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1. Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Die Motilitat des Osophagus nimmt innerhalb des Verdauungstraktes eine Sonderstellung ein.
Dies begriindet sich im Vorhandensein sowohl glatter als auch quergestreifter Muskulatur.
Wiéhrend die Motilitdt der quergestreiften Muskulatur Uberwiegend vom Zentralnervensystem
(ZNS) gesteuert wird, spielt in der Regulation der Motilitat der glattmuskularen Anteile das
enterale Nervensystem eine wesentlich bedeutendere Rolle. Uber das Zusammenspiel der
beiden Nervensysteme und die Bedeutung des enteralen Nervensystems bei Spezies mit

iberwiegend quergestreifter Osophagusmuskulatur ist jedoch noch wenig bekannt.

Die Regulation der Osophagusmotilitdt beim Hund ist fur die Veterinarmedizin von
besonderem Interesse, da die Pathogenese des idiopathischen Megadsophagus bei dieser
Tierart ungeklart ist und auch eine zufriedenstellende Therapie dieser Erkrankung bislang

nicht moglich ist.

1.1 Aufgabenstellung

Anhand der Messung isometrischer Muskelkontraktionen von Proben aus dem Osophagus
von Hunden und Ratten sollen die Reaktionen auf stimulierende sowie hemmende Transmitter

und auf Reizung des enteralen Nervensystems ermittelt werden.

Diese Untersuchungen dienen der Referenzwertermittlung fir eine klinische Studie zur
Motilitat der Osophagusmuskulatur bei Hunden mit idiopathischem Megadsophagus. Die
Ziele der vorliegenden Arbeit sind die Ermittlung von Speziesunterschieden in der
Osophagusmotilitat von Hund und Ratte und das Erkennen mdglicher Auffilligkeiten in der
Funktion erkrankter Osophagusabschnitte beim idiopathischen Megadsophagus des Hundes.
In dieser Studie soll erstmals die Funktion des intrinsischen Nervensystems beim

idiopathischen Megadsophagus uberprift werden.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Anatomie und Physiologie des Osophagus

In den folgenden Kapiteln soll ein Uberblick tber die Lage und Struktur der Speiseréhre
sowie ihre Blut- und Nervenversorgung vermittelt werden. Anschlielend wird auf die

Funktion und Motilitat des Organs und deren Regulation eingegangen.

2.1.1. Anatomie

Der Osophagus ist ein muskul6ser Schlauch, der die Verbindung zwischen Pharynx und
Magen herstellt. Der Halsteil geht aus dem Pharynx hervor und liegt zunéchst dorsal, dann
links der Trachea. An der kranialen Brustapertur beginnt der Brustteil, welcher im
Mediastinum zundchst dorsal der Trachea und nach deren Verzweigung ventral der Aorta
verlduft. Der Osophagus tritt durch den Hiatus oesophageus des Zwerchfells in die
Bauchhdhle ein, wo der Bauchteil beginnt. Dieser erreicht nach wenigen Zentimetern den
Kardiateil des Magens (SCHUMMER et al., 1987a).

Der obere Osophagussphinkter (upper esophageal sphincter = UES) besteht aus den Musculi
cricopharyngei und thyropharyngei, welche sich nach kaudal hin  mit der
Osophagusmuskulatur mischen, und der Cartilago cricoidea (STROMBECK und
GUILFORD, 1996a; MANN und SHORTER, 1964). Der Ubergang vom Pharynx in den
Osophagus ist durch einen Schleimhautringwulst, das Limen pharyngooesophageum,
gekennzeichnet (BUSCH, 1980). Der untere Osophagussphinkter (lower esophageal sphincter
= LES) geht aus der Tunica muscularis des Osophagus hervor. Der morphologisch und
manometrisch identifizierbare Sphinkterbereich beginnt ca. 1,5 mm distal der Ubergangszone
zwischen kutaner Schleimhaut des Osophagus und Drisenschleimhaut des Magens
(RINALDO et al.,, 1971). Es handelt sich nicht um einen zirkuldren Sphinkter, die
Muskelfaserbiindel sind Teile eines apolaren Schraubensystems (BUSCH, 1980). Spiralige

elastische Fasern bilden ein weiteres Verschlusselement. Sie winden sich um einzelne
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Muskelfaserbiindel herum, um sich dann in gleicher Weise um benachbarte Fasern zu winden.
Dabei nehmen sie im Verhdltnis zu den Muskelfasern eine schrage Verlaufsrichtung ein
(CLERC, 1983).

Als erster Abschnitt des Vorderdarmes besitzt der Osophagus den gleichen Aufbau wie die
ubrigen Anteile des Verdauungstraktes. Von innen nach aufRen besteht seine Wand aus der
Tunica mucosa, Tunica muscularis und Tunica adventitia bzw. serosa. Die Tunica mucosa ist
eine kutane Schleimhaut mit lickenhafter Lamina muscularis mucosae und einer stark
entwickelten Tela submucosa, welche Schleimdriisen enthadlt. Der Aufbau der Tunica
muscularis weist tierartliche Unterschiede auf und soll weiter unten eingehend beschrieben
werden. Die bindegewebige Tunica adventitia im Halsteil des Osophagus bildet eine stark
verschiebliche Verbindung des Osophagus mit der Umgebung. Brust- und Bauchteil der

Speiserdhre besitzen einen Pleura- bzw. Peritonealiiberzug (SCHUMMER et al., 1987a).

Die Osophagusmuskulatur entstammt der Pharynxmuskulatur. Im Verlauf des Osophagus
geht die quergestreifte Muskulatur des Anfangsteils nach distal in glatte Muskulatur tiber. Das
Verhaltnis quergestreifter zu glatter Muskulatur bzw. der Punkt des Uberganges sowie der
genaue Verlauf der Muskelbiindel sind tierartlich verschieden (SCHUMMER et al., 1987a).

Die Tunica muscularis des Osophagus des Hundes besteht nach vorherrschender
Lehrmeinung ausschlieflich aus quergestreifter Muskulatur (SCHUMMER et al., 1987b;
MANN und SHORTER, 1964).

Einige Untersucher fanden in der inneren Muskelschicht des distalen Osophagus des Hundes
neben den quergestreiften Muskelfasern auch glatte Muskelzellen (BUSCH, 1980;
JACOBOWITZ und NEMIR, 1969). Weitere Untersucher haben in beiden Muskelschichten
glatte Muskelzellen bis zu 5 cm (PINTIN-QUEZADA et al., 1990) bzw. 7 cm proximal des
LES nachgewiesen, wobei diese 1 cm proximal des LES einen Anteil von 25% und 0,5 cm
proximal des LES einen Anteil von 50% ausmachen (BEREZIN et al., 1994).

Im Osophagus des Hundes verlauft unmittelbar distal des oberen Osophagussphinkters ein
Teil der Muskelfasern anndhernd ringférmig, wéhrend andere Fasern, die aus dem
Pharynxbereich stammen, in steilem Winkel ann&hernd longitudinal verlaufen. Im zervikalen

und thorakalen Osophagus verlaufen die Fasern der Innen- und der AuRenschicht
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uberwiegend schrég, zunéchst in elliptischen Touren, dann in zwei sich kreuzenden Spiralen.
Zum unteren Osophagussphinkter hin nehmen die Fasern der AuBenschicht eher einen
langsgerichteten, die der Innenschicht eher einen zirkuldren Verlauf an (BUSCH, 1980;
SCHUMMER et al., 1987b; BEREZIN et al., 1994).

Eine Lamina muscularis mucosae ist beim Hund nur im distalen thorakalen Osophagus
vorhanden (BUSCH, 1980).

Der Osophagus der Ratte besteht aus quergestreifter Muskulatur, nur im abdominalen Teil
treten vereinzelt glatte Muskelzellen auf. Die Tunica muscularis wird von zwei
Muskelménteln gebildet. Der Aufenmantel besteht aus einer duBeren L&ngs- und einer
inneren Ringlage; der Innenmantel aus einer Langslage. Im zervikalen Sphinkterbereich
héngen die beiden Mantel zusammen (HEBEL und STROMBERG, 1985). Die &uRere
Langsmuskulatur umkreist den Osophagus spiralig im Uhrzeigersinn, aus dieser Spirale
strahlen fortwéhrend Fasern in die Ringlage ein. Im oberen Halsteil verlaufen fast alle Biindel
der Ringlage zirkulér, weiter distal verlaufen sie zunehmend schrég. Die Biindel der inneren
L&ngsschicht verlaufen gegen den Uhrzeigersinn mit gleichen Steigungswinkeln wie die der
aulleren L&ngsschicht (KAUFMANN et al., 1968).

Die Blutversorgung des Osophagus erfolgt im Halsteil Gber die Arteriae thyreoideae, im
proximalen Brustteil Uber die Arteria bronchooesophagea. Distaler Brustteil und Bauchteil
werden Uber Aste der Aorta, Arteriae intercostales und Arteria gastrica versorgt. Der vendse
Abfluss verlauft tiber die begleitenden Venen (MILLER et al., 1972).

Der Osophagus wird vorwiegend vom Nervus vagus innerviert. Dieser enthalt somatische
motorische Fasern, Fasern des autonomen Nervensystems und viszerale Afferenzen. Die
somatischen motorischen Fasern innervieren ausschliellich die Tunica muscularis und
entstammen dem Nucleus ambiguus, die autonomen Fasern innervieren alle Schichten des
Osophagus und entstammen dem Nucleus motoricus dorsalis. Die afferenten vagalen Fasern
enden zum grofiten Teil im Ganglion nodosum, teilweise aber auch in juguléren proximalen
Ganglien. Der Sympathikus innerviert alle Schichten des Osophagus durch Fasern entlang der
Arterien, die zervikalen bis thorakalen und celiacomesenterischen Ganglien entstammen
(HUDSON und CUMMINGS, 1985; MILLER et al.,, 1972). Spinale Afferenzen der
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Osophagusmuskulatur erstrecken sich tiber die Ganglien vom C1 bis L2 (KHURANA und
PETRAS, 1991; HUDSON und CUMMINGS, 1985).

Die Mechanorezeptoren der Speiserdhre sind noch nicht vollstandig identifiziert. Sie sind
nicht gleichmaRig verteilt, sondern konzentrieren sich am oberen und unteren Ende des
thorakalen Osophagus (CHRISTENSEN, 1984). Die Dehnungsrezeptoren sind mit der
quergestreiften Osophagusmuskulatur ,,in Serie“ geschaltet (SATCHELL, 1984). Daneben
existieren mukosale und serosale Mechanorezeptoren (RODRIGO et al., 1975b; CLERC und
MEI, 1983).

ASAAD et al. wiesen 1983 im Osophagus des Hundes Muskelspindeln nach. Weitere
Strukturen, die moglicherweise als Mechanorezeptoren fungieren, sind intraganglionére
laminare Nervenendigungen (RODRIGO et al.,, 1975a; CHRISTENSEN, 1984) sowie
parafaszikulare Ganglien (NONIDEZ, 1946; CHRISTENSEN 1984). Im Plexus myentericus
des Darmes wurden bereits Zellen nachgewiesen, welche auf Deformation des Ganglions, in

dem sie lokalisiert sind, mit Entladungen reagieren (WOOD, 1981).

Das intrinsische Nervensystem des Osophagus besteht aus dem Plexus submucosus, der in
diesem Organ unvollstdndig ausgebildet ist und keine Ganglien enthélt, und dem Plexus
myentericus (ASAAD, 1983; SEIFERLE und BOHME, 1990). Die mikroskopische Anatomie
ist vor allem beim Opossum genauer untersucht worden. Bei dieser Tierart unterscheidet sich
der Plexus myentericus des Osophagus sehr deutlich von dem des Darms. Es findet sich eine
unregelméRige Anordnung von Nervenfaserbiindeln, der Durchmesser der Fasern variiert sehr
stark und es sind verhéltnisméRig wenige, kleine Ganglien vorhanden, die nicht regelméalig
mit den ,,Kreuzungspunkten* assoziiert sind (CHRISTENSEN und ROBISON, 1982).

PINTIN-QUEZADA et al., 1990 und BEREZIN et al., 1994 wiesen im distalen Osophagus
und LES des Hundes bis zu 5 cm proximal des unteren Osophagussphinkters interstitielle
Cajal-Zellen (Interstitial Cells of Cajal, ICC) nach, die in Verbindung mit den glatten
Muskelfaserbiindeln standen. Es sind keine Kontakte zwischen ICC wund den
Skelettmuskelanteilen des Osophagus oder deren Satellitenzellen nachweisbar. Anders als im
Darm bilden die ICC im distalen Osophagus des Hundes kein mit dem Plexus myentericus

assoziiertes Netzwerk zwischen den Muskelschichten, sondern es scheinen zwei Netzwerke
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zu existieren, eines in Verbindung mit der duReren, das andere in Verbindung mit der inneren
Muskelschicht.

2.1.2. Physiologie

Die Aufgabe des Osophagus besteht im Transport des abgeschluckten Bissens vom Pharynx
in den Magen, beim Erbrechen wird Mageninhalt in die entgegengesetzte Richtung
transportiert. Im Ruhezustand verhindern Verschlussmechanismen am pharyngealen Eingang
den Eintritt von Luft und am Ubergang in den Magen den Reflux von Mageninhalt
(INGELFINGER, 1958). Der Osophagus besitzt demnach drei funktionelle Einheiten: den
oberen und unteren Osophagussphinkter und das Corpus des Osophagus (CHRISTENSEN,
1975).

Die motorische Aktivitit des Osophagus des Hundes kann in drei Phasen unterteilt werden:
Nahrungsaufnahme, Verdauungsphase und interdigestive Phase. Die dabei auftretenden
Kontraktionen konnen in zwei Typen eingeteilt werden. Kontraktionen vom Typ I, die
wéhrend der Nahrungsaufnahme und Verdauungsphase auftreten, sind peristaltische Wellen,
die sich von proximal nach distal fortsetzen. In der interdigestiven Phase treten tiberwiegend
Kontraktionen vom Typ Il auf, das sind simultane Kontraktionen von LES und thorakalem
Osophagus, deren Amplitude und Dauer im Bereich des LES am groften sind (HABU et al.,
2000).

Die Peristaltik des Osophagus wird eingeteilt in primére Peristaltik, die durch den Schluckakt
ausgelost wird und sekundare Peristaltik, die durch intradsophageale Dehnung ausgeldst wird
(FLESHLER et al., 1959).

