum eingesandt worden waren. Die Auswertung
der anamnestischen Angaben zu diesen Harnsteinen ergibt ein héheres Risiko fir afrikanische
Zwergziegen, an Calciumcarbonat-Urolithiasis zu erkranken. Aufgrund fehlender weiterer
Literaturstellen kann eine Auswertung im Rahmen einer Meta-Analyse nicht erfolgen.

3. Sind kastrierte mannliche Tiere haufiger betroffen als intakte Bocke?

Die Literaturrecherche zur Haufigkeit des Auftretens von Urolithiasis bei kastrierten Schaf- und
Ziegenbocken ergab anhand der oben angegebenen Suchbegriffe insgesamt 130 Titel, welche
in die weitere Literatursichtung einbezogen wurden. Nach Entfernen der anhand der
Auswahlkriterien (Dubletten, Tierart, Sprache, Verfligbarkeit, Aussage zur Prdvalenz von
Urolithiasis bei Kastraten etc.) definierten Publikationen verblieben 15 Literaturstellen in der
Auswertung (Details siehe Anhang). Nach weiterer Sichtung dieser 15 Artikel konnten in 4
dieser Literaturstellen Angaben hinsichtlich der Haufigkeit von Urolithiasis bei kastrierten
sowie bei unkastrierten Bocken ermittelt werden. Da es sich bei diesen Studien jedoch
ausnahmslos um retrospektive Fallstudien ohne die Betrachtung einer gesunden
Kontrollpopulation handelt, kann eine Auswertung im Rahmen einer Meta-Analyse nicht

erfolgen.

4. Welche Operationsmethode bietet die beste Erfolgsrate?

Die Literaturrecherche zur Erfolgsrate nach Durchfiihrung chirurgischer Operationsverfahren
bei obstruktiver Urolithiasis am Schaf- und/oder Ziegenbock ergab anhand der oben
angegebenen Suchbegriffe insgesamt 39 Literaturstellen, welche in die weitere Sichtung und
Auswertung einbezogen wurden. Nach Entfernen der anhand der Auswahlkriterien (Dubletten,

Tierart, Sprache, Verfligbarkeit, Aussage zur Erfolgsrate nach chirurgischer Therapie der
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obstruktiven Urolithiasis etc.) definierten Publikationen verblieben 16 Literaturstellen in der
Auswertung (Details siehe Anhang). Bei diesen Studien handelt es sich um Kohorten- bzw.
Fall-Kontroll-Studien sowie Fallstudien-Berichte. Einzelfallberichte sowie narrative Reviews
wurden aus der Auswertung ausgeschlossen.

Nach Sichtung der einzelnen Studien erfolgte eine Aufarbeitung der Daten je nach angewandter
Methode. Die Durchfuhrung der Meta-Analyse erfolgte mittels des Programms R (Version
3.3.2) und dem R-Paket meta (Version 4.8-1) im Institut fir Medizinische Informatik (IMI) der
JLU GielRen. Aussagen kdnnen getroffen werden fur die Amputation des Processus urethralis,
fur das Anlegen einer Perinealen Fistel (PU), fur die Marsupialisation der Blase, fiir die
ultraschallgestutzte Katheterzystotomie sowie die Katheterzystotomie via Laparotomie.

Es erfolgte zunéchst eine nach Studienart separat aufgearbeitete Analyse der in die Meta-
Analyse eingeschlossenen Studien. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die Ergebnisse
dieser Analysen in den Tabellen 7 und 8 dargestellt.

Im Anschluss daran erfolgte eine gemeinsame Auswertung beider Studientypen. Die
Ergebnisse finden sich in Tabelle 9.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse fur die kombinierte Analyse ist in den Abbildungen
21 bis 25 ersichtlich.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass flr die Marsupialisation der Blase als Therapie
bei obstruktiver Urolithaisis die hochste Erfolgsrate (77 %) ermittelt werden konnte. Dieser
folgen die Perineale Urethrostomie (71 %), die Katheterzystotomie via Laparotomie (66 %) und
die Amputation des Processus urethralis (41 %).

Tabelle 7: Zusammenstellung der Ergebnisse der Meta-Analyse anhand der vorliegenden Fall-
Kontroll-Studien (n = 5).

Amputation Proc. urethralis 0,36-0,61
Perineale Urethrostomie 0,45-0,97
Marsupialisation 0,47-0,86
Sonographische Katheter-Zystotomie 0,06-0,34

Katheterzystotomie via Laparotomie 0,37-0,59
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Tabelle 8: Zusammenstellung der Ergebnisse der Meta-Analyse anhand der vorliegenden
Fallstudien (n = 11).

Perineale Urethrostomie 0,69 0,52-0,82

Katheterzystotomie via Laparotomie 0,79 0,71-0,86

Tabelle 9: Zusammenstellung der Ergebnisse aller in die Meta-Analyse eingeschlossenen
Studien (n = 16).

Amputation Proc. urethralis 0,41 0,31-0,51
Perineale Urethrostomie 0,71 0,56-0,83
Marsupialisation 0,77 0,59-0,89
Sonographische Katheter-Zystotomie 0,15 0,06-0,34

Katheterzystotomie via Laparotomie 0,66 0,59-0,73

Amputation Processus urethralis

Weight Weight

Study Events Total Proportion 95%-Cl (fixed) (random)

Weaver (1969) 9 35 —~—§— 0.26 [0.12;0.43] 31.7% 32.7%

DuhImeier et al. (2007) 14 3 : 0.45 [0.27;0.64] 36.4% 34.6%

Klmper (1994) 14 27 i 0.52 [0.32;0.71] 31.9% 32.8%
1

Fixed effect model 93 -<]>- 0.41 [0.31; 0.51] 100.0% -

Random effects model —_— ———— 0.40 [0.26; 0.57] - 100.0%

Heterogeneity: I = 58%, *=0.20,p=009 ' T T T T 1
02 03 04 05 06 07

Abb. 21: Forest-plot fir die kombinierte Meta-Analyse beziiglich der Erfolgsraten nach
Amputation des Processus urethralis. Das HeterogenitatsmaR 12 deutet mit 58 % eine moderate
Heterogenitat der Studien an. Das gemeinsame geschatzte Effektmald (hier die Erfolgsrate nach
Amputation des Processus urethralis) liegt demnach bei 41 % (fixed effect Modell).
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Perineale Urethrostomie

Weight Weight

Study Events Total Proportion 95%-Cl (fixed) (random)
Tobias & van Amstel (2013) 10 1" —:—'— 0.91 [0.59; 1.00] 10.6% 11.9%
Van Weeren et al. (1987) 18 28 —'-— 0.64 [0.44;0.81] 75.0% 71.9%
Kimper (1994) 6 7 —_— 0.86 [0.42;1.00] 10.0% 11.2%
VanMetre et al. (1996b) 1 1 ; 1.00 [0.03;1.00] 4.4% 5.0%
Fixed effect model 47 <'> 0.71 [0.56; 0.83] 100.0% --
Random effects model —_— 0.72 [0.56; 0.84] - 100.0%

[ T I T |
02 04 06 038 1

Heterogeneity: 12 = 4%, t° = 0.03, p = 0.37

Abb. 22: Forest-plot fir die kombinierte Meta-Analyse beziiglich der Erfolgsraten nach
Anlegen einer Perinealen Urethrostomie. Das HeterogenitiatsmaB 12 deutet mit 4 % eine
vernachlassigbare Heterogenitat der Studien an. Das gemeinsame geschatzte Effektmald (hier
die Erfolgsrate nach Perinealer Urethrostomie) liegt demnach bei 71 % (fixed effect Modell).

Marsupialisation der Blase

Weight Weight

Study Events Total Proportion 95%-Cl (fixed) (random)
May et al. (1998) 18 19 —i—'— 0.95 [0.74; 1.00] 18.4% 22.9%
Fortier et al. (2004) 7 10 : 0.70 [0.35;0.93] 40.8% 38.5%
Haven et al. (1993) 7 10 i 0.70 [0.35;0.93] 40.8% 38.5%
Fixed effect model 39 <> 0.77 [0.59; 0.89] 100.0% --
Random effects model ?ﬁ? 0.79 [0.55; 0.92] -- 100.0%

[ T
04 05 06 07 0.8 09

Heterogeneity: 1 = 38%, t° = 0.38, p = 0.20

Abb. 23: Forest-plot fir die kombinierte Meta-Analyse beziiglich der Erfolgsraten nach
Marsupialisation der Blase. Das HeterogenitatsmaB 1?> deutet mit 38 % eine geringe
Heterogenitat der Studien an. Das gemeinsame geschatzte Effektmald (hier die Erfolgsrate nach
Marsupialisation der Blase) liegt demnach bei 77 % (fixed effect Modell).
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Sonographie-gestiitzte Katheterzystotomie

Study

DuhImeier et al. (2007)
Fortier et al. (2004)
Haven et al. (1993)

Fixed effect model
Random effects model

Heterogeneity: 12 = 13%, 12 = 0.19, p = 0.32!
0

3
0
0

Events Total

33

01 02 03 04 05

Proportion

Weight Weight

95%-Cl (fixed) (random)

0.23 [0.05; 0.54] 70.7% 64.6%
0.00 [0.00; 0.31] 14.6% 17.7%
0.00 [0.00; 0.31] 14.6% 17.7%
0.15 [0.06; 0.34] 100.0% --
0.14 [0.04; 0.35] - 100.0%

Abb. 24: Forest-plot fir die kombinierte Meta-Analyse bezuglich der Erfolgsraten nach
Sonographie-gestiitzter Katheterzystotomie. Das Heterogenitatsmal 12 deutet mit 13 % eine
vernachlassigbare Heterogenitat der Studien an. Das gemeinsame geschéatzte Effektmaf (hier
die Erfolgsrate nach Sonographie-gestutzter Implantation eines Ballonkatheters in die Blase)
liegt demnach bei 15 % (fixed effect Modell).