Nur festes Material 16st in 100% der Falle eine peristaltische Welle aus, das Abschlucken von
Flussigkeit hat hdufig keinen Effekt (WATROUS, 1979). Es ist auch bei festem Material eine
bei jedem Tier individuelle kritische Bolusgrée erforderlich, um Peristaltik auszultsen
(WATROUS, 1979; INGELFINGER, 1958). Nach einer peristaltische Welle folgt eine kurze
Refraktarperiode, so dass sich bei hastigem, wiederholten Abschlucken gréRere Mengen
Ingesta ansammeln koénnen, welche dann erst durch sekundére Peristaltik abtransportiert
werden (WATROUS, 1979).
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Die 0sophageale Peristaltik wird als unwillkirlicher Reflex unter Kontrolle des ZNS
angesehen (TWEDT, 1994). Die Regulation der Osophagusmotilitat verlauft in segmentalen
vagovagalen Reflexbdgen. Den Ganglien des Plexus myentericus wird eine Rolle im
afferenten Teil dieser Reflexe zugeschrieben (NONIDEZ, 1946; CHRISTENSEN, 1984). Die
weiteren Bestandteile sind die vagalen Afferenzen, deren Zellkerne im Ganglion nodosum
liegen, die ©sophagealen Pramotorneuronen im Schluckzentrum, welche Kontrakt zu
inhibitorischen respiratorischen Fasern aufnehmen, und die 6sophagealen Motorneuronen.
Die Motorneuronen, welche quergestreifte Muskelzellen innervieren, sind im Nucleus
ambiguus lokalisiert, die Innervation der glatten Muskelzellen entstammt dem dorsalen
motorischen Nucleus des Nervus vagus. Die motorischen Efferenzen verlaufen im Nervus
vagus. Die Innervation der glatten Muskulatur beinhaltet Synapsen zu postgangliondren
Fasern innerhalb des enterischen Nervensystems ENS (STROMBECK und TROYA, 1976;
LU und BIEGER, 1998). Der peristaltische Reflex des Osophagus ist unabhingig von
spinalen Afferenzen (DONG et al., 2001).

CARVETH et al. (1962) zeigten, dass eine intakte Vagusinnervation beim Hund essentiell fiir
die Peristaltik des Osophagus ist. Auch nach Durchtrennung des Nervus vagus waren
allerdings gelegentlich Reaktionen des Osophagus auf den Schluckvorgang zu beobachten,
deren Ursprung nicht geklart ist. Diese bestanden in schwachen, wiederholten Kontraktionen
des gesamten Osophagus. Bei anderen Spezies ist zumindest im glattmuskuldren Teil des
Osophagus auch die intrinsische Generation von Peristaltik mdglich (CHRISTENSEN und
LUND, 1969).

Die primare Peristaltik der Osophagusmuskulatur als Reaktion auf den Schluckakt wird tiber
cholinerge Innervation vermittelt (PATERSON, 1997). Die zentrale Regulation der Peristaltik
des glattmuskularen Anteils des Osophagus beinhaltet innerhalb der Ganglien nikotinerge
Ubermittlung, postganglionar wirkt Acetylcholin auf muskarinerge Rezeptoren (BLANK et
al., 1989). Die Kontraktionsreaktion glatter Osophagusmuskulatur auf elektrische Stimulation
der intrinsischen Nerven besteht in einer cholinergen Komponente zu Beginn, teilweise auch
wéhrend des Reizes und einer nichtcholinergen Komponente nach Beendigung des Stimulus
(CRIST et al., 1984a). Der Einfluss der nichtcholinergen Komponente auf die Kontraktilitat
nimmt innerhalb des Osophagus von kranial nach kaudal zu (CRIST et al., 1984b).
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Die Kontraktion des LES wird Uber cholinerge und histaminerge Rezeptoren vermittelt
(ALLESCHER et al., 1988). Die Inhibition des LES wird durch das Zusammenspiel
stickoxid- und VIP-enthaltender Nerven des ENS vermittelt (DE MAN et al., 1991;
TOTTRUP et al.,, 1991; TOTTRUP et al., 1993).

Die Motilitdt der Lamina muscularis mucosae wird durch exzitatorische cholinerge und
inhibitorische adrenerge Fasern gesteuert (KAMIKAWA et al., 1982).

Reizung des Nervus vagus flhrt beim Hund zu simultanen tetanischen Kontraktionen des
gesamten Osophagus (GRAY, 1974; STROMBECK und TROYA, 1976 und HOLLAND et
al., 1996). Experimentell kann bei anderen Spezies durch Stimulation des Vagus eine
peristaltische Welle des glattmuskularen Anteils des Osophagus ausgeldst werden, welche
unempfindlich gegen Atropin ist. Die peristaltische Natur der zentral ausgelosten Kontraktion
wird demnach im glattmuskuldren Bereich durch intramurale Mechanismen vermittelt
(MUKHOPADHYAY und WEISBRODT, 1975). Stickoxid schafft hierbei einen
Latenzgradienten, welcher fur das Voranschreiten der peristaltischnen Welle essentiell ist
(TOBIN und POPE, 1993).

Im glattmuskularen Bereich des Osophagus existiert auch ein myogenes Kontrollsystem fiir
die Peristaltik, welches jedoch spezifische Aktivierung bendtigt. Es ist anzunehmen, dass es in
vivo unter neuraler Kontrolle steht (SARNA,1977; PREIKSAITIS und DIAMANT, 1999).

Die zentralen Regelmechanismen allein konnen die Motilitat des Osophagus beim Hund nicht
aufrechterhalten. Daflir ist zumindest im zervikalen Abschnitt zusétzlich afferenter Einfluss in
Form eines Dehnungsreizes erforderlich. Wird der abgeschluckte Bissen aus dem zervikalen
Osophagus mittels einer Fistel entfernt, so sind distal meist nur isolierte, unkoordinierte
Kontraktionen festzustellen. Innerhalb des thorakalen Osophagus des Hundes ist die
Fortsetzung der peristaltischen Wellen gelegentlich auch ohne einen Bolus zu beobachten.
Der Dehnungsreiz durch den Bolus erleichtert das Fortschreiten der Peristaltik jedoch auch
dort erheblich (LONGHI und JORDAN, 1971; JANSSENS et al., 1973; JANSSENS et al.,
1974).

Bei anderen Spezies ist der Dehnungsreiz nicht essentiell fur die 6sophageale Peristaltik.
Beim Rhesusaffen beispielsweise l&uft die peristaltische Welle in den meisten Féllen auch

nach Entfernen des Bolus sowohl im proximalen quergestreiften Drittel als auch in den
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glattmuskularen distalen zwei Dritteln des Osophagus nach distal weiter. Im Gegensatz zum
Hund ist nach Entfernung des Bolus eher im thorakalen Abschnitt eine Beeintrdchtigung der
Peristaltik sichtbar als im zervikalen Abschnitt. Die Peristaltik wird hier offenbar durch einen
zentralen Mechanismus nicht nur induziert, sondern kann durch diesen auch ohne afferentes
Feedback aufrechterhalten werden. Die peristaltische Welle verlangsamt sich jedoch, wenn
kein Bolus vorhanden ist. Die afferente Information tragt also zur Koordination der Motilitét
bei (JANSSENS et al., 1976).

Beim (iberwiegend glattmuskularen Osophagus des Menschen setzen sich peristaltische
Wellen, die oberhalb einer Obstruktion beginnen, gewohnlich nicht distal davon fort
(CREAMER, 1957).

Vergleicht man den Einfluss des Bolus im zervikalen bzw. thorakalen Osophagus beim Hund,
Rhesusaffen und beim Menschen (JANSSENS et al., 1973; JANSSENS et al., 1974;
JANSSENS et al, 1976; CREAMER, 1957), so scheinen diese Unterschiede
speziesspezifisch zu sein, und nicht vom Vorliegen glatter oder quergestreifter Muskulatur in

den entsprechenden Abschnitten abzuhéngen.

Beim Hund sind Unterschiede in der Peristaltik zwischen dem zervikalen und dem thorakalen
Osophagus auch unter physiologischen Bedingungen zu beobachten. So erlischt die
peristaltische Welle hdufiger im zervikalen als im thorakalen Anteil, sekundére Peristaltik
lasst sich im thorakalen Teil leichter ausldsen als im zervikalen Abschnitt (HWANG, 1954).

ANDREW stellte 1956 fest, dass die fortschreitende Kontraktion allein, auch ohne einen

Bolus, eine afferente Stimulation darstellen kann.

Intramurale Leitungsbahnen haben beim Hund fiir den Ablauf der dsophagealen Peristaltik
kaum eine Bedeutung. Eine vollstandige Durchtrennung des Osophagus mit anschlieRender
End-zu-End-Anastomose verandert die Peristaltik des Osophagus und die Funktion des
unteren Osophagussphinkters nicht, wenn man von einer geringgradigen Verringerung der
Kontraktionskraft um die Anastomose herum absieht (CARVETH et al., 1962). Auch wenn
keine Reanostomose vorgenommen wird, setzt sich nach Durchtrennung des thorakalen

Osophagus die peristaltische Welle in einigen Fallen distal weiter fort. Dabei verringert sich
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die Geschwindigkeit der peristaltischen Welle an der Stelle der Durchtrennung, ist distal
davon aber unverdandert (JANSSENS et al., 1974).

Bei Spezies mit glattmuskularen Osophagusabschnitten tragen intramurale Strukturen jedoch
malgeblich zur Koordination der Motilitat bei. Beim Rhesusaffen fuhrt eine Durchtrennung
des Osophagus im glattmuskularen Abschnitt zu einer Beeintrachtigung der Peristaltik. Nicht
alle Peristaltikwellen Uberspringen die Durchtrennungsstelle. Wird keine Reanostomose
vorgenommen, so nimmt die Geschwindigkeit der peristaltischen Welle distal der
Durchtrennungsstelle ab. Im quergestreiften Abschnitt des Osophagus bleibt eine
Durchtrennung auch hier ohne gréRere Auswirkungen (JANSSENS et al., 1976).

Bei einer peristaltischen Welle geht die Kontraktion der L&ngsmuskulatur der Kontraktion der
Quermuskulatur voraus (SUGARBAKER et al., 1984b; EDMUNDOWICZ und CLOUSE,
1991). Nach distal hin nimmt der zeitliche Abstand zwischen der Kontraktion der beiden
Muskelschichten zu, so dass im Osophagus nicht von einer fixen Kopplung zwischen Langs-
und Quermuskulatur ausgegangen werden kann. Die sequentielle Aktivierung der
Langsmuskulatur ist zentral gesteuert, ein peripherer neuromuskuldrer Mechanismus bedingt
jedoch eine nach distal hin zunehmende Dauer der Kontraktionen. Die sequentielle
Aktivierung der glatten Quermuskulatur ist peripher gesteuert. Die Kontraktionsdauer der
Quermuskulatur  verschiedener Osophagusabschnitte unterscheidet sich nicht. Die
Geschwindigkeit der peristaltischen Welle, welche von proximal nach distal abnimmt,
unterliegt peripherer Kontrolle (SUGARBAKER et al., 1984b).

Die Unterschiede zwischen der Langs- und Quermuskulatur kdnnen in der Innervation
begriindet sein, da die L&ngsmuskulatur tberwiegend exzitatorisch, die Quermuskulatur
sowohl exzitatorisch als auch inhibitorisch innerviert ist (SUGARBAKER et al., 1984a).

Daneben geht bei der Peristaltik eine inhibitorische Welle den Kontraktionen voraus
(FLESHLER et al., 1959). Es besteht die These, dass die Efferenzen des Vagus nicht nur die
Kontraktion vermitteln, sondern parallel dazu inhibitorische Ganglienzellen des enteralen
Nervensystems aktivieren (MILLER, 1982; LU und BIEGER, 1998).

Die 6sophageale Peristaltik ist mit der Aktivitat der Osophagussphinkter koordiniert. Im

Ruhezustand ist der Druck in den Ubergangsbereichen zwischen Pharynx und Osophagus
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sowie zwischen Osophagus und Magen deutlich héher als in den umgebenden Regionen.
Beim Schluckakt geht eine Relaxation der Sphinkterregionen einer anschlieBenden
Drucksteigerung nach Passage der peristaltischen Welle voraus (ANDREW, 1956;
SCHLEGEL und CODE, 1958; HABU et al., 2000). Auf einen intrabsophagealen
Dehnungsreiz erhéht sich der Tonus des oberen Osophagussphinkters, wahrend der untere
Osophagussphinkter fiir die gesamte Dauer des Stimulus relaxiert bleibt (CREAMER, 1957).

Der Verschluss des oberen Sphinkters wird durch tonische zentrale Exzitation gewahrleistet,
die Relaxation spiegelt zentrale Inhibition dieses Mechanismus wider (CHRISTENSEN,
1975). Im pharyngodsphagealen Bereich ist im Ruhezustand elektromyographisch eine hohe
Hintergrundaktivitat der Muskulatur, insbesondere des Musculus cricothyreoideus und
angrenzender Osophagusmuskulatur, nachweisbar. An den versorgenden Nerven besteht ein
kontinuierlicher Fluss von Impulsen (WATROUS, 1979).

Der untere Osophagussphinkter ist ein funktioneller Sphinkter, zu dessen Funktion der
Muskeltonus, die interdigitierenden  Schleimhautfalten von  Osophagus-  und
Magenschleimhaut, das Zwerchfell, der schrage Eintrittswinkel des Osophagus in den Magen
sowie der intraabdominelle Druck beitragen (WATROUS, 1979). Der Muskeltonus des LES
wird durch einen tonischen exzitatorischen Input des Nervus vagus aufrechterhalten
(ALLESCHER et al., 1988).

Die Reaktionen des unteren Osophagussphinkters im Rahmen der Peristaltik sind bei Spezies
mit quergestreifter Osophagusmuskulatur tberwiegend zentral gesteuert, da sie durch
Vagotomie beeintrachtigt oder aufgehoben werden (INGELFINGER, 1958). Nach
Durchtrennung des Vagus sind nur gelegentlich Reaktionen des unteren Osophagussphinkters
zu beobachten, diese bestehen in einer abgeschwéchten Relaxation des Sphinkters mit
verfriihter, abgeschwachter nachfolgender Kontraktion (CARVETH et al., 1962).

Dagegen findet die Koordination zwischen dem glattmuskuléaren Teil des Osophagus und dem
LES beim Menschen vollstandig innerhalb des ENS statt (DIAMANT und EL-SHARKAWY,
1977).

Die Kontraktionen des LES wahrend des interdigestiven myoelektrischen Komplexes

(interdigestive myoelectric complex = IMC) und nach der Nahrungsaufnahme sind laut
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HALL et al., 1986 von der Integritat des Vagus abhangig. HUIZINGA und WALTON wiesen
jedoch 1989 im LES des Hundes spontane elektrische und mechanische Aktivitdt myogenen
Ursprungs nach, als deren Ursache inzwischen interstitielle Cajal-Zellen (ICC) angesehen
werden (PINTIN-QUEZADA et al., 1990; BEREZIN et al., 1994). ICC sind essentielle
Elemente fur die Entstehung spontaner elektrischer Aktivitdt der Muskulatur des Magen-
Darm-Traktes (SUZUKI et al., 1986).

Nicht nur zwischen dem Osophagus und seinen Sphinkteren, sondern auch innerhalb des
Osophagus ist eine Koordination der Motilitat zu erkennen. Bei einem intradsophagealen
Dehnungsreiz sind oral davon simultane Kontraktionen festzustellen, auf Hohe des Stimulus
kontrahiert die Langsmuskulatur, distal des Reizes ist der Muskeltonus zunéchst vermindert.
Nach Beendigung des Stimulus kontrahiert auch distal die Zirkuldarmuskulatur, entweder in
Form einer peristaltischen Welle oder simultan (CREAMER, 1957; CHRISTENSEN und
LUND, 1969, CHRISTENSEN, 1970).

Diese Reaktionen sind in Abschnitten des Osophagus mit quergestreifter Muskulatur
uberwiegend vagusvermittelt (CREAMER, 1957). In glattmuskuléren Abschnitten sind die
Reaktionen der Quermuskulatur iberwiegend intrinsischen Ursprungs (CHRISTENSEN und
LUND 1969; CHRISTENSEN, 1970), die Reaktionen der L&ngsmuskulatur scheinen
myogener Natur zu sein (PATERSON, 1997).