Study

Ewoldt et al. (2006)
Fazili et al. (2010)

Iselin et al. (2001)
Rakestraw et al. (1995)
Tamilmahan et al. (2014)
Duhimeier et al. (2007)
Fortier et al. (2004)
Haven et al. (1993)
Kumper (1994)
VanMetre et al. (1996b)

Fixed effect model
Random effects model

Heterogeneity: 12 = 66%, t° = 0.55, p < 0.01 |

48
8
14
12
20
5
12
12
0
8

Events Total

63
10
17
15
23
14
25
25

3
10

205

Proportion

Laparotomische Katheterzystotomie

Weight

95%-Cl (fixed)

0.76 [0.64;0.86] 29.9%
0.80 [0.44;0.97] 4.2%
0.82 [0.57;0.96] 6.5%
0.80 [0.52;0.96] 6.3%
0.87 [0.66;0.97] 6.8%
0.36 [0.13;0.65] 8.4%
0.48 [0.28;0.69] 16.3%
0.48 [0.28;0.69] 16.3%
0.00 [0.00;0.71] 1.1%
0.80 [0.44;0.97] 4.2%

0.66 [0.59; 0.73] 100.0%
0.67 [0.53; 0.79] --

Weight
(random)

14.6%
7.9%
9.7%
9.6%

10.0%

10.8%

13.1%

13.1%
3.3%
7.9%

100.0%

Abb. 25: Forest-plot fir die kombinierte Meta-Analyse bezuglich der Erfolgsraten nach
Katheterzystotomie im Rahmen einer Laparotomie. Das HeterogenitatsmaR 12 deutet mit 66 %
eine moderate bis nicht vernachléassigbare Heterogenitat der Studien an. Das gemeinsame
geschatzte EffektmaR (hier die Erfolgsrate nach Implantation eines Ballonkatheters in die
Blase) liegt demnach bei 66 % (fixed effect Modell) bzw. 67 % (random effect Modell).
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Abschnitt 2 — Sonographie der Urethra

Die Sonographie der Urethra konnte bei allen L&mmern, wie bereits beschrieben, durchgefihrt
werden (AlLugami et al., 2017). Die Lagerung und Fixierung der Probanden in linker
Seitenlage wurde ausnahmslos sehr gut toleriert. Ein Aufgasen der L&mmer wéhrend der
Untersuchung konnte nicht beobachtet werden. Beide Untersucher konnten das Lumen der
Urethra in ihrem gesamten Verlauf regelméRig darstellen und fiir die spéatere Auswertung
aufzeichnen (Abb. 26). Die Messergebnisse (Urethrallumen quer und l&ngs) wurden
gespeichert und fir die statistische Auswertung nach Untersucher, Gruppenzugehdrigkeit der

Lammer, Zeitpunkt sowie Lokalisation sortiert.

Im Rahmen der dreifaktoriellen ANOVA wurden zunéchst getrennt nach Untersucher eventuell
vorhandene globale Gruppenunterschiede bestimmt. Hierflr wurden die beiden Variablen
mittlerer Durchmesser der Harnréhre und Flache der Urethra je Untersucher in Abhéngigkeit
von Zeitpunkt der Untersuchung und Lokalisation betrachtet (Abb. 27-29).

Fur den Untersucher 1 konnten statistisch signifikante globale Unterschiede flir den Parameter
mittlerer Durchmesser der Urethra ermittelt werden (p = 0,0017). Die mittleren
Harnréhrendurchmesser lagen hierbei zwischen 0,34 mm und 0,43 mm fir die frihkastrierten
Bdcke, zwischen 0,35 mm und 0,48 mm fir die spatkastrierten Bocke und zwischen 0,34 mm
und 0,57 mm fir die intakten Bocke.

Es bestand ein hochsignifikanter globaler Unterschied zwischen den Untersuchungszeitpunkten
(p < 0,0001). AuRerdem ergab sich eine hochsignifikante Wechselwirkung zwischen dem
Untersuchungszeitpunkt und der Gruppenzugehdrigkeit (p < 0,0001). Dies bedeutet, dass sich
die Zunahmen der Harnréhrendurchmesser vom Untersuchungszeitpunkt 1 bis 3 zwischen den
Gruppen unterscheiden.

Die untersuchten Lokalisationen unterschieden sich global betrachtet nicht signifikant
(p=0,59). Eine Wechselwirkung zwischen Lokalisation und Gruppe konnte jedoch
nachgewiesen werden (p = 0,0081). Wechselwirkungen zwischen Untersuchungszeitpunkt und
Lokalisation sowie zwischen Zeit, Lokalisation und Gruppe erwiesen sich als statistisch nicht
signifikant.

Fir den Untersucher 2 konnten hinsichtlich der Variablen des mittleren Urethraldurchmessers
keine statistisch signifikanten globalen Gruppenunterschiede nachgewiesen werden. Die

Messwerte fur den mittleren Harnréhrendurchmesser lagen bei Untersucher 2 zwischen
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0,32 mm und 0,38 mm fiir die frihkastrierten Bocke, zwischen 0,33 mm und 0,42 mm fir die
spatkastrierten Bocke und zwischen 0,32 mm und 0,48 mm bei den intakten Bdcken. Der
globale Zeitunterschied war statistisch hochsignifikant (p < 0,0001). Die Wechselwirkung
zwischen Zeit und Gruppe konnte auch fur Untersucher 2 als statistisch signifikant
nachgewiesen werden (p = 0,0012). Der Vergleich der Lokalisationen verlief ohne den
Nachweis einer statistischen Signifikanz (p = 0,3163). Ebenso waren die Wechselwirkungen
zwischen Lokalisation und Gruppe, zwischen Zeit und Lokalisation sowie zwischen Zeit,
Lokalisation und Gruppe statistisch nicht signifikant.

Die Ergebnisse der Vermessung der Urethralflachen verliefen fiir beide Untersucher
entsprechend derjenigen der mittleren Urethraldurchmesser. Eine detaillierte Darstellung der
Ergebnisse ist in Tabelle 10 ersichtlich.

Im Anschluss an die dreifaktorielle Varianzanalyse wurde der Einfluss der Untersucher
(Interobserver-Vergleich) auf die Messergebnisse ndher untersucht. Hierzu wurde zunéchst
eine Korrelationsanalyse durchgefuihrt. Die Fragestellung hierbei war, ob ein Zusammenhang
zwischen den Messwerten der beiden Untersucher nachzuweisen ist. Es konnte fiir die beiden
Untersucher Ul und U2 eine statistisch signifikante, positive Korrelation mit dem
Korrelationskoeffizienten von R = 0,5174 bezuglich des Langs- und R = 0,5388 fir den
Querdurchmesser der Urethra ermittelt werden. Fir die mittleren Durchmesser betrug der
Korrelationskoeffizient R = 0,5673 und fiir die berechnete Urethralfliche R = 0,574 (siehe
Tabelle 11). Die graphische Darstellung dieser Korrelationen und die entsprechenden

Hauptkomponentengleichungen sind in den Abb. 30 bis 31 zu finden.

62



Abb. 26: In der Abbildung jeweils paarweise angeordnet finden sich die sonographischen Quer-
und Langsschnitt-Aufnahmen der funf untersuchten Lokalisationen am Penis eines Lammes.
(A+B) Glans penis, (C+D) Pars penina, (E+F) distale Flexura sigmoidea, (G+H) proximale
Flexura sigmoidea und (I+J) Beckenflexur. Die Lage der Urethra ist in allen Einzelbildern
durch einen Blockpfeil markiert.
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Abb. 27: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der dreifaktoriellen Varianzanalyse getrennt nach Untersucher 1 und 2 (U1; U2) fir die

Lokalisationen Glans penis und Pars penina der Urethra. Zu erkennen ist, dass die Messungen von U1 stets hohere Werte ergeben als bei U2.
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Abb. 28: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der dreifaktoriellen Varianzanalyse getrennt nach Untersucher 1 und 2 (U1; U2) fir die
Lokalisationen distale und proximale Flexur der Urethra. Zu erkennen ist, dass die Messungen von U1 stets hohere Werte ergeben als bei U2.
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Abb. 29: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der dreifaktoriellen Varianzanalyse getrennt nach Untersucher 1 und 2 (U1; U2) fur die

& Lokalisation Arcus ischiadicus der Urethra. Zu erkennen ist, dass die Messungen von U1 stets hohere Werte ergeben als bei U2.




Tabelle 10: Resultate der dreifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung bzgl. des Faktors Zeit zum Vergleich der Versuchsgruppen (G),
der Lokalisationen (L) und der Untersuchungszeitpunkte (Z)

Variable Haupteffekte (p-Werte) Zweifachwechselwirkung (p-Werte) Dreifachwechselwirkung (p-Wert)
Gruppe Lokalisation Zeit ZxG LxG ZxL ZxLxG
Durchmesser gl 0,5922 <0,0001  <00001 0,008 0,5149 0,0761
Urethra (Ul
Durchmesser g EETY) 0,3163 <0,0001 0,0012 0,1090 0,1882 0,5080
Urethra (U2

Flache (U1) 0,0009 0,6139 < 0,0001 < 0,0001 0,0084 0,4033 0,0772
Flache (U2) 0,0889 0,3258 < 0,0001 0,0004 0,1583 0,1767 0,4508
(o]