Die peristaltische Welle des Osophagus setzt sich nicht in den Magen hinein fort. Postprandial
steigt der Tonus des LES an, wéhrend der Tonus des Magens sich vermindert. Wahrend des
gastrischen IMC treten synchrone Kontraktionen des Osophagus vom Typ I, d.h. simultane
Kontraktionen des thorakalen Osophagus und LES, auf (HABU et al., 2000).

Afferenzen des Osophagus beeinflussen reflektorisch die Atmung. Dehnung des Osophagus
bewirkt eine Zunahme der Atemfrequenz. Ferner wird die Aktivitat exspiratorischer Muskeln,
welche die Bauchhdhle umgeben, darunter auch das Zwerchfell, vermindert, wéahrend die
Aktivitat der exspiratorischen Muskeln der Brustwand gefordert wird. Diese Reflexe sind
uber den N. vagus vermittelt (CHERNIAK et al., 1984; OLIVEN et al., 1989).

Dem enteralen Nervensystem des Osophagus werden drei Funktionen zugeschrieben: Erstens

die Forderung der vom ZNS ausgelOsten Peristaltik, zweitens die Generation einer
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inhibitorischen Welle, die der peristaltischen Welle vorausgeht und drittens die Koordination
zwischen den Muskelschichten (MILLER, 1982).

WATTCHOW et al. untersuchten 1987 die Verteilung von Neuropeptiden im menschlichen
Osophagus und fanden innerhalb des Plexus myentericus vorwiegend vasoaktives intestinales
Polypeptid (VIP), Neuropeptid Y (NPY), Enkephalin und Substanz P. Die Nervenfasern
innerhalb der glatten Osophagusmuskulatur enthielten tiberwiegend VIP und NPY, und zwar
in denselben Varikositdten, wéhrend andere Neuropeptide nur in geringen Mengen
nachgewiesen wurden. In der quergestreiften Osophagusmuskulatur wiesen diese Untersucher
kaum Neuropeptide nach. Dem ENS dieser Osophagusregionen wurde damit lediglich ein

Einfluss auf die Lamina muscularis mucosae zugeschrieben.

Inzwischen mehren sich jedoch die Hinweise auf eine Beteiligung des enteralen
Nervensystems des Osophagus an der Innervation der quergestreiften Muskulatur. Bis zu 80%
der motorischen Endplatten im Osophagus der Ratte erhalten eine enterische Co-Innervation
(NEUHUBER, et al. 1994). Die enteralen Nervenenden enthalten Stickoxid (nitric oxide =
NO), VIP, Galanin, NPY und Opioide (NEUHUBER et al., 2001). Die nitrergen sind von den
cholinergen Nervenendigungen zum grof3en Teil durch Telogliafortsétze getrennt, wahrend
zwischen der Halfte der nitrergen Endigungen und dem Sarkolemn keine trennenden
zelluldren Elemente liegen. Somit besteht die Mdglichkeit, dass enterales NO nicht nur auf die
cholinergen Nervenendigungen, sondern auch direkt auf die quergestreiften Muskelfasern
wirkt (WORL et al. 1994 und 1997).

Die Funktion des enteralen Nervensystems in Osophagusabschnitten mit quergestreifter
Muskulatur scheint in der Modulation zentralen Inputs zu bestehen. Beim Hamster zeigte
sich, dass die Kontraktionsreaktionen auf Vagusreizung durch enterales Stickoxid verhindert
werden konnen (IZUMI et al.; 2003).
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2.2. Das enterale Nervensystem

Die folgenden Kapitel sollen einen Einblick in den Aufbau und die Funktion des intramuralen

Nervensystems des Gastrointestinaltraktes vermitteln.

2.2.1. Morphologie und Physiologie

Das enterale Nervensystem (ENS) ist Teil des intramuralen Nervensystems der Eingeweide
und damit Teil des vegetativen Nervensystems. Seine Ganglien liegen in mehreren
miteinander in Verbindung stehenden Schichten als Plexus submucosus MEISSNER und
Plexus myentericus AUERBACH, teilweise auch als Plexus subserosus in der Wand des
Verdauungstraktes. (SEIFERLE und BOHME, 1990).

Das Zahlenverhéltnis extrinsischer Fasern zu intrinsischen Neuronen des ENS im
Gastrointestinaltrakt ist 1:300 (LUNDGREN, 1988). Das ZNS moduliert die gastrointestinale
Motilitat, aber kontrolliert sie nicht. Das enterale Nervensystem stellt ein erganzendes,
unabhéngiges System dar. Es unterliegt Einflissen aus dem ZNS, welche (ber efferente
Fasern des Sympathikus und Parasympathikus vermittelt werden, Einfliissen aus dem Lumen
des Verdauungstraktes, welche Uber Mechanorezeptoren, Chemorezeptoren und

Thermorezeptoren vermittelt werden, sowie hormonellen Einfliissen (GUILFORD, 1990b).

Durch Zerstérung des enteralen Nervensystems kurzer Dinndarmabschnitte von Hunden
konnte gezeigt werden, das der interdigestive myoelektrische Komplex in diesen Abschnitten
ausfallt, distal davon jedoch wieder auftritt (FRANTZIDES et al., 1990). Somit ist nur die

lokale, nicht die tberregionale Koordination von der Funktion des ENS abhangig.

Die meisten Neurone des Plexus myentericus lassen sich grob in zwei grofle Kategorien
einteilen. Exzitatorische Motorneurone enthalten Acetylcholin und die Tachykinine Substanz
P und Neurokinin A, sie machen 40-50% der myenterischen Neurone aus. Inhibitorische
Motorneurone, die Stickoxidsynthase sowie VIP und seine homologen Peptide enthalten,
machen weitere 20-30% der myenterischen Neurone aus (FURNESS et al., 1992).

Die Aktivitat des ENS kann unterteilt werden in mechanosensitive und spontane Muster.

Verschiedenen Typen von Neuronen werden dabei verschiedene Aufgaben zugeschrieben.
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Langsame exzitatorische postsynaptische Potentiale werden als Grundlage der Peristaltik
angesehen, Neurone mit ,,ausbruchartiger Aktivitét (,,burst-type®) sind geeignet, segmentale
Kontraktionen zu vermitteln, und myenterische Neurone mit einem kontinuierlichen
Entladungsmuster werden als verantwortlich fur tonische Inhibition spontaner Aktivitat der
glatten Muskulatur angesehen (WOOD, 1987). Tonische inhibitorische Aktivitat des ENS
verhindert, dass die Schrittmacheraktivitat zu Muskelkontraktionen fiihrt. Disinhibition durch
enterische Interneurone erlaubt kontrollierte Motilitdt (GUILFORD, 1990b). Intrinsische
Schaltkreise ermdglichen die Koordination zwischen den Muskelschichten (GRIDER, 1998).

Die motorische Innervation des Verdauungstraktes durch das enterale Nervensystem ist zum
grofiten Teil Uber die interstitiellen Cajal-Zellen vermittelt, mit welchen die Nervenzellen
Synapsen-&hnliche Verbindungen eingehen. Nur ein Teil der enteralen Transmitter wirkt
direkt auf die Muskulatur (RUMESSEN et al., 1982; WARD und SANDERS, 2001).
Innerhalb der Muskulatur werden Impulse tber Verbindungen zwischen den Muskelzellen
weitervermittelt (LUNDGREN, 1988).

2.2.2. Transmitter des ENS — Acetylcholin und Stickoxid

Nachfolgend soll die Funktion von Acetylcholin und Stickoxid in der Regulation der Motilitét

skizziert werden.

2.2.2.1. AcCh - Acetylcholin

Acetylcholin ist der Transmitter zwischen somatischen Nervenendigungen und quergestreifter
Muskulatur an der motorischen Endplatte (DEETJEN und SPECKMANN, 2003). Im
Verdauungstrakt wirkt dieser Transmitter fast ausschliellich exzitatorisch auf Sekretion und
Motilitat, es existiert aber auch Atropin-resistente Motilitdt. Acetylcholin ist auch der
Transmitter der Synapsen des Parasympathikus mit den enterischen Plexus (GUILFORD,
1990b).
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2.2.2.2. NO - Stickoxid

Stickoxid wirkt relaxierend auf die Muskulatur des Verdauungstraktes (SHIKANO et al.,
1988). Die inhibitorischen Effekte nichtadrenerger-nichtcholinerger intrinsischer Nerven
werden zu einem grofRen Teil durch Stickoxid Ubermittelt (STARK et al., 1991; CHAKDER
und RATTAN, 1993). Im Mechanismus der  Stickoxid-Wirkung bestehen
Speziesunterschiede, die in unterschiedlicher Interaktion mit anderen Neurotransmittern
vermutet werden (STARK et al, 1993). In manchen Fallen tritt Stickoxid auch als
exzitatorischer Transmitter auf, beispielsweise l6st es an der glatten Muskulatur des
Osophagus beim Opossum eine Kontraktion aus (ZHANG und PETERSON; 2001)

Aus dem enteralen Nervensystem freigesetztes Stickoxid bewirkt die Freisetzung des Co-
Transmitters VIP aus den inhibitorischen Nervenendigungen (GRIDER und JIN, 1993b). VIP
stimuliert die Bildung von Stickoxid in den glatten Muskelzellen, so dass ein positiver
Ruckkopplungsmechanismus entstent (GRIDER und JIN, 1993a). In der glatten Muskelzelle
bewirken Stickoxid und VIP iiber Senkung des intrazelluliren Ca®*-Spiegels und
Verminderung der Ansprechbarkeit des kontraktilen Apparates auf Ca®* die Relaxation
(MURTHY und GRIDER, 1995). AulRerdem induziert Stickoxid eine Hyperpolarisation der
Zelle (DANIEL et al., 2000).

Die NO-vermittelte Relaxation beruht jedoch nicht allein auf einer direkten Wirkung auf die
Muskelzellen, viel wichtiger scheint die Hemmung exzitatorischer Neurone zu sein, z.B. die
Inhibition der Acetylcholinsekretion enteraler Nervenzellen (KILBINGER und WOLF 1994;
FOX-THREKHELD et al., 1997).

Stickoxid ist Gberdies an der Regulation der Kontraktilitat der Skelettmuskulatur beteiligt. Es
fordert Uber einen cGMP-vermittelten Mechanismus die Relaxation quergestreifter
Muskelfasern und vermindert die Kraftentwicklung bei der Kontraktion (KOBZIK et al.,
1994). An der motorischen Endplatte hemmt Stickoxid die Freisetzung von Acetylcholin
(RIBERA et al., 1998).
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2.3. Idiopathischer Megatsophagus des Hundes

Der Begriff Megadsophagus ist definiert als generalisierte Dilatation des Osophagus,
hervorgerufen durch fehlende Peristaltik. Hierbei wird zwischen primérem, idiopathischem
Megatsophagus, welcher angeboren oder erworben sein kann, und sekunddrem
Megadsophagus infolge anderer Erkrankungen unterschieden (TWEDT, 1994; STROMBECK
und GUILFORD, 1996b). Im folgenden Kapitel erfolgt eine Zusammenfassung des aktuellen

Kenntnisstandes zu dieser Erkrankung.

Beim idiopathischen MegaGsophagus des Hundes ist nicht immer der gesamte Osophagus
funktionslos, teilweise sind nur die proximale Hélfte bis zwei Drittel betroffen. Bei allen
betroffenen Tieren losen jedoch weniger als 60% der Schluckvorgénge eine peristaltische
Welle aus (DIAMANT et al., 1973). Die Schwere der Erkrankung ist laut LEIB und HALL
(1984) von der Léange des nicht funktionierenden Segmentes abhéngig. Dagegen konnte
GUILFORD (1990b) keine Korrelation zwischen dem radiologisch bestimmbaren Ausmal3

der Funktionsstorung und dem Schweregrad der Klinischen Symptomatik feststellen.

An der University of Pennsylvania bzw. der University of Missouri wurden innerhalb von 8
Jahren 79 bzw. 53 Hunde mit Megadsophagus vorgestellt, was etwa einem unter 1000
vorgestellten Féllen entspricht (HARVEY und O'BRIEN, 1974; GUILFORD, 1990a). Der
angeborene idiopathische Megadsophagus wird als haufigste Ursache 6sophagealer Dilatation
angesehen. An den Veterindrkliniken der Universitdten wird allerdings die erworbene Form
h&ufiger diagnostiziert, da erwachsene Hunde mit Megatsophagus hdufiger an

Spezialeinrichtungen tberwiesen werden (GUILFORD, 1990a).

Beim Zwergschnauzer und beim Drahthaar-Foxterrier ist die angeborene Form der
Erkrankung als erblich beschrieben (OSBORNE et al., 1967). Es wird als wahrscheinlich
angesehen, dass dies auch bei anderen Rassen der Fall ist (LEIB und HALL, 1984;
GUILFORD, 1990a). Eine Rassepradisposition besteht bei Schaferhund, Dogge und Irish
Setter (HARVEY und O'BRIEN, 1974).

Der erworbene idiopathische Megadsophagus tritt vorwiegend bei Hunden zwischen 7 und 15
Jahren auf, wobei groRBe Rassen h&ufiger betroffen sind (LEIB, 1983), es bestehen keine
Rassepréadispositionen (GUILFORD, 1990a).
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Die Prognose des idiopathischen Megadsophagus beim Hund ist als vorsichtig bis schlecht zu
bezeichnen (GUILFORD, 1990a), bei der erworbenen Form der Erkrankung wird die
Prognose durchweg als ungiinstig bezeichnet (TWEDT, 1994). Die Mortalitat wird zwischen
73% (HARVEY und O'BRIEN, 1974) und 63% (LEIB und HALL, 1984) angegeben. Die
Tiere versterben durchschnittlich ein Jahr nach Beginn der Symptomatik infolge chronischer
Aspiration und Mangelerndhrung (CHANDRA et al., 1989). Die Erkrankung kann jedoch
auch asymptomatisch verlaufen und einen Zufallsbefund bei der Sektion darstellen
(OSBORNE et al., 1967).

Bei Welpen mit angeborenem idiopathischem Megatsophagus wurde nach Behandlung mit
angepasstem Fitterungsregime verschiedentlich eine klinische Besserung oder sogar
Symptomfreiheit beobachtet, wobei in einigen Fallen auch radiologisch keine Dilatation mehr
nachweisbar blieb (SOKOLOVSKY, 1972; DIAMANT et al., 1974; KIPNIS, 1978).

Bei 2 Hunden mit erworbenem idiopathischen Megadsophagus wurde spontane
Wiederherstellung der Motilitét beschrieben. Der Autor stellt jedoch zur Diskussion, dass dies
auf die Abheilung einer unerkannt gebliebenen Osophagitis zuriickzufithren sein kann
(HENDRICKS et al., 1984). Ferner wurde vereinzelt Gber Behandlungserfolge mit Cisaprid
(TAMS, 1994) oder Metoclopramid (MAGNE, 1986) berichtet. Auch in diesen Féllen wurde
eine nicht diagnostizierte Osophagitis eine mogliche Erkrankungsursache diskutiert. Da die
beiden erwahnten Medikamente den Tonus des unteren Osophagussphinkters erhohen,

wirden sie sich positiv auf eine Refluxdsophagitis auswirken (MEARS und JESSEN, 1997).