~l

Tabelle 11: Zusammenstellung der Korrelationskoeffizienten zum Interobserver-Vergleich der sonographischen Morphometrie der Urethra

Parameter Korrelationskoeffizient (R) p-Wert
Urethraldurchmesser langs (Da) 0,517 < 0,001

Urethraldurchmesser quer (Db) 0,539 <0,001
Mittlerer Urethraldurchmesser (Da + Db / 2) 0,567 <0,001
Urethralflache (F) 0,574 < 0,001



Korrelation zwischen U1 und U2 fiir den mittleren
Urethraldurchmesser Iéngs (Da)
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Abb. 30: Gegenuberstellung der Messergebnisse beider Untersucher (U1l und U2) flr die
mittleren Urethraldurchmesser (langs [Da]). Die eingezeichnete Gerade reprasentiert die
Hauptkomponentengleichung (Formel siehe Graphik).

Korrelation zwischen U1 und U2 fiir den mittleren
Urethraldurchmesser quer (Db)
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Abb. 31: Gegenuberstellung der Messergebnisse beider Untersucher (U1l und U2) flr die
mittleren Urethraldurchmesser (quer [Db]). Die eingezeichnete Gerade reprasentiert die
Hauptkomponentengleichung (Formel siehe Graphik).
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Korrelation zwischen U1 und U2 fiir die
Mittelwerte aus Da und Db (D)
y =0,7234x+0,0543
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Abb. 32: Gegentberstellung der berechneten Grofl3e ,,mittlerer Urethraldurchmesser* (D)
anhand der Messergebnisse beider Untersucher (D1 entspricht Untersucher 1; D2 entspricht
Untersucher 2). Die eingezeichnete Gerade reprasentiert die Hauptkomponentengleichung
(Formel siehe Graphik).

Korrelation zwischen U1 und U2 fiir die
berechnete Urethralfiédche (F)
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Abb. 33: Gegenuberstellung der berechneten GroRe ,,Urethralflache* (F) anhand der
Messergebnisse beider Untersucher (entsprechend F1 = Untersucher 1 und F2 = Unter-

sucher 2). Die eingezeichnete Gerade reprasentiert die Hauptkomponentengleichung (Formel
siehe Graphik).
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Im Rahmen eines globalen Mittelwertvergleichs zwischen den Untersuchern U1 und U2 konnte
nachgewiesen werden, dass Untersucher 1 stets hohere Messwerte ermittelte als dies fur
Untersucher 2 der Fall war. Die Differenzen der Mittelwerte fir den Langs- und
Querdurchmesser, den mittleren Urethraldurchmesser sowie fir die Urethralflache
unterschieden sich jeweils statistisch hochsignifikant (p < 0,0001).

Diese Unterschiede zwischen den Untersuchern waren umso groRer, je grofier der gemessene
Wert war. Dies konnte anhand einer Bland-Altman-Analyse gezeigt werden und ist in den Abb.

34 bis 37 dargestellt.

Korrelation der Messdifferenzen zum mittleren
Urethraldurchmesser ldngs
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Abb. 34: Darstellung der Ergebnisse der Bland-Altman-Analyse fir die mittleren
Urethraldurchmesser langs. Die rot eingezeichnete Regressionsgerade gibt einen Trend
dahingehend an, dass die Interobserver-Unterschiede mit der HOhe der gemessenen Werte
zunehmen.
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Abb. 35: Darstellung der Ergebnisse der Bland-Altman-Analyse flur die mittleren
Urethraldurchmesser quer. Die rot eingezeichnete Regressionsgerade gibt einen Trend
dahingehend an, dass die Interobserver-Unterschiede mit der Hohe der gemessenen Werte

zunehmen.
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Korrelation der mittleren Messdifferenzen zum

mittleren Urethraldurchmesser gesamt
y =0,2357x-0,0296

Mittelwert aus Urethraldurchmesserlédngs und quer [mm]

Abb. 36: Darstellung der Ergebnisse der Bland-Altman-Analyse fir die berechneten mittleren
Urethraldurchmesser gesamt. Die rot eingezeichnete Regressionsgerade gibt einen Trend
dahingehend an, dass die ermittelten Interobserver-Unterschiede mit steigenden Werten

zunehmen.
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Korrelation der mittleren Fldchendifferenzen zur
mittleren Urethralfidche

y =0,402x-0,0093
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Abb. 37: Darstellung der Ergebnisse der Bland-Altman-Analyse fur die berechnete mittlere

Urethralflache. Die rot eingezeichnete Regressionsgerade gibt einen Trend dahingehend an,
dass die ermittelten Interobserver-Unterschiede mit steigenden Werten zunehmen.
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Abschnitt 3 — Immunhistochemische Untersuchungen

1. Morphometrie an HE-gefarbten Schnitten

Zum Zeitpunkt der Probenentnahme und histologischen Untersuchung waren alle Bocke aus
der Sonographie-Studie sechs Monate alt und waren der Schlachtung zugefiihrt worden. Die
Urethra dieser Bocklammer wies durchweg ein mehrschichtiges Urothel auf. Bei allen Bocken
mit Ausnahme der Harnsteinbdcke, von denen zusétzlich im Rahmen der Sektion am Institut
fur Veterindrpathologie der JLU GieRen Proben entnommen wurden, konnten die
Urethralflache sowie die Flache des Urothels vermessen werden. Im Falle der Bdocke mit
Urolithiasis wurde im Rahmen der Sektion die Urethra langs erdffnet, so dass an diesen
Préparaten keine Flachen bestimmt werden konnten. Aufgrund der dadurch sehr lickenhaften
Datensatze fir die Patienten mit Urolithiasis wurden die restlichen Daten dieser Tiere aus der
statistischen Analyse ausgeschlossen.

Fur die Messwerte der friih- bzw. spatkastrierten sowie der intakten Bocke konnten folgende
Ergebnisse verzeichnet werden: Der globale Gruppenvergleich ergab fiir den Parameter
Urethralflache keinen statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,51; Abb. 38). Beziiglich der
untersuchten Lokalisationen ergab sich jedoch ein hochsignifikanter Unterschied (p < 0,0001).
Es bestand hierbei eine signifikante Wechselwirkung zwischen Gruppe und Lokalisation
(p =0,03). Die Urethralfliche an Lokalisation 3 ist beispielsweise in der Gruppe der
Frihkastrierten deutlich kleiner als in den beiden anderen Gruppen. Im paarweisen Vergleich
der Gruppen konnte ebenfalls ein hochsignifikanter Unterschied der Lokalisationen fur die
Gruppenvergleiche ,,intakt” versus ,,frihkastriert” sowie ,,frihkastriert” versus ,,spatkastriert
ermittelt werden (p < 0,0001). Ebenfalls signifikant unterscheiden sich die Lokalisationen
zwischen den Gruppen ,,intakt” und spatkastriert” (p = 0,002).

Die Vermessung der Flache des die Urethra auskleidenden Urothels unterschied sich global
betrachtet zwischen den Gruppen signifikant (p = 0,04). Es war ein statistisch hochsignifikanter
Lokalisationsunterschied nachzuweisen (p < 0,001). Eine Wechselwirkung zwischen
Lokalisation und Gruppe bestand nicht (p = 0,53; Abb. 39). Im paarweisen Gruppenvergleich
konnte fiir keine der Gruppenpaarungen ein signifikanter Unterschied ermittelt werden, wobei
sich der Vergleich zwischen den Gruppen ,intakt* und ,spatkastriert“ sehr nahe an der
Signifikanzgrenze bewegt (p = 0,018; Signifikanzgrenze bei p < 0,017).

Um die Verbindung zwischen Urethral- und Urothelflache n&her zu untersuchen wurden die
Quotienten aus diesen beiden Flachen gebildet und nach logarithmischer Transformation

ebenfalls mittels einfaktorieller Varianzanalyse ausgewertet. Hierbei konnten keine
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signifikanten globalen Gruppenunterschiede festgestellt werden (p = 0,578). Bezuglich der
Lokalisationen ergaben sich signifikante Unterschiede (p = 0,015), jedoch ohne
Wechselwirkung zwischen Lokalisation und Gruppe (p = 0,298).

Vergleichende Darstellung der Urethralfliichen
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Abb. 38: Darstellung des Gruppenvergleichs fir die Urethralflache (global; p = 0,51). Die
Lokalisationen unterscheiden sich sowohl global betrachtet als auch zwischen den Gruppen
hochsignifikant voneinander (p < 0,0001). Signifikante Unterschiede sind mittels ** markiert.

Vergleichende Darstellung der Flichen des Urothels
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Abb. 39: Darstellung des Gruppenvergleichs fur die Flache des Urothels (globaler
Unterschied; p = 0,04; *). Die Lokalisationen unterscheiden sich sowohl global als auch
innerhalb der Gruppen hochsignifikant voneinander (p < 0,001; **).
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2. Immunhistochemie
Zellulare Immunitat in der Urethra

CD 3 — Féarbung
CD 3 IR-positive Zellen waren bei allen untersuchten Bécken sowohl in den Urethralproben

als auch in der Préputialschleimhaut nachweisbar. Bei manchen Bdcken kam es zu einer
unspezifischen Hintergrundféarbung im Bereich des Urothels bei trotzdem deutlich
abgrenzbaren spezifischen Anfarbungen der CD 3 positiven T-Zellen (Abb. 40).

Abb. 40: CD 3 IR-positive T-Zellen auf Héhe der Basalmembran sowie innerhalb des Urothels
(Pfeilspitze) bei einem Schaflamm. Ebenfalls IR-positive Zellen im submukdsen Bindegewebe
(Stern).