In einigen Fallen wurden bei Hunden mit Megadsophagus Parasympathomimetika mit Erfolg
eingesetzt. Urecholin flihrte bei Welpen mit angeborenem idiopathischen Megatsophagus bei
einem Teil der Tiere zu einer Steigerung der Amplitude von Kontraktionen und bewirkte das
Auftreten von Peristaltik in zuvor aperistaltischen Osophagussegmenten. Die Haufigkeit, mit
der auf einen Schluckvorgang eine Reaktion des Osophagus folgte, blieb dadurch jedoch
unverdndert (DIAMANT et al., 1974). Bethanechol forderte bei einzelnen Hunden mit
Megadsophagus die Entstehung von Kontraktionen (WASHABAU, 1992).

Da eine Vielzahl von moglichen Ursachen flr eine sekundédre 6sophageale Dilatation
existieren, ist der idiopathische Megatdsophagus des Hundes nur im Ausschlussverfahren zu
diagnostizieren (GUILFORD, 1990a). Nach retrospektiven Studien wurde bei 17-20% der
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Hunde mit Megadsophagus ein sekundarer Megadsophagus festgestellt (BOUDRIEAU und
ROGERS, 1985; TWEDT, 1994).

Die hdufigste Ursache eines sekundaren Megadsophagus ist erworbene Myasthenia gravis,
welche in ihrer fokalen Form ausschlieBlich den Osophagus betreffen kann (SHELTON et al.,
1990). Weitere mogliche Ursachen sind zentrale oder periphere Neuropathien, Stoérungen der
neuromuskularen Ubertragung, Myopathien und Osophagitis. Endokrine Erkrankungen wie
Hypothyreoidismus und Hypoadrenocortizismus konnen ebenfalls einen Megadsophagus
bedingen, wobei es sich allerdings meist um Zufallsbefunde handelt (TWEDT, 1994). In
einzelnen Fallen wurde beim Hund auch eine Achalasie der Kardia diagnostiziert und mittels
Myotomie oder medikamentds erfolgreich behandelt (CLIFFORD et al., 1967; CHANDRA et
al. 1989).

Nach Ausschluss einer Obstruktion werden in der Differentialdiagnostik des Megadsophagus
Untersuchungen des Blutbildes und chemischer Blutparameter sowie Urin- und
Kotuntersuchungen als primére Untersuchungen angesehen. Als sekundére Tests gelten die
Bestimmung des Acetylcholinrezeptor-Antikorpertiters und Endoskopie, sowie bei einigen
Autoren auch ACTH- und TSH-Stimulationstests. Untersuchungen auf antinukleére
Antikorper, Staupe, toxikologische Untersuchungen, Nerven- und Muskelbiopsien,
Elektromyographie und Manometrie des Osophagus und computertomographische
Untersuchung des ZNS kommen in Einzelfdllen als zusétzliche Tests in Frage (TWEDT,
1994; GUILFORD, 1990a).

Die Bestimmung des Acetylcholinrezeptor-Antikorpertiters ist als besonders wichtige
Untersuchung hervorzuheben. Die fokale Myasthenia gravis ruft keine weiteren Symptome
hervor. Daher bleibt sie bei den priméren Untersuchungen unentdeckt, obwohl sie bis zu 40%
der Falle ausmachen kann (SHELTON, 1990; YAM et al., 1996).

2.3.1. Pathogenese — derzeitiger Kenntnisstand

Lange Zeit wurde der Begriff ,,Achalasie* fiir den idiopathischen Megadsophagus des Hundes
benutzt, da diese Erkrankung mit dem Megadsophagus des Menschen gleichgesetzt wurde.
Beim Menschen mit Megadsophagus ist eine fehlende rezeptive Relaxation des unteren
Osophagussphinkters charakteristisch (O'"HANRAHAN et al., 1992).
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SOKOLOVSKY schlug 1972 vor, zur Unterscheidung fiir den Megadsophagus des Hundes
den Begriff ,,Aperistalsis“ zu verwenden. Es herrscht inzwischen Einigkeit, dass fehlende
Peristaltik des Corpus oesophagi als wichtigster Faktor der Pathogenese anzusehen ist
(GUILFORD, 1990a). Achalasie der Kardia liegt beim idiopathischen Megatsophagus des
Hundes normalerweise nicht vor. Der Ruhetonus des unteren Osophagussphinkters bei
betroffenen Hunden ist vergleichbar mit dem gesunder Hunde (ROGERS et al., 1979) oder
sogar vermindert (BARONTI, 1950). Auch wahrend des Schluckvorganges ist eine normale
Sphinkterfunktion zu beobachten (DIAMANT et al, 1973; WASHABAU, 1992).
Chirurgische Behandlungsversuche mittels Myotomie der Kardia fihren bei Hunden mit
Megadsophagus zu erhdhter Mortalitat im Vergleich zu unbehandelten Patienten (HARVEY
und O'BRIEN, 1974).

Bei Welpen mit angeborenem idiopathischen Megadsophagus nimmt im Falle der klinischen
Besserung der Anteil an Schluckvorgéangen, denen eine peristaltische Welle folgt, zu und die
Lange des funktionslosen Osophagussegmentes ab (DIAMANT et al, 1973). Beim
angeborenen idiopathischen Megadsophagus des Hundes wird daher eine Reifungsstérung der
0sophagealen Innervation diskutiert (DIAMANT et al., 1974).

2.3.1.1. Morphologische Untersuchungen

Bei der Achalasie des Menschen liegen Verédnderungen des ENS vor. Die Anzahl der
Ganglienzellen im distalen Osophagus und unteren Osophagussphinkter ist stark vermindert
(CASELLA und BROWN, 1964; SIGALA et al., 1995), dies betrifft besonders die Stickoxid
enthaltenden inhibitorischen Fasern (DE GIORGIO et al., 1999).

Verschiedene Autoren haben in Hinblick darauf Untersuchungen des ENS bei Hunden mit

idiopathischem Megadsophagus vorgenommen.

EARLAM et al., 1967 stellten bei einem Hund mit Megatdsophagus das vollstdndige Fehlen
von Ganglienzellen im Plexus myentericus fest. HOFFER et al., 1966 und 1967 fanden bei 8
betroffenen Hunden eine durchweg geringere Anzahl von Ganglienzellen im Plexus
myentericus als bei Kontrolltieren. Es wurde zur Diskussion gestellt, dass es sich dabei um
sekundédre Veranderungen handeln konnte, da die Zahl der Ganglienzellen mit

fortschreitender Erkrankungsdauer abnahm.
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CLIFFORD und GYORKEY (1967) und CLIFFORD und PIRSCH (1971) stellten keinen
signifikanten Unterschied in der Zahl an Nervenzellen im Plexus myentericus zwischen 5
bzw. 10 gesunden Hunden und 3 bzw. 5 Hunden mit Megadsophagus fest. In der ersten Studie
war die Zahl der Ganglienzellen im am stérksten dilatierten Abschnitt des Osophagus etwas
geringer, in der folgenden Arbeit fanden sich hier jedoch durchweg mehr Ganglienzellen als

bei den Kontrolltieren.

Es ist moglich, dass sich die Zahl der Nervenzellen im ENS durch Dehnung der
Osophaguswand sekundar verandert. Bei Hunden mit einer Dilatation infolge einer
Ringanomalie ist im dilatierten mittleren Osophagusabschnitt die Zahl der Ganglienzellen
vermindert, in nicht dilatierten Abschnitten entspricht sie der Zahl bei gesunden Hunden
(CLIFFORD et al., 1971).

Bei Serienschnitten des Hirnstammes stellte CLIFFORD et al., 1973 bei einem Hund mit
Megadsophagus eine im Vergleich zu gesunden Hunden um 50% reduzierte Anzahl von
Nervenzellen im Nukleus ambiguus fest. Andere Untersucher fanden dort keinen Unterschied
zwischen  erkrankten Hunden und Kontrolltieren (LEIPOLD, unverdffentlichte
Beobachtungen, zitiert nach GUFFY und ETTINGER, 1975).

Beim idiopathischen Megadsophagus des Hundes ist also im Gegensatz zum Menschen nicht

in allen Féallen eine verminderte Anzahl von Nervenzellen in ENS oder ZNS nachweisbar.

2.3.1.2. Pathophysiologie

Beim Menschen mit Achalasie ist ein Defekt der intrinsischen inhibitorischen Innervation
durch nitrerge Neurone beschrieben (DE GIORGIO et al., 1999). Die Funktion von VIP- und
D2-Rezeptoren, welche beide zur Relaxation des unteren Osophagussphinkters beitragen, ist
ebenfalls herabgesetzt bzw. fehlt (SIGALA et al., 1995). Auch bei menschlichen Patienten
mit anderen dsophagealen Symptomen ist ein Fehlen des distalen inhibitorischen Reflexes die
haufigste Motilitatsstorung (O"HANRAHAN et al., 1992). Bei einem Teil der betroffenen
Patienten wurden zirkulierende antimyenterische neuronale Antikdrper nachgewiesen. Es ist
jedoch unklar, ob diese eine primdre Erkrankungsursache darstellen oder als eine autoimmune

Reaktion auf das Absterben von Nervenzellen anzusehen sind (VERNE et al., 1997).
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Zusétzlich wurden bei Patienten mit Achalasie Defekte der afferenten und efferenten

extrinsischen Innervation nachgewiesen (RATE etal., 1999).

Beim Megatsophagus des Hundes konzentrieren sich die Untersuchungen auf die
reflexvermittelte Motilitdt der Osophagusmuskulatur. Der Reflexbogen, in welchem die
Ursache fur die Funktionsstérung zu suchen ist, besteht aus den sensorischen Rezeptoren des
Osophagus, den afferenten Nervenfasern des Nervus vagus, dem Nucleus ambiguus im
Hirnstamm, efferenten somatischen und parasympathischen Fasern des Nervus vagus, die
neuromuskuldre Verbindung und die tberwiegend quergestreifte, in geringen Mengen auch
glatte Osophagusmuskulatur (GUILFORD, 1990a). Dem enteralen Nervensystem wird eine
Beteiligung im afferenten Teil des Reflexes zugeschrieben (NONIDEZ, 1946;
CHRISTENSEN, 1984).

2.3.1.2.1. Afferenzen

Viele Untersuchungen lassen Riickschlisse auf die Funktion der 6sophagealen Afferenzen

beim idiopathischen Megadsophagus des Hundes zu.

Zwei im Kapitel 2.3.2.2. néher beschriebene Studien befassen sich mit den Reaktionen von
Hunden mit Megadsophagus auf experimentelle Vagusreizung. In der Studie von GRAY,
1974 konnte bei Hunden mit Megatsophagus im Gegensatz zu Kontrolltieren nicht in allen
Fallen durch Vagusreizung Herzstillstand ausgeltst werden. Bei beiden Gruppen Ioste die
Vagusreizung jedoch Apnoe aus. In der Studie von STROMBECK und TROYA, 1976 konnte
wéhrend der Stimulation des Vagus nur bei einem der beiden Hunde mit Megadsophagus

Apnoe ausgeldst werden.

TAN und DIAMANT, 1987 sowie WASHABAU, 1992 stellten bei Hunden mit
Megaosophagus normale Reaktionen der Osophagussphinkteren auf den Schluckvorgang fest.
Das aperistaltische Segment beginnt ca. 1,5 cm distal des oberen Sphinkters, ca. 1,5 cm
proximal des unteren Sphinkters taucht die peristaltische Welle wieder auf. Dagegen flhrte
intradsophageale Drucksteigerung ohne vorangegangenen Schluckvorgang oder Instillation
von Saure zu keiner oder stark verminderter Reaktion der Osophagussphinkteren. Da die

physiologische Reaktion der Sphinkteren auf den Schluckakt die Funktionsfahigkeit der
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efferenten Bahnen belegt, wird von beiden Autoren im Umkehrschluss eine Stérung der

afferenten Funktion vermutet.

Ein weiterer Hinweis auf eine Storung der afferenten vagalen Leitungsbahnen beim
idiopathischen Megadsophagus des Hundes ist die Beobachtung der EMG-Aktivitat der
Zwerchfellpfeiler durch von HOLLAND et al., 1994. Beim gesunden Hund I6st die Dehnung
des thorakalen Osophagus reflektorisch deren Inhibition aus. Dieser Reflex wird durch vagale
afferente Fasern, welche 0Osophageale Mechanorezeptoren innervieren, vermittelt
(CHERNIAK et al., 1984; OLIVEN et al., 1989). Bei funf von sechs Hunden mit
idiopathischem Megadsophagus war dieser Reflex nicht auslosbar, wohingegen bei zwei
Hunden mit sekundérer Dilatation infolge 6sophagealer Myopathie und einem weiteren Hund
mit idiopathischem Megadsophagus der Reflex durch sehr groRe VVolumina ausgeldst werden
konnte. Da nozizeptive Effekte, deren Afferenzen hauptsachlich in sympathischen
Leitungsbahnen verlaufen (HUDSON und CUMMINGS, 1985; SENGUPTA, 2001), bei allen
Hunden beobachtet wurde, ist auszuschlieRen, dass aufgrund mangelhaften Dehnungsreizes
der Reflex vagaler Afferenzen ausblieb. Das Zustandekommen des Reflexes bei Hunden mit
sekunddrem Megadsophagus lasst eine Storung der Afferenzen durch sekundére Effekte der
Dilatation unwahrscheinlich erscheinen. Andere Reflexe, die sich dhnlicher vagaler Bahnen
bedienen, sind bei den betroffenen Tieren nicht beeintrachtigt. Die afferente Dysfunktion
scheint sich somit auf die 6sophagealen vagalen Afferenzen zu beschranken (HOLLAND et
al., 2002).

HOLLAND et al. stellten 1993 fest, dass bei Hunden mit Megadsophagus die Dehnbarkeit des
Osophagus erhéht ist. Im Vergleich mit vagotomierten Hunden lieR sich ausschlieRen, dass
diese Veranderung auf fehlendem extrinsischen neuralen Einfluss beruht. Ein Zusammenhang
mit der Erkrankungsdauer bestand nicht, somit scheint es sich nicht um eine Folge der
Dilatation zu handeln. Vermehrte Dehnbarkeit des Osophagus beeintrachtigt den Stimulus
durch einen intraluminalen Druckanstieg und kann damit eine afferente Dysfunktion

bewirken.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass in allen Studien Hinweise auf eine gestorte
afferente Funktion vorliegen, auch wenn dies nicht bei jedem Einzeltier der Fall zu sein

scheint. Veranderte biomechanische Eigenschaften der Osophaguswand sind eine mogliche
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Ursache dieser Storung. Die Funktion des enteralen Nervensystems, welches einen Teil der

afferenten Funktion beinhaltet, ist bislang nicht untersucht worden.

2.3.1.2.2. Efferenzen

EMG und Nervenleitfahigkeit waren in einer Studie von HOLLAND et al. (1996) bei 4
Hunden mit idiopathischem Megadsophagus normal. Eine Neuro- oder Myopathie ist
demnach bei diesen Tieren ausgeschlossen. Andere Untersucher stellten EMG-Verénderungen
(STROMBECK und TROYA 1976) oder Kombinationen normaler und abnormaler EMG-
Aufzeichnungen (ROGERS et al., 1979) bei betroffenen Hunden fest. Verdnderungen im
EMG bei betroffenen Hunden miissen jedoch nicht unbedingt eine Erkrankung des unteren
Motorneurons bedeuten, sondern kdnnen auch auf sekundarer Degeneration beruhen (LEIB,
1983).

GRAY stellte 1974 fest, dass der intradsophageale Druckanstieg nach Vagusreizung bei
Hunden mit Megadsophagus geringer ist als bei Kontrolltieren. Die Vagusreizung rief bei den
Kontrolltieren eine tetanische Kontraktion beider Muskelschichten hervor, wéahrend sich bei
den Hunden mit Megadsophagus lediglich schwache, isolierte und lokalisierte Kontraktionen
— scheinbar vor allem der quer verlaufenden Muskelelemente — zeigten. Es zeigte sich bei
einem Teil der Kontrolltiere und allen Hunden mit Megadsophagus im thorakalen Osophagus
eine glattmuskulédre Komponente der Kontraktionsreaktion, die bei den erkrankten Tieren

jedoch wesentlich stérker ausgeprégt war.

STROMBECK und TROYA, 1976 beobachtete bei zwei Hunden mit Megatsophagus —
einem Welpen und einem erwachsenen Hund - nach Vagusreizung tetanische Kontraktionen
des gesamten Osophagus, die von den Reaktionen gesunder Kontrolltiere nicht zu
unterscheiden waren. Die Unterschiede zu der Studie von GRAY, 1974 fihrt er auf eine
sekundére Schéadigung des Gewebes durch langere Erkrankungsdauer der damals untersuchten

Tiere zurtick.

In einer Studie von HOLLAND et al. (1996) konnten bei 4 Hunden mit Megadsophagus
Zuckungen der Osophagusmuskulatur durch Einzelpulse und tetanische Kontraktionen durch
tetanische Stimulation des Vagus ausgelost werden. Die maximalen intraGsophagealen

Drucksteigerungen waren bei den erkrankten Hunden meist geringer als bei den 16
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Kontrolltieren. Diese Funktionsstérung wird von den Autoren auf verénderte dsophageale

Dimensionen und biomechanische Eigenschaften zurtickgefuhrt.

In Einzelfallen wurde beschrieben, dass bei Hunden mit Megadsophagus der Einsatz von
Parasympathomimetika die Kontraktion der Osophagusmuskulatur fordert (DIAMANT et al.,
1974,WASHABAU, 1992).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in den meisten Fallen die Funktionsfahigkeit der
efferenten Bahnen gegeben ist. Es besteht eine Beeintrdchtigung der Funktion im Vergleich

zu gesunden Hunden, welche mdglicherweise eine Folge der Dilatation ist.



3. Material und Methoden 26

3. MATERIAL UND METHODEN

Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Osophagusmotilitat und
des enteralen Nervensystems anhand isometrischer Kontraktionsmessungen der
Osophagusmuskulatur. Hierzu wurden die Reaktionen von Vollschichtproben des Osophagus

von Ratten und Hunden auf elektrische und chemische Stimuli tberprift.

Das Ziel der Untersuchungen war die Klarung der Rolle des ENS bei der Steuerung der
Motilitat des Uiberwiegend aus quergestreifter Muskulatur bestehenden Osophagus von Ratten
und Hunden. Mogliche Speziesunterschiede in der Osophagusmotilitit sollten erfasst werden.
Durch die Untersuchung der ENS-Funktion der Speiser6hrenmuskulatur von Hunden mit
idiopathischem Megadsophagus sollten mdogliche Funktionsstorungen des ENS bei dieser

Erkrankung festgestellt werden.

3.1. Patientenauswahl

Zur Durchfithrung der Untersuchungen an Ratten wurden Osophagusproben von 12 klinisch
gesunden Tieren entnommen, die im Rahmen anderer Forschungsvorhaben des Instituts fur
Veterindr-Physiologie der Justus-Liebig-Universitat Giellen getdtet wurden. Die Totung und
Organentnahme waren durch das Regierungsprasidium Gielen genehmigt. Aus dem
Patientengut der Medizinischen und Gerichtlichen Veterinarklinik 1 der Justus-Liebig-
Universitat Gieen (MVK 1) wurden 15 Hunde ausgewdhlt, die aufgrund einer unheilbaren
Erkrankung eingeschlafert werden mussten und bei denen eine Erkrankung des Osophagus
ausgeschlossen werden konnte. Diese Patienten dienten als Kontrollgruppe im Vergleich zu 5
weiteren Hunden aus dem Patientengut der MVK |, die aufgrund eines idiopathischen

Megadsophagus eingeschléafert werden mussten.

3.2. Aufbau und Durchfiihrung der Untersuchungen

Bei den Ratten dieser Studie wurde eine Funktionsstérung des Osophagus aufgrund des

Fehlens von Schluckstérungen sowie durch makroskopisch-adspektorische Beurteilung des

Organs ausgeschlossen.
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Die Hunde dieser Studie wurden nach Anamneseerhebung und klinischer Untersuchung in
Abhéngigkeit von der Leitsymptomatik sowie differentialdiagnostischen Erwdgungen
weiterfiihrenden Untersuchungen unterzogen. Die Beurteilung der Osophagusfunktion
erfolgte anhand der Anamnese, der klinischen Untersuchung und Réntgenaufnahmen des

Thorax sowie postmortaler makroskopisch-adspektorischer Beurteilung des Osophagus.

Bei Patienten, die eine Osophagusdilatation aufwiesen, wurden folgende weiterfiinrende
Untersuchungen durchgefiihrt:

¢ Rotes und weilies Blutbild

e Parameter des Fett-, Eiweil3- und Kohlenhydratstoffwechsels

e Organparameter von Leber und Niere

e Acetylcholinrezeptor-Antikorpertiter

In Abhéngigkeit von den differentialdiagnostischen Erwéagungen kamen bei einzelnen
Patienten folgende serologische Untersuchungen hinzu:

o Borreliose (n=1)

e Toxoplasmose (n=1)

¢ Neosporose (n=1)

e Antinukledre Antikorper (n=1)

e Staupe (n=1)

Die Funktion der Schilddriise und Nebennierenrinde mittels Hormonbestimmung oder TSH-
bzw. ACTH-Stimulationstests wurde bei 2 Hunden Gberpriift. Je nach den Erfordernissen der
Differentialdiagnostik kamen bei den bildgebenden Verfahren Kontrastrontgenaufnahmen
(n=2), Durchleuchtung (n=1) und Endoskopie (n=2) ergédnzend zum Einsatz. Eine genaue
Aufstellung der bei den einzelnen Tieren erhobenen Befunde findet sich im Anhang 8 in den
Tabellen 8.1.1. bis 8.2.

Von allen 12 Ratten und 20 Hunden der Studie wurden jeweils vier Vollschichtproben aus
verschiedenen Osophagusabschnitten gewonnen und mittels isometrischer

Kontraktionsmessungen untersucht.

An Osophagusproben von je drei zufallig ausgewahlten Ratten und Hunden erfolgten

histologische Untersuchungen zur Bestimmung des Gehaltes an glatten Muskelzellen und
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quergestreiften Muskelfasern, da in der Literatur hierzu unterschiedliche Angaben vorliegen.
(Siehe Kapitel 2.1.1)

3.2.1. Labordiagnostische Methoden

Die Ermittlung des roten und weiRen Blutbildes sowie die blutchemischen Untersuchungen

aller Hunde erfolgten durch die medizinisch-technischen Assistentinnen der MVK 1.

Zur Zellzahlung der Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten sowie zur Bestimmung des
Hamoglobinwertes wurde der Microzellcounter F-800 der Firma Sysmex verwendet. Die
Untersuchung der Blutplasmakonzentrationen bzw. —aktivitdten von Harnstoff, Kreatinin,
Triglyceriden, Gesamtcholesterin, Glukose, Gesamtprotein, Albumin, Bilirubin, Amylase,
Lipase, Natrium, Chlorid, Kalium, Kalzium und anorganischem Phosphat sowie
Aspartataminotransferase (ASAT), Alaninaminotransferase (ALAT), alkalischer Phosphatase
(AP) und Glutamatdehydrogenase (GLDH) erfolgte mit dem Autoanalyser Cobas Mira der

Firma Hoffmann LaRoche.

Ferner wurden serologische und endokrinologische Untersuchungen in folgenden
Fremdlabors durchgefiihrt:
e Acetylcholinrezeptor-Antikorpertiter  (n=5) im  Comparative  Neuromuscular
Laboratory der University of Californa in San Diego, USA
o Borreliose-Antikorpertiter (n=1) im Labor Biocontrol, Mainz
e Toxoplasmose-Antikorpertiter (n=1) im Institut fir Veterinar-Parasitologie der Justus-
Liebig-Universitat GieRen
o Neosporose-Antikorpertiter (n=1) im Institut fir Veterindr-Parasitologie der Justus-
Liebig-Universitat GieRen
e Staupe-Polymerase-Chain-Reaction (n=1) im Institut fiir Veterinar-Virologie der
Justus-Liebig-Universitat GieRen
e Serumkortisol im Labor Biocontrol, Mainz

e Serumschilddriisenhormon im Labor Biocontrol, Mainz

Zur Bestimmung des Acetylcholinrezeptor-Antikdrpertiters wurde Serum auf Eis gekuhlt per
Express verschickt. Fir die Gbrigen Untersuchung erfolgte der Versand ungekihlter

Serumproben per Post oder Kurier.
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3.2.2. Bildgebende Verfahren

Bildgebende Verfahren kamen in Rahmen der klinischen Diagnostik nur bei Hunden zum
Einsatz. Diese Art der Untersuchung richtete sich dabei nach der individuellen

Leitsymptomatik der Patienten.

3.2.2.1. Rontgen

Von allen Hunden lagen Rontgenaufnahmen des Thorax im laterolateralen Strahlengang vor.
Bei 2 der 5 Patienten mit Megadsophagus wurden zusatzliche Thoraxrontgenaufnahmen nach
oraler Eingabe eines Kontrastmittels (Bariumsulfat, Micropaque®, Guerbet, Sulzbach)
angefertigt. Die Rontgentersuchungen erfolgten am unsedierten Tier unter Verwendung der
Geréte Maximus CM 80 (Phillips) bzw. APR vet 1 (MEVA).

3.2.2.2. Durchleuchtung

Bei einem Hund mit Megadsophagus wurde zusatzlich eine Schluckpassage unter
rontgenologischer Durchleuchtung mittels Siremobil 2 (Siemens) vorgenommen und auf
Video dokumentiert. Hierzu wurde mit Bariumsulfat vermischtes Hundefutter (a/d®, Hill’s)
angeboten. Der Hund stand zur Untersuchung unfixiert auf dem Untersuchungstisch und

nahm das Futter selbstédndig auf.

3.2.2.3. Sonographie

Sonographische Untersuchungen fanden in der MVK | bzw. in der Chirurgischen
Veterindrklinik (Leiter: Prof. Dr. E. Schimke) der Justus-Liebig-Universitat, Gielen, statt,
wobei die Ultraschallgeréte Powervision SSA 380 A (Toshiba) und ATL Ultramark 9 (HDI)

verwendet wurden.
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3.2.2.4. Endoskopie

Bei entsprechender Indikation wurden Osophago-Gastroduodenoskopien mit der Entnahme
von Schleimhautbiopsien durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgten unter Isoflurannarkose
nach Pramedikation mit Atropin (0,02 mg/kg KGW) und Valium (0,5 mg/kg KGW) in einer
Mischspritze und Narkoseeinleitung mit Ketamin (3,0 mg/kg KGW) und Xylazin (0,3 mg/kg
KGW) in einer Mischspritze. Es kam ein flexibles Videoendoskop der Firma Dr. Fritz,
Tuttlingen zum Einsatz. Die Befunde wurden auf Video dokumentiert und die
Schleimhautbiopsien im Institut fir Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-Universitét

Gielen (Leiter: Prof. Dr. Reinacher) histologisch untersucht.

3.2.3. Histologische Untersuchung von Osophagusabschnitten

Um den Anteil glatter und quergestreifter Muskulatur in unterschiedlichen
Osophagusabschnitten von Ratte und Hund abzuklaren, wurden entsprechende Proben von
drei  Hunden wund drei Ratten untersucht. Dazu erfolgte die Entnahme von
Vollschichtpraparaten unmittelbar distal des oberen Osophagussphinkters, aus dem zervikalen

und thorakalen Osophagus sowie unmittelbar proximal der Kardia.

Die ausgewahlten Osophagusabschnitte wurden fiir mindestens 12 Stunden in 4%igem
Formalin fixiert. Nach der Einbettung in Paraffin wurden Schnitte angefertigt und mittels

Hamatoxylin-Eosin gefarbt.

Die Untersuchungen zur Bestimmung der Muskelzelltypen erfolgten im Institut fiir Veterinar-
Anatomie unter Anleitung von Prof. Dr. R. Leiser. Die Praparate wurden bei 400facher
VergroRerung durchgemustert. Je Praparat wurden an 2 Stellen des Schnittes 100 Zellen

ausgezéhlt und so der Gehalt an glatten Muskelzellen festgestellt.

3.2.4. Isometrische Kontraktionsmessungen

Die isometrischen Kontraktionsmessungen wurden im Institut fur Veterindr-Physiologie der

Justus-Liebig-Universitat GieRBen unter Anleitung von Prof. Dr. M. Diener durchgefiihrt.



3. Material und Methoden 31

3.2.4.1. Probengewinnung und —aufbereitung

Unmittelbar postmortal erfolgte die Praparation des Osophagus der untersuchten Tiere durch
einen ventralen medianen Schnitt am Hals, Er6ffnung des Thorax links entlang der Rippen-
Knorpel-Grenze und ventraler medianer Eroffnung des Abdomens. Nach Beurteilung des
Organes in situ wurde der Osophagus nach einem kreisférmigen Schnitt soweit wie moglich
proximal entlang des Larynx und einem weiteren kreisformigen Schnitt innerhalb des Magens
abgesetzt. Daraufhin wurden unverziiglich jeweils 4 Osophagusabschnitte entnommen. Die
Aufbewahrung bis zum Beginn der Messung nach spatestens 30 Minuten erfolgte unter
Kihlung mit zerstoBenem Eis in einer standardisierten Pufferlésung mit einem pH-Wert von

7,4 und folgender Zusammensetzung (mmol/l):

e NaCl 107

e KCI 45

e NaHCO; 25
e NaH;PO,0.2
e CaCl,1.25

e MgSO,1

e Glukose 12

3.2.4.2. Gruppierung der Proben

Je Tier wurden 4 Osophaguspraparate untersucht. Die Proben entstammten vier definierten
Lokalisationen des Osophagus, die aus der Abbildung 1 zu ersehen sind. Es handelte sich um
1,0 cm lange Abschnitte (Ratte) bzw. 0,5 x 1,0 cm grolRe Stiicke (Hund). Von Hunden wurden
die Praparate teils in Langs-, teils in Querrichtung zur Léngsachse des Osophagus

entnommen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Osophaguslokalisationen, aus denen die

Vollschichtpréparate fur die isometrischen Kontraktionsmessungen entnommen wurden

Pharynx zervikaler thorakaler Kardia
Osophagus Osophagus |
Osophagus
U )
Lokalisation 1 2 3 4
unmittelbar distal | Ubergang des Ubergang des unmittelbar
des Limen ersten in das zweiten in das proximal des
Definition |pharnygo- zweite Drittel des | dritte Drittel des | Schleimhaut-
6sophageum Osophagus Osophagus uberganges

Im Protokoll 1 (orientierende Studie) kamen 24 Proben von 6 Ratten, 40 Proben von 10

Hunden der Kontrollgruppe und 20 Proben von 5 Hunden mit Megadsophagus zur

Untersuchung. Eine genaue Aufstellung der Lokalisationen findet sich in der Tabelle 1.

Tabelle 1: Anzahl der aus den Osophaguslokalisation 1-4 entnommenen Praparate

Anzahl der entnommene Proben
Lokalisation Ratten Hunde Hunde mit
(Kontrollgruppe) Megabsophagus

1 langs 6 7 3
l&ngs 6 10 5
2 quer - 3 2
3 langs 6 7 3
l&ngs 6 10 5
4 quer - 3 2
Gesamt 24 40 20
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Fur das Protokoll 2 (Stickoxid-Studie) wurden 24 Préparate von 6 Ratten (6 Praparate je
Lokalisation) und 20 Préparate von 5 Hunden der Kontrollgruppe (5 Préparate je

Lokalisation) ausschlieBlich in Langsrichtung entnommen.

3.2.4.3. Durchfiihrung der Messungen

Von jedem Tier wurden vier Vollschichtproben des Osophagus untersucht. Zur Befestigung
am Boden des Probengefalles und an dem Kraftiibermittler (Strain gauge amplifier SGM mit
Force transducer FSG-01, Experimetria Ltd., Budapest, Ungarn) dienten Ligaturen an den
kurzen Enden der Praparate. Die ProbengeféBe enthielten die unter Abschnitt 3.2.4.1.
beschriebene Pufferlésung, deren pH bei 7,4 eingestellt war. Die Losung wurde mit 5% CO,
in 95% O, begast. Die Temperatur der Losung betrug durch ein Wasserbad zwischen 37 und
38°C.

In den GefalRen befanden sich jeweils 2 Reizelektroden, die auf beiden Seiten der Probe
positioniert wurden. Das Signal des Kraftlibermittlers entspricht der Kontraktionskraft der
Probe und wurde auf Papier und gleichzeitig digital aufgezeichnet. Die Eichung der Apparatur
erfolgte zuvor mit Gewichten, weshalb die Kontraktionskraft der Proben nachfolgend in

Gramm angegeben wird.
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Abbildung 2: Foto des Versuchsaufbaus

Eine Vorspannung von zunéchst 2 g tiber 20 Minuten und danach 1 g fur 10 Minuten diente

der Stabilisierung der Proben.

Um die Funktion des enteralen Nervensystems und der Osophagusmuskulatur zu tberpriifen,
kamen in zwei Versuchsphasen mit unterschiedlichen Protokollen verschiedene Reize zum

Einsatz.



3. Material und Methoden 35

3.2.4.3.1. Protokoll 1 — orientierende Studie

Protokoll 1 beinhaltete elektrische Feldstimulation als unspezifischen Reiz auf das enterale
Nervensystem, Carbachol als exzitatorischen Mediator mit Wirkung auf die
Osophagusmuskulatur und Stickoxid als inhibitorischen Mediator mit Wirkung auf das

enterale Nervensystem und glatte Muskelzellen.

Nach der Stabilisierungsphase kam zunéchst elektrische Feldstimulation durch ein im Institut

fur Veterindr-Physiologie konstruiertes Reizgerdt zum Einsatz. Die Dauer betrug 1 Minute,
die Frequenz 10 Hertz, die Pulsdauer 1 Millisekunde. Die Spannung wurde in drei
aufeinanderfolgenden Stimulationsphasen von 1 auf 2 und schliel3lich auf 5 Volt erhdht. Auf

jede Stimulationsphase folgte eine Ruhephase von 5 Minuten.

Anschliefend an die elektrische Feldstimulation kamen schrittweise ansteigende

Carbacholkonzentrationen zur Anwendung. Beginnend mit einer Konzentration von 10 mol/l

wurden in den nachfolgenden Schritten Konzentrationen von 5 x 107,107, 5 x 10°%, 10°®, 5 x
10 und 10®° mol/l erreicht. Carbachol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) wurde dazu in

Aqua dest. geldst und danach den Probengefallen mittels einer Pipette zugegeben.

Der Einsatz von Stickoxid erfolgte nach der Carbacholgabe. Es wurde in gleicher Art
schrittweise Natriumnitroprussid (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) als Stickoxid-Donor in

Konzentrationen von 10, 10°°, 10 bzw. 10 mol/l zugefigt.

3.2.4.3.2. Protokoll 2 — Bedeutung und Wirkungsmechanismus von Stickoxid

Um die Bedeutung der endogenen Stickoxidproduktion in den Préparaten zu untersuchen
wurde zunéchst der NO-Synthetasehemmer N(G)-Nitro-L-Arginin (L-NNA) eingesetzt. Um
zu Uberprifen, ob die Stickoxidwirkung tber das enterale Nervensystem vermittelt wird,

wurde das ENS mit Tetrodotoxin blockiert und anschlieRend Natriumnitroprussid zugegeben.

Nach der Stabilisierungsphase (siehe Abschnitt 3.2.4.3.) wurde L-NNA (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) in 20% HCI und 80% Aqua dest. gelost und den Probengefalen in schrittweise

ansteigender Konzentration von 10, 10° und 10 mol/I zugegeben.



3. Material und Methoden 36

Nach Entfernen der Badlosung erfolgte eine zweimalige Waschung der Gefalle mit
Pufferldsung. An die Neubeflllung der ProbengeféRe schloss sich eine zwanzigmindtige
Kalibrierungsphase und die Zugabe von Tetrodotoxin (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland)
in einer Konzentration von 10 mol/l an. Nach einer Einwirkzeit von 10 Minuten wurde

Natriumnitroprussid in einer Konzentration von 10 mol/l zugefiigt.

3.2.4.4. Auswertung

Die Aufzeichnung der Kontraktionskraft der Proben erfolgte fortwéhrend auf Papier und
digital. Der Aufzeichnung, Wiedergabe und Auswertung der Daten dienten speziell fiir dieses
Untersuchungsverfahren im Institut fur Veterindr-Physiologie von Prof. M. Diener
entwickelte Computerprogramme. Der Zeitpunkt des Einsatzes elektrischer Feldstimulation
bzw. von Chemikalien wurde auf Papier und im Computer in der laufenden Aufzeichnung

vermerkt.

Die Darstellung der Daten auf Papier und im Computer bestand in einer Kurve mit der
Kontraktionskraft als y-Achse und der Zeit als x-Achse, wie das Beispiel in Abbildung 3
zeigt. Somit konnte ein Anstieg oder Abfall der Kontraktionskraft eindeutig den auf der
Zeitachse vermerkten Stimuli zugeordnet werden. Eine Verénderung der Kontraktionskraft

von mindestens 0,02 g wurde als Reaktion auf den vorangegangenen Stimulus gewertet.

Abbildung 3: Aufzeichnung der Kontraktionskraft einer Probe (Beispiel)

1s

1g

Carbachol 107 M Carbachol 5x 10" M

Die statistische Auswertung des Datenmaterials erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. M.

Diener, zur Anwendung kam das Statistikprogramm StatMost for Windows.
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Die Abhéngigkeit der Haufigkeit bzw. der GroRe der Reaktionen von der Probenlokalisation

wurde fur die einzelnen Stimuli und Gruppen mittels einfaktorieller Varianzanalyse tberprift.

Zum Vergleich der Haufigkeit der Reaktionen zwischen den Gruppen diente der % Test. Bei
der elektrischen Feldstimulation wurde der Einfluss der Spannung auf die GroRe der
Reaktionen mittels Varianzanalyse uberprift. Zur Ermittlung des Einflusses der
Vorbehandlung mit Tetrodotoxin auf die GroRe der Reaktionen auf Stickoxid kam der t-Test

zum Einsatz.
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4. ERGEBNISSE

Im Rahmen der Studien zum Einfluss des ENS auf die Osophagusmotilitit kamen
Osophagusproben von Klinisch gesunden Ratten (n=12) und Hunden (n=15) zur
Untersuchung. AuBerdem wurden 5 Hunde in die Studie einbezogen, bei denen ein
idiopathischer Megadsophagus diagnostiziert wurde, nachdem Grunderkrankungen mit

sekundarer Osophagusdilatation ausgeschlossen worden waren.

4.1. Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

Um die Verteilung quergestreifter und glatter Muskulatur im Osophagus der untersuchten
Ratten und Hunde zu kléren, erfolgte eine histologische Untersuchung zuféllig ausgewahlter
Osophagusproben von Ratten (n=3) und Hunden ohne Osophaguserkrankung (n=2) sowie von
Hunden mit Megadsophagus (n=1). Von jedem Tier wurden Proben aus vier

Osophaguslokalisationen untersucht:

e Lokalisation 1 - unmittelbar distal des oberen Osophagussphinkters

e Lokalisation 2 - Ubergang vom oberen zum mittleren Drittel des Osophagus
(zervikaler Abschnitt)

e Lokalisation 3 - Ubergang vom mittleren zum unteren Drittel des Osophagus
(thorakaler Abschnitt)

e Lokalisation 4 - unmittelbar proximal des unteren Osophagussphinkters

4.1.1. Histologische Untersuchung des Osophagus der Ratte

Wie die Tabelle 2 zeigt, waren nur Praparate der Lokalisation 1 (n=3) in allen Féllen frei von
glatten Muskelzellen. Deren Gehalt nahm bei allen drei Préparaten von Lokalisation 2 bzw. 3
bis Lokalisation 4, also von proximal nach distal, zu. Unmittelbar proximal der Kardia
bestand zumindest die innere Muskelschicht in allen Fé&llen ausschlieBlich aus glatter

Muskulatur.
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Tabelle 2: Anteil glatter Muskelzellen an der Muskulatur verschiedener Abschnitte des

Osophagus von drei Ratten

Anteil glatter Muskelzellen im Osophagus in %

Lokalisation Ratte Nr. 1 Ratte Nr. 2 Ratte Nr. 3
Innenschicht 0 0 0
' Aulenschicht 0 0 0
Innenschicht 0 vereinzelt 5
’ Aulenschicht 0 vereinzelt vereinzelt
Innenschicht 50 5 30
° Aulenschicht 50 5 Vereinzelt
Innenschicht 100 100 100
* Aulenschicht 50 80 100

4.1.2. Histologische Untersuchung des Osophagus des Hundes

Wie die Tabelle 3 zeigt, war in den Lokalisationen 1 und 2 bei keinem der drei untersuchten

Hunde glatte Muskulatur vorhanden. Die innere Muskelschicht der Lokalisation 3 enthielt in

einem Fall geringe Mengen glatter Muskelzellen, wéahrend deren Anteil in der Lokalisation 4

in jedem Fall mindestens 50% erreichte.
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Tabelle 3: Anteil glatter Muskelzellen an der Muskulatur verschiedener Abschnitte des

Osophagus von drei Hunden

Anteil glatter Muskelzellen im Osophagus in %

Lokalisation Hund Nr. 3 - Hund Nr. 4 - Hund Nr. 6 -
Megadsophagusgruppe Kontrollgruppe Kontrollgruppe
Innenschicht 0 0 0
' AuRenschicht 0
Innenschicht 0 0 0
’ AuRenschicht 0 0 0
Innenschicht 5 0 0
° AuRenschicht 0 0 0
Innenschicht 75 50 25
* AuRenschicht 70 50 40

4.2. Ergebnisse Protokoll 1

Es erfolgte die Messung der Kontraktionskraft der Osophagusproben von klinisch gesunden
Ratten (n=6) und Hunden ohne Osophaguserkrankung (n=10) sowie Hunden mit
Megadsophagus (n=5). Dabei wurde als orientierende Studie die Reaktion der Préparate auf

elektrische Feldstimulation, Carbachol und Stickoxid tberpraft.

Die Darstellung der Ergebnisse folgt der zuvor getroffenen Gruppeneinteilung ,,gesunde
Ratten, ,,Hunde der Kontrollgruppe* und ,,Hunde mit Megadsophagus*. AnschlieRend wird
jeweils ein Gruppenvergleich vorgenommen. Wie in Kap. 3.2.4.3. beschrieben, wird die
Kontraktionskraft in Gramm (g) angegeben, da die Messapparatur mit Gewichten geeicht

wurde.
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4.2.1.Ergebnisse der elektrischen Feldstimulation (EFS)

Durch unspezifische Reizung des enteralen Nervensystems mittels elektrischer
Feldstimulation (EFS) konnten bei einem Teil der Osophaguspraparate von Ratten und
Hunden Kontraktionen ausgelost werden. In keinem Fall wurde eine Relaxation beobachtet.
Die Reaktionen der Praparate werden nachfolgend fir die einzelnen Gruppen gesondert
beschrieben, anschlieend wird ein Gruppenvergleich vorgenommen. Eine Aufstellung der
bei den einzelnen Praparaten gemessenen Werte findet sich in den Tabellen 8.3.1.1. bis
8.3.1.3. im Anhang.

4.2.1.1. EFS —Ratten

Die Untersuchungen mittels EFS bei gesunden Ratten zeigten, dass bei einer Spannung von 1-
2 Volt kein Préaparat auf die elektrische Feldstimulation reagierte. Bei einer Spannung von 5
Volt kam es bei 14 der insgesamt 24 Praparate (58%) zu tonischen Kontraktionen, wie das

Beispiel in Abbildung 4 zeigt.
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Abbildung 4: Aufzeichnung der Kontraktionskraft der Probe von Ratte Nr. 6 aus Lokalisation

3 wahrend der elektrischen Feldstimulation
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Die Abbildung 5 zeigt fiir jede Osophaguslokalisation die GroRe der Kontraktionsreaktionen.
Die Uberprifung mittels Varianzanalyse ergab, dass diese GroRe nicht von der

Osophaguslokalisation der Probe abhangig war (p=0,82).

Abbildung 5: Anstieg der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der Osophaguspraparate aus

den Osophaguslokalisationen 1-4 von sechs Ratten als Reaktion auf EFS mit 5 V

EFS Ratte

4
3,5

3 ¢ Ratte 1

2,5 O Ratte 2

w A Ratte 3
g 2

X Ratte 4

15 X Ratte 5

1 O Ratte 6
0,5

0 B ﬁ &
1 2 3 4
Lokalisation

4.2.1.2. EFS — Hunde ohne Erkrankung des Osophagus (Kontrollgruppe)

Bei den Hunden der Kontrollgruppe liel® sich mit einer Spannung von 1 V bei keinem
Préparat eine Reaktion auslosen, wohingegen zwei der insgesamt 40 Préparate (5%) auf eine
Spannung von 2 V mit einer tonischen Kontraktion reagierten. Bei einer Spannung von 5 V

zeigten 15 der 40 Praparate (38%) tonische Kontraktionen.

Es fiel auf, dass bei keinem der Préparate in Querrichtung eine Reaktion auszuldsen war. Bei
den Préparaten in Langsrichtung ging die Erhéhung der Spannung von 2 auf 5 V mit einer
laut y-Test statistisch signifikanten (p < 0,01) Zunahme der Haufigkeit der Kontraktionen
einher. Die Abbildung 6 zeigt flr die EFS mit 5 V die GroRe der Kontraktionsreaktionen der
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Préparate aus den einzelnen Lokalisationen. Im Vergleich der Lokalisationen liel} sich eine
Tendenz zu grolReren Reaktionen von proximal nach distal erkennen. Dieser Unterschied
erwies sich in der statistischen Uberpriifung mittels Varianzanalyse jedoch nicht als
signifikant (p = 0,49).

Abbildung 6: Anstieg der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der Osophaguspraparate aus
den Lokalisationen 1-4 in L&ngsrichtung von zehn Hunden der Kontrollgruppe als Reaktion
auf EFS mit5 V

EFS Kontrollgruppe langs
4
3,5 <& Hund 1
3 OHund 2
A Hund 3
2,5 X Hund 4
é 2 X Hund 5
O O Hund 6
1.5 + Hund 7
1 ® Hund 8
05 — & Hund 9
A Hund 10
: &« & % 8
1 2 3 4
Lokalisation

4.2.1.3. EFS — Hunde mit Megadsophagus

In der Gruppe der Hunde mit Megadsophagus reagierte kein Préparat auf elektrische
Feldstimulation mit 1-2 V. Bei einem der insgesamt 20 Préparate (5%) lieR sich mit einer
Spannung von 5 V eine phasische Kontraktion von 0,6 g ausldsen. Es handelte sich hierbei
um ein in L&ngsrichtung untersuchtes Préparat. Abbildung 7 zeigt diese phasische
Kontraktion im Vergleich zur Reaktion eines Praparates aus der Kontrollgruppe in Form einer

tonischen Kontraktion.



4. Ergebnisse 45

Abbildung 7: Aufzeichnung der Kontraktionskraft des Préparates der Lokalisation Nr. 3 des
Patienten 1 mit Megadsophagus, im Vergleich dazu des Préparates der Lokalisation Nr. 2 des

Patienten 4 aus der Kontrollgruppe

Megadsophagusgruppe
Patient Nr. 1 Lokalisation 3

Kontrollgruppe
Patient Nr. 4 Lokalisation 2
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4.2.1.4. EFS - Gruppenvergleich

Die Reaktionen der Osophagusmuskulatur auf EFS wurden einem Speziesvergleich zwischen
gesunden Ratten und Hunden ohne Osophaguserkrankungen unterzogen. AuRerdem erfolgte
ein Vergleich der Kontrollgruppe Hund mit den Ergebnissen der Hunde mit Megadsophagus.
Die Ermittlung der Gruppenunterschiede erfolgte mittels y2-Test (p < 0,05). In der Tabelle 4
sind die Ergebnisse der drei Gruppen im Vergleich dargestellt. Bei EFS mit 1 und 2 V
bestanden keine Gruppenunterschiede. Bei EFS mit 5 V wurden zwischen Ratten und Hunden
der Kontrollgruppe keine Unterschiede ermittelt. In der Megadsophagusgruppe waren

hingegen signifikant weniger Reaktionen festzustellen als in den beiden tbrigen Gruppen.

Ein weiterer Unterschied zwischen den Gruppen bestand in der Art der Reaktion. Auf EFS
reagierende Préparate von gesunden Ratten und Hunden der Kontrollgruppe zeigten tonische
Kontraktionen. Das einzige auf EFS reagierende Prdparat der Megadsophagusgruppe wies

eine phasischen Kontraktion auf.

Tabelle 4: Vergleich der Reaktionen von Osophaguspraparaten der Untersuchungsgruppen
gesunde Ratten, Kontrollgruppe Hund und Megatsophagus Hund auf elektrische

Feldstimulation (EFS)

Gesunde Ratte Kontrollgruppe Megadsophagus
Fragestellung | EFS n=24 Hund n=40 Hund n=20
1V 0 0 0
Anzahl
Reaktionen 2V 0 2/40 (5%) 0
5V 14 (58%) 15 (38%) 1 (5%)
Art der Reaktion tonische Kontraktion | tonische Kontraktion | phasische Kontraktion

Im Vergleich der Lokalisationen blieben bei der Ratte die Reaktionen (AF) auf EFS von
proximal nach distal gleich (Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 0,03 g, Lokalisation 4 =
0,05 g), beim Hund hingegen bestand die Tendenz zu groReren Reaktionen der distalen

Abschnitte (Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 0,05 g, Lokalisation 4 = 0,24 g).
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4.2.2. Ergebnisse des Einsatzes von Carbachol

Zur Uberprifung der Reaktion der Osophagusmuskulatur der untersuchten Teilabschnitte auf
Carbachol wurde dieses stabile Acetylcholinderivat in ansteigenden Konzentrationen
eingesetzt. Bei der Uberwiegenden Zahl der Préparate bewirkte es eine
konzentrationsabhdngige Steigerung des Muskeltonus. Die Carbacholwirkung auf die
Osophagusproben von gesunden Ratten, Hunden der Kontrollgruppe und Hunden mit
Megadsophagus wird nachfolgend einzeln und im Gruppenvergleich dargestellt. Eine
Aufstellung der bei den einzelnen Praparaten gemessenen Werte findet sich in den Tabellen
8.3.2.1. bis 8.3.2.3. im Anhang 8.

4.2.2.1. Carbachol - Ratten

Von den 24 Osophagusproben gesunder Ratten sprachen 23 (96%) innerhalb der
Konzentrationsreihe von 10 bis 10° M auf Carbachol an. Die Abbildung 8 zeigt beispielhaft
einen Ausschnitt der Aufzeichnung der Kontraktionskraft der Probe aus der Lokalisation 1 der
Ratte 2.
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Abbildung 8: Anderung der Kontraktionskraft des Osophaguspréaparates aus der Lokalisation

1 der Ratte 2 wahrend der Carbacholkonzentrationsreihe

In der Abbildung 9 ist die maximale Steigerung der Kontraktionskraft (AF) der Muskelproben
aus den Lokalisationen 1-4 bei einer Carbacholkonzentration von 10° M dargestellt. Die
GroRe der Reaktionen auf Carbachol schien von der proximalen Lokalisation 1 zur distalen
Lokalisation 4 abzunehmen. Die Abhé&ngigkeit dieser GroRe von der Probenlokalisation

erwies sich in der Varianzanalyse als signifikant (p=0,007).
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Abbildung 9: Maximaler Anstieg der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der
Osophaguspraparate aus den Osophaguslokalisationen 1-4 von sechs Ratten als Reaktion auf

Carbachol in einer Konzentrationsreihe von 107 bis 10° mol/I

Carbachol Ratte
4
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3 <O Ratte 1
2,5 ORatte 2
% 2 A Ratte 3
Q X Ratte 4
1,5 X Ratte 5
PK x O Ratte 6
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0,5 A O &
. o % &
oM
1 2 3 4
Lokalisation
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4.2.2.2. Carbachol — Hunde ohne Erkrankung des Osophagus

Die Ermittlung der Reaktion von Osophagusproben, die von Hunden ohne
Osophaguserkrankungen gewonnen wurden, zeigte, dass 30 der 40 untersuchten Praparate
(75%) auf eine ansteigende Carbacholreihe (10®-10° M) mit einer konzentrationsabhangigen

Tonussteigerung reagierten.

In der Abbildung 10 a und b ist die maximale Steigerung der Kontraktionskraft (AF) der
Osophagusproben aus den Lokalisationen 1-4 bei einer Carbacholkonzentration von 10° M
dargestellt. Unter den in Ldngsrichtung gemessenen Proben féllt die Lokalisation 1 mit
vergleichsweise geringen Kontraktionsreaktionen auf. Ein Zusammenhang zwischen der
Grofle der Kontraktionsreaktion und der Probenlokalisation lief sich jedoch in der
Varianzanalyse statistisch nicht belegen (p=0,16). In Querrichtung waren in der Lokalisation
2 waren keine Reaktionen auf Carbachol festzustellen, wéhrend die Proben der Lokalisation 4
sehr deutliche Kontraktionen zeigten. Dieser Unterschied erwies sich in der Varianzanalyse

als statistisch signifikant (p = 0,004).
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Abbildung 10 a: Maximaler Anstieg der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der
Osophaguspraparate aus den Lokalisationen 1-4 in Langsrichtung von zehn Hunden der

Kontrollgruppe als Reaktion auf Carbachol in einer Konzentrationsreihe von 10 bis 107

mol/l
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Abbildung 10 b: Maximaler Anstieg der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der
Osophaguspraparate aus den Lokalisationen 2 und 4 in Querrichtung von drei Hunden der

Kontrollgruppe als Reaktion auf Carbachol in einer Konzentrationsreihe von 10 bis 107

mol/I
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4.2.2.3. Carbachol — Hunde mit Megadsophagus

In der Gruppe der Hunde mit idiopathischnem Megadsophagus reagierten 14 der 20
untersuchten Osophaguspréaparate (70%) auf Carbachol mit einer konzentrationsabhangigen

Tonussteigerung.

In der Abbildung 11 ist die in Léngsrichtung ermittelte maximale Steigerung der
Kontraktionskraft (AF) der Muskelproben aus den Lokalisationen 1-4 Dbei einer
Carbacholkonzentration von 10 M dargestellt. Tendenziell war ein Ansteigen der Reaktionen
von der proximalen Lokalisation 1 zur distalen Lokalisation 4 zu beobachten. Dieser
Unterschied erwies sich jedoch in der Varianzanalyse als nicht signifikant (p=0,40). Die
Kontraktionsmessungen in Querrichtung zeigten, dass die Préparate aus der Lokalisation 2
keine Reaktion auf Carbachol aufwiesen, wahrend in der Lokalisation 4 Steigerungen der
Kontraktionskraft von 0,6 bzw. 0,15 g zu beobachten waren. Jedoch war auch in diesem Fall

die Abhangigkeit von der Lokalisation statistisch nicht signifikant (p=0,24).
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Abbildung 11: Maximaler Anstieg der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der
Osophaguspraparate von fiinf Hunden mit Megadsophagus aus den Osophaguslokalisationen

1-4 in Langsrichtung als Reaktion auf Carbachol in einer Konzentrationsreihe von 107 bis 10"
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4.2.2.4. Carbachol - Gruppenvergleich

Der Vergleich der Reaktion von Osophagusproben von gesunden Ratten, Hunden ohne
Osophaguserkrankung und Hunden mit idiopathischem Megadsophagus zeigte, dass ein
groBer Teil der Osophaguspraparate auf Carbachol mit konzentrationsabhéngigen tonischen
Kontraktionen reagierte. Bei den Proben von Ratten war die Steigerung der Kontraktionskraft
(AF) der proximalen Segmente signifikant groRer (p=0,007) als die der distalen (Mittelwert
von AF in Lokalisation 1 = 1,09 g, Lokalisation 4 = 0,14 g). Bei den Hunden zeigte sich
dagegen insbesondere bei den in Querrichtung gemessenen Préparaten sowohl der
Kontrollgruppe (Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 0,13 g, Lokalisation 4 = 0,77 g) als
auch der Megadsophagusgruppe (Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 0 g, Lokalisation 4 =
0,65 g) eine Tendenz zu grofReren Reaktionen der distalen Segmente. Statistisch belegen lief3
sich dies jedoch nur bei den Préparaten der Kontrollgruppe, die in Querrichtung untersucht

wurden.
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4.2.3. Ergebnisse des Einsatzes von Stickoxid

Um die Reaktion der Osophagusmuskulatur auf Stickoxid (NO) zu untersuchen, wurde der
NO-Donor Nitroprussid (sodium nitroprusside = SNP) in ansteigenden Konzentrationen
eingesetzt. Bei der (Uberwiegenden Zahl der Prdparate zeigte sich hierauf ein
konzentrationsabhéngiger Abfall des Muskeltonus. Die Wirkung auf Osophagusproben von
gesunden Ratten, Hunden der Kontrollgruppe und Hunden mit Megadsophagus wird
nachfolgend einzeln und im Gruppenvergleich dargestellt. Eine Aufstellung der bei den
einzelnen Préparaten und Stickoxidkonzentrationen gemessenen Werte findet sich in den
Tabellen 8.3.3.1 — 8.3.3.3. im Anhang 8.

4.2.3.1. Stickoxid - Ratten
Innerhalb der Konzentrationsreihe von 107 bis 10 M sprachen 22 der 24 Proben (92%) von

Ratten auf Stickoxid an. Die Abbildung 12 zeigt beispielhaft die Aufzeichnung der

Kontraktionskraft einer Probe.
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Abbildung 12: Aufzeichnung der Kontraktionskraft des Osophaguspraparates aus

Lokalisation 3 der Ratte 4 wahrend der Stickoxidkonzentrationsreihe

In der Abbildung 13 ist die maximale Verringerung der Kontraktionskraft der Muskelproben
aus den Lokalisationen 1-4 bei einer SNP-Konzentration von 10 M dargestellt. Die Praparate
der Lokalisationen 1-3 zeigten &hnlich grof3e Reaktionen auf Stickoxid, wahrend die Préparate
der Lokalisation 4 deutlich schwécher reagierten. Die Abhéngigkeit der GroRe der Reaktion

von der Probenlokalisation erwies sich in der Varianzanalyse (p = 0,006) als statistisch

signifikant.
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Abbildung 13: Maximale Verringerung der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der
Osophaguspraparate aus den Osophaguslokalisationen 1-4 von sechs Ratten als Reaktion auf

Stickoxid in einer Konzentrationsreihe von 10 bis 10~ mol/I
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4.2.3.2. Stickoxid — Hunde ohne Erkrankung des Osophagus

Die Reaktionen der Osophagusproben von Hunden ohne Erkrankung des Osophagus auf
Stickoxid bestanden bei 22 der 40 Proben (55%) in einer Verminderung der
Kontraktionskraft.

In der Abbildungen 14 a und b ist die maximale Verringerung der Kontraktionskraft der
Muskelproben aus den Lokalisationen 1-4 bei einer SNP-Konzentration von 10° M
dargestellt. Kein Préparat der Lokalisation 1 langs sprach auf Stickoxid in den verwendeten
Konzentrationen an, die Reaktionen der Praparate aus den Lokalisationen 2-4 langs waren
etwa gleich groR. Bei den in Langsrichtung gemessenen Proben lieR sich jedoch mittels
Varianzanalyse keine Abhé&ngigkeit von AF von der Lokalisation ermitteln (p=0,22). Anders
verhielt es sich bei den in Querrichtung untersuchten Praparaten, wo die Reaktionen der

Préparate aus der Lokalisation 2 quer vergleichsweise geringer ausfielen als Reaktionen der
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Préparate aus der Lokalisation 4 quer. Die Abh&ngigkeit der GroRe der Reaktion von der
Probenlokalisation erwies sich bei den Proben in Querrichtung in der Varianzanalyse
(p=0,005) als statistisch signifikant.

Abbildung 14 a: Maximale Verringerung der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der
Osophaguspraparate aus den Lokalisationen 1-4 in Langsrichtung von zehn Hunden der

Kontrollgruppe als Reaktion auf Stickoxid in einer Konzentrationsreihe von 10 bis 10° mol/I
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Abbildung 14 b: Maximale Verringerung der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der
Osophaguspraparate aus den Lokalisationen 2 und 4 in Querrichtung von drei Hunden der

Kontrollgruppe als Reaktion auf Stickoxid in einer Konzentrationsreihe von 10 bis 10° mol/l
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4.2.3.3. Stickoxid — Hunde mit Megadsophagus

In der Gruppe der Hunde mit idiopathischem Megadsophagus reagierten 15 der 20

untersuchten Proben (75%) auf Stickoxid mit einer Verminderung der Kontraktionskraft (AF).

In Abbildung 15 ist die Verringerung der Kontraktionskraft der Muskelproben aus den
Lokalisationen 1-4 in Langsrichtung bei einer SNP-Konzentration von 10 M dargestellt. Bei
den in Querrichtung untersuchten Préparaten gab es in der Lokalisation 2 keine Reaktionen
auf Stickoxid, die Praparate der Lokalisation 4 zeigten einen Abfall der Kontraktionskraft von
0,38 bzw. 0,14 g. Sowohl bei den Praparaten in Langs- als auch in Querrichtung nahm die
GroRe der Reaktionen tendenziell von kranial nach kaudal zu. Es lieR8 sich jedoch mittels
Varianzanalyse statistisch keine Abhédngigkeit der GroRe der Reaktion von der

Osophaguslokalisation belegen (langs: p=0,19; quer: p=0,26).
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Abbildung 15: Maximale Verringerung der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) der
Osophaguspraparate aus den Lokalisationen 1-4 in Langsrichtung von zehn Hunden mit

Megadsophagus als Reaktion auf Stickoxid in einer Konzentrationsreihe von 10° bis 107

mol/I
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4.2.3.4. Stickoxid - Gruppenvergleich

In allen drei Gruppen Iloste Stickoxid bei einem Teil der Préparate eine
konzentrationsabhdngige Relaxation aus. Bei den Ratten war die GroRe der Reaktion von
Proben aus der Lokalisation 4 signifikant geringer als von weiter proximal gelegenen
Segmenten. (Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 0,32 g, Lokalisation 4 = 0,04 g) Bei den
Hunden, sowohl bei der Kontrollgruppe als auch bei der Megatsophagusgruppe, lie} sich
dagegen eine Tendenz zu gréReren Reaktionen kaudal gelegener Lokalisationen ausmachen
(Kontrollgruppe: Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 0 g, Lokalisation = 0,32 g;
Megadsophagusgruppe: 1 = 0 g, Lokalisation 4 = 0,65 g). Der Unterschied zwischen den
Lokalisationen erwies sich jedoch beim Hund nur bei den in Querrichtung gemessenen

Préaparaten der Kontrollgruppe als statistisch signifikant.
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4.3. Protokoll 2

In der zweiten Versuchsphase wurde zunéchst die Bedeutung des relaxierenden Transmitters
Stickoxid (NO) fur den Muskeltonus der Osophaguspréaparate tberprift. Hierzu wurde die
endogene NO-Produktion durch den NO-Synthetasehemmer N(G)-Nitro-L-Arginin (L-NNA)
gehemmt. Im weiteren wurde untersucht, ob der relaxierende Effekt des Stickoxid in den
untersuchten Osophagusproben ber das enterale Nervensystem vermittelt ist, oder durch
direkte Wirkung von NO an den Muskelzellen zustande kommt. Hierzu kam Stickoxid nach
Blockierung des enteralen Nervensystems der Praparate mit dem Nervengift Tetrodotoxin

zum Einsatz.

4.3.1. Ergebnisse des Einsatzes von L-NNA

Zur Beurteilung des Einflusses von Stickoxid auf den Tonus der untersuchten
Osophagusteilstiicke wurde durch Zugabe von L-NNA in verschiedenen Konzentrationen die
Stickoxidproduktion in den Praparaten gehemmt. Die Reaktionen der Osophagusproben von
Ratten und Hunden auf den NO-Synthetasehemmer werden nachfolgend einzeln und im
Gruppenvergleich dargestellt. Die bei den Praparaten der einzelnen Tiere gemessenen Werte
finden sich in den Tabellen 8.3.4.1. und 8.3.4.2. im Anhang 8.

4.3.1.1. L-NNA - Ratten

Bei keinem der 24 untersuchten Préparate zeigte sich eine Veranderung der Kontraktionskraft

nach Zugabe von L-NNA in den Konzentrationen von 10°~10M.

4.3.1.2. L-NNA - Hunde ohne Erkrankung des Osophagus

Der Einsatz von L-NNA bewirkte bei dem Préparat aus der Lokalisation 3 von Hund Nr. 5
und bei dem Préparat aus der Lokalisation 4 von Hund Nr. 4 einen Anstieg des Tonus um
0,15 g bzw. 0,05 g. Die Steigerung der Kontraktionskraft als Reaktion auf L-NNA betragt
somit im Mittel 0,03 g in der Lokalisation 3 und 0,01 g in der Lokalisation 4. Eine
Abhangigkeit dieser Reaktion von der Osophaguslokalisation der Probe ist bei den

vorliegenden Untersuchungszahlen nicht zu erkennen.
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4.3.1.3. L-NNA - Gruppenvergleich

Der Anteil der Préparate, die eine Reaktion auf L-NNA zeigten, unterschied sich statistisch

mittels x2-Test (p < 0,05) nicht signifikant zwischen Ratten (0 von 24) und Hunden (2 von
20).

4.3.2. Ergebnisse des Einsatzes von Stickoxid nach Vorbehandlung mit Tetrodotoxin

Nachfolgend wird die Wirkung von Stickoxid in einer Konzentration von 10° M auf
Osophaguspraparate von Ratten und Hunden, die mit Tetrodotoxin mit einer Konzentration
von 10°° M vorbehandelt wurden, gesondert besprochen. Die bei den Praparaten der einzelnen

Tiere gemessenen Werte finden sich in den Tabellen 8.3.5.1. und 8.3.5.2. im Anhang 8.
4.3.2.1. Stickoxid nach Tetrodotoxin - Ratte

Bei drei der insgesamt 24 Praparate (12,5%) gesunder Ratten bewirkte Stickoxid auch nach
Vorbehandlung der Proben mit Tetrodotoxin einen Abfall der Kontraktionskraft. Diese
Reaktionen waren bei Prdparaten aus den Lokalisationen 3 und 4 zu beobachten. Eine
Abhangigkeit der Reaktion von der Osophaguslokalisation der Probe ist jedoch bei den
vorliegenden Untersuchungszahlen nicht festzustellen. Die Reaktionen auf Stickoxid fielen
nach dem Einsatz von Tetrodotoxin in der Lokalisationen 3, nicht jedoch in der Lokalisation
4, signifikant geringer aus als diejenigen nicht vorbehandelter Proben im Protokoll 1, wie die

Uberpriifung mittels t-Test (p=0,005) ergab.

Die Tabelle 5 zeigt fiir jede Osophaguslokalisation die Verringerung der Kontraktionskraft
(AF) als Mittelwert + mittlerer Fehler des Mittelwertes (MW + SEM), sowie den Anteil der

Proben, die mit einer Relaxation reagierten.
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Tabelle 5: Verringerung der Kontraktionskraft (AF, angegeben in g) von Proben der
Osophagusmuskulatur als Reaktion auf NO im Vergleich zur Reaktion auf NO nach

Vorbehandlung mit Tetrodotoxin (TTX); Anteil der Préparate mit Relaxation

Reaktion auf NO (10°M) bzw. Lokalisation
NO (10°*M) nach TTX (10°°) 1 5 3 A
AF (9) 0,32+0,07 | 0,21+0,04 | 0,31+0,07 | 0,04+£0,01
NO . -
= Praparate mit | 45 6/6 6/6 416
g) Relaxation
Q
@ | NO+ AF (9) 0 0 0,003 £+ 0,003 | 0,012 + 0,008
TTX | Préaparate mit
Relaxation 0/6 0/6 1/6 2/6

4.3.2.2. Stickoxid nach Tetrodotoxin — Hunde ohne Erkrankung des Osophagus

Von den 20 Osophagusproben von Hunden ohne Erkrankung des Osophagus zeigten 7 (35%)
nach Vorbehandlung mit Tetrodotoxin eine Reaktion auf Stickoxid in Form einer Relaxation.
Diese Proben stammten aus den Lokalisationen 3 und 4. Es besteht eine Abhéangigkeit
zwischen dem Auftreten der Reaktion auf NO nach Vorbehandlung mit Tetrodotoxin und der
Probenlokalisation. Die Reaktionen der Préparate auf Stickoxid nach dem Einsatz von
Tetrodotoxin fielen in der Lokalisationen 1 und 2, nicht jedoch in den Lokalisationen 3 und 4,
signifikant geringer aus als diejenigen nicht vorbehandelter Proben im Protokoll 1, wie die

Uberprifung mittels t-Test (p=0,04) ergab.

Die Tabelle 6 zeigt fiir jede Osophaguslokalisation die Reaktionen der Praparate auf Stickoxid
ohne bzw. mit Vorbehandlung mit Tetrodotoxin. Angegeben ist die Verringerung der
Kontraktionskraft (AF) als Mittelwert + mittlerer Fehler des Mittelwertes (MW + SEM),

sowie den Anteil der Proben, die mit einer Relaxation reagierten.
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Tabelle 6: Reaktion der Osophaguspraparate aus vier Lokalisationen von fiinf Hunden auf NO
nach Vorbehandlung mit Tetrodotoxin, im Vergleich die maximale Reaktion auf NO ohne

Vorbehandlung mit TTX

Reaktion auf NO (10°M) bzw. Lokalisation
NO(10°M) nach TTX (10) 1 5 3 A
AF () 0 0,31+0,15 | 0,36 0,14 | 0,32 +0,08
N NO Praparate mit
c parate 0/7 6/10 47 8/10
S Relaxation
o]
A NO + AF () 0 0 0,08+0,04 | 0,16 +0,11
TTX Praparate_ mit /5 0/5 2/5 5/5
Relaxation

4.3.2.3. Stickoxid nach Tetrodotoxin — Gruppenvergleich

Der Vergleich der Reaktionen von gesunden Ratten und Hunden ohne Erkrankung des
Osophagus zeigte, dass in beiden Gruppen ein Teil der Osophaguspréaparate auch nach der
Blockade des enteralen Nervensystems mit Tetrodotoxin eine Reaktion auf Stickoxid
aufwiesen. Diese Proben stammten aus Lokalisationen, in denen im ersten Teil der Studie
glatte Muskulatur nachgewiesen wurde. Der Anteil von Prdparaten, welche auch nach

Tetrodotoxin auf Stickoxid reagierten, unterschied sich nicht signifikant zwischen Ratten (3

von 24) und Hunden (7 von 20), wie die Uberpriifung mittels x*-Test (p < 0,05) ergab.
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5. DISKUSSION

In der vorliegen Studie sollten die Regulation der Motilitdt und die Funktion des enteralen
Nervensystems (ENS) des normalen Osophagus von Ratte und Hund vergleichend untersucht
werden. Zusatzlich wurden Osophagusproben von Hunden mit idiopathischem
Megadsophagus in die Studie mit einbezogen, um zu Kkléren, ob bei diesem Syndrom

Abweichungen der Motilitatsregulation und des ENS auftreten.

Hierzu war ein Versuchsaufbau erforderlich, der die Uberpriifung der 6sophagealen Motilitat
und ihrer Regulation gewadhrleistete und dartber hinaus die Maoglichkeit bot, neue

Erkenntnisse zur Pathophysiologie des idiopathischen Megatsophagus zu gewinnen.

Es folgen Ausfiihrungen zu Material und Methoden der Studie, den Ergebnissen und deren

Auswertung.

5.1. Material und Methoden

Hier sollen die Hintergriinde fiir die Planung des Versuchsaufbaus, sowie die Kriterien der

Patientenauswahl und hierfur gewéhlte Untersuchungsverfahren erlduternd diskutiert werden.

5.1.1. Versuchsaufbau

Es erfolgt zunéchst die Besprechung der histologischen Untersuchungen, dann die der

isometrischen Kontraktionsmessungen.

5.1.1.1. Histologische Untersuchungen

In der Literatur finden sich widerspriichliche Angaben zum Anteil glatter Muskelzellen in der
Osophagusmuskulatur des Hundes (SCHUMMER et al., 1987b; MANN und SHORTER,
1964; JACOBOWITZ und NEMIR, 1969; BUSCH, 1980; PINTIN-QUEZADA et al., 1990;
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BEREZIN et al., 1994). Daher wurden Préaparate aus verschiedenen Osophaguslokalisationen

histologisch untersucht.

Um die histologisch untersuchten Proben sicher den fir die isometrischen
Kontraktionsmessungen gewiahlten Osophaguslokalisationen 1-4 zuzuordnen, wurden beim
Hund fur beide Untersuchungsschritte direkt nebeneinanderliegende Gewebestiicke
entnommen. Bei der Ratte wurde hierzu jeweils der gesamte Osophagus in 4 Abschnitte

unterteilt.

Das Gewebe wurde fiir die Fixation mit Nadeln auf eine feste Unterlage aufgespannt, so dass

die Beurteilung nicht durch Verdrehen der Probe erschwert wurde.

Die ausgewéhlte Férbung des Gewebes (H&matoxylin-Eosin-Farbung) wird sowohl am
Institut fiir Veterindr-Anatomie als auch am Institut fir Veterindr-Pathologie der JLU Giel3en
routinemaRig flr die orientierende histologische Untersuchung verwandt. Die Unterscheidung
zwischen glatten Muskelzellen und quergestreifter Muskulatur stellt bei derart aufbereitetem

Gewebe keinerlei Schwierigkeit dar.

Da bei der Préparation die Schleimhaut an den Proben belassen wurde, war gewahrleistet,
dass unter dem Mikroskop Innen- und Auflenschicht zugeordnet werden konnten. Die
Schnitte wurden in Léngsrichtung angefertigt, so dass auch der Verlauf der Muskulatur zu

erkennen war.

5.1.1.2. Isometrische Kontraktionsmessungen

Isometrische Kontraktionsmessungen an Vollschichtpréparaten in vitro wurden bereits von
verschiedenen Untersuchern zur Funktionstberpriifung der Motilitdt des Darmes und des
Osophagus eingesetzt (DIENER und GABATO, 1994). Mit diesem Verfahren kénnen die
Reaktionen der Muskulatur und des enteralen Nervensystems auf chemische und elektrische

Stimuli untersucht werden.

Die Untersuchung der Funktion von Proben aus verschiedenen Osophagusabschnitten
erschien wichtig, da Unterschiede in der Motilitat innerhalb des Osophagus beschrieben sind
und hier auch tierartliche Unterschiede bestehen (JANSSENS et al., 1973, 1974 und 1976).
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Ferner war beim Hund die Unterscheidung ladngs- und querverlaufender Elemente
erforderlich, da beim Megadsophagus des Hundes isolierte Kontraktionen quer verlaufender
Elemente beobachtet wurden (GRAY, 1974).

Die Osophaguspraparate wurden unmittelbar postmortal entnommen. Durch eine moglichst
ziigige Entnahme der Proben und schnelles Verbringen in eine auf Eis gekihlte Pufferlésung
wurde die Vitalitat des Gewebes bis zum Versuchsbeginn gewahrleistet. Die