Die statistische Analyse hinsichtlich dieses Parameters konnte keinen statistisch signifikanten
globalen Gruppenunterschied nachweisen. Die Lokalisationen unterschieden sich jedoch
statistisch signifikant voneinander (p = 0,002; Abb. 41). Ebenso bestand eine signifikante
Wechselwirkung zwischen Gruppe und Lokalisation (p = 0,004). Der Effekt der Lokalisation
ist demnach nicht bei allen Gruppen derselbe. Die Lokalisationsunterschiede hdngen von den
Gruppen ab, d. h. die Lokalisationen verhalten sich innerhalb der Gruppen unterschiedlich. In
der Gruppe der intakten Bocke ist eine ausgeglichene Verteilung der CD 3 IR-positiven Zellen
vorhanden, wéhrend bei den friih- und spatkastrierten Tieren eine Zunahme der Immunzellen

von distal nach proximal zu verzeichnen ist. Im Falle einer Harnsteinerkrankung fallt eine
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Reduktion der CD 3 IR-positiven Zellen an den Lokalisationen 2 bis 4 auf. Die Details hierzu
sind in Abbildung 41 ersichtlich.

Die Anzahl an CD 3 IR-positiven Zellen im Praputium war deutlich hoher als dies im Bereich
der Urethra der Fall war. Die untersuchten Gruppen wiesen jedoch Kkeine statistisch
signifikanten Unterschiede auf.

Gruppenvergleich der Anzahl CD 3-IR-positiver Zellen
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Abb. 41: Graphische Darstellung des Gruppenvergleichs fir CD 3 positive T-Zellen. Der
statistisch signifikante Lokalisationsunterschied ist von der Gruppenzugehdrigkeit abhangig
und ist mittels * markiert.
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CD 79 - Farbung

Im Rahmen der immunhistochemischen Farbungen gegen den CD 79 -Komplex konnten

lediglich bei wenigen der untersuchten Bocke (je Gruppe n = 5) in einzelnen der
Urethralschnitte CD 79 -immunreaktive Zellen nachgewiesen werden. Ebenso konnten im
Préaputialgewebe bei wenigen Bdcken vereinzelt IR-positive Zellen gefunden werden (Abb. 42).
Diese befanden sich ausnahmslos im Bereich von GefaRen innerhalb der Bindegewebsschicht
der Submukosa. Eine quantitative Auswertung und Untersuchung der Gewebeproben von
weiteren Tieren aus den einzelnen Untersuchungsgruppen entfiel daher aufgrund fehlender
ersichtlicher Relevanz.

Die Positivkontrollen zu den Féarbungen verliefen stets mit positivem Ergebnis (siehe Material
und Methoden Teil Abschnitt 3).

Abb. 42: Vereinzelte, schwach IR-positive Zellen (markiert durch Raute) fir CD 79 in der
Submukosa der Praputialschleimhaut bei einem Schaflamm mit Urolithiasis. Auffallig ist die
unmittelbare Nahe zu Gefallen (Stern). Rechts im Bild ist das mehrschichtige Epithel des
Praputiums zu erkennen.

77



MAC 387 - Féarbung
Die Férbungen gegen das Protein MAC 387 verliefen ebenso wie bereits fir CD 79

beschrieben (Abb. 43). Auch hier erfolgte (aufgrund fehlender ersichtlicher Relevanz) keine
quantitative Auswertung und Untersuchung der Gewebeproben von weiteren Tieren aus den
einzelnen Untersuchungsgruppen.

Die Positivkontrollen zu den Féarbungen verliefen stets mit positivem Ergebnis (siehe Material
und Methoden Teil Abschnitt 3).

Abb. 43: Beispielhafte Darstellung einer sporadisch nachweisbaren IR-positiven Anfarbung
von MAC 387 (Pfeilspitze) in der Submukosa der Praputialschleimhaut eines Lammes.
Wiederum Né&he zu umliegenden GefaRen erkennbar (Stern).
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3. Neuropeptide und Innervationsdichte in der Urethra

Substanz P-Farbung

Die immunhistochemische Farbung gegen das Neuropeptid Substanz P verlief in nahezu allen
Urethralschnitten der untersuchten Bécke konstant positiv (Abb. 44). Es wurden sowohl quer
als auch langs angeschnittene SP-IR-positive Nervenfasern dargestellt, welche entweder
innerhalb von Ganglien zu finden waren oder sich haufig in unmittelbarer Nahe von Geféal3en
zeigten.

Schafbdcke mit Urolithiasis zeigten eine deutlich reduzierte Anfarbung fir Substanz P.

Diese reduzierte Anfarbung fur Substanz P bei Bocken mit Urolithiasis zeigte sich in der
statistischen Auswertung in einem hochsignifikanten globalen Gruppenunterschied
(p <0,0001). Die Lokalisationen unterschieden sich hierbei nicht signifikant voneinander.
Ebenso bestand keine Wechselwirkung zwischen den Faktoren Gruppe und Lokalisation (Abb.
45).
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Abb. 44: Darstellung einer SP-IR-positiven Anfarbung (Pfeilspitze) in der Submukosa der
Urethralschleimhaut eines Lammes. Die Anfarbungen befinden sich innerhalb der
Nervenfasern von Ganglien (Raute) oder sind in der Nahe umliegender Gefalle lokalisiert
(Stern).
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Abb. 45: Graphische Darstellung des Gruppenvergleichs flir Substanz P. Der statistisch
hochsignifikante globale Gruppenunterschied wird verursacht durch die Gruppe der an
Urolithiasis erkrankten Bocke und ist mittels ** markiert.
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VIP-Farbung

Insgesamt zeigten sich dezente Anfarbungen fur das relaxierende Neuropeptid VIP. Lediglich
in Lokalisation funf (Beckenflexur) konnten bei allen Bocken konstant deutliche Anfarbungen
verzeichnet werden (Abb. 46).

Die deutlichere Anfarbung fir VIP im Bereich des Arcus ischiadicus resultierte in der
statistischen Auswertung in einem hochsignifikanten Lokalisationsunterschied (p < 0,0001).
Aullerdem konnte ein signifikanter globaler Gruppenunterschied nachgewiesen werden
(p = 0,02). Eine statistisch signifikante Wechselwirkung zwischen den Faktoren Gruppe und
Lokalisation bestand hierbei nicht (Abb. 47).

Im paarweisen Gruppenvergleich konnte gezeigt werden, dass sich die Gruppe der Bocke mit
Urolithiasis hinsichtlich des Parameters VIP signifikant von allen anderen Gruppen
unterscheidet (Tabelle 12).

Tabelle 12: Ubersicht iiber die p-Werte fiir den paarweisen Gruppenvergleich beziiglich VIP

Gruppenvergleich p-Werte
Urolithiasis vs. intakt 0,006

Urolithiasis vs. frihkastriert 0,05

Urolithiasis vs. spatkastriert 0,003

81



Abb. 46: Darstellung VIP-IR-positiver Anfarbungen (Pfeilspitze) in Ganglien und Nervenfasern
des periurethralen Gewebes.
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Abb. 47: Graphische Darstellung des Gruppenvergleichs fiir VIP. Der statistisch
hochsignifikante Lokalisationsunterschied wird verursacht durch die in Lokalisation 5
deutlicher ausgepragten Anfarbungen und ist mittels ** markiert. Der ebenfalls bestehende
statistisch signifikante globale Gruppenunterschied ist mittels * markiert.
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NF-Férbung
Die Gesamtinnervation wurde durch immunhistochemische Anférbung des Neurofilaments

dargestellt. In allen Schnitten wurden IR-positive Signale detektiert. Besonders deutlich war
die Anféarbung der Nervenfasern im Bereich des Arcus ischiadicus (Lokalisation 5) (Abb. 48),
aber auch die anderen vier Lokalisationen wiesen durchgéangig positive Signale fir NF auf.
Anhand der Ergebnisse der zweifaktoriellen ANOVA konnten sowohl beziglich des globalen
Gruppenvergleichs als auch bezilglich des Lokalisationsvergleiches hochsignifikante
Unterschiede ermittelt werden (p <0,0001) (Abb. 49). Eine eventuell bestehende
Wechselwirkung zwischen den Faktoren Gruppe und Lokalisation wies keine statistische
Signifikanz auf.

Der im Anschluss an die zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrte paarweise
Gruppenvergleich fir den Parameter NF wies hochsignifikante Unterschiede zwischen der
Gruppe der Bocke mit Urolithiasis und den anderen Untersuchungsgruppen auf. Die p-Werte
aller moglichen Anpaarungen lagen bei p < 0,0001.
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Abb. 48: NF-IR-positive Anfarbungen der Nervenfaserbundel (Raute) im periurethralen
Gewebe an Position 5 eines Studienbockes.
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Abb. 49: Graphische Darstellung des Gruppenvergleichs fir NF. Die statistisch
hochsignifikanten globalen Gruppen- sowie Lokalisationsunterschiede sind mittels **
markiert.
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Korrelationsanalysen
Bezuglich der moglicherweise vorhandenen Korrefteiozwischen den einzelnen Farbungen
konnte lediglich bei den an Urolithiasis erkranki&icken an Lokalisation 2 eine statistisch

signifikante negative Korrelation zwischen der Sabz P immunreaktiv positiven Flache und
der Anzahl an IR-positiven CD 3 T-Zellen ermittaerden (p = 0,02; R = -0,8; Abb. 50). Die
Korrelationsanalysen der anderen Gruppen bzw. lisdadnen verlief mit statistisch nicht

signifikantem Ergebnis.

Abb. 50: Graphische Darstellung der negativen Ktatien zwischen Substanz P immun-
reaktiver Flache und der Anzahl an CD 3 IR-poslefebei Bocken mit Urolithiasis.
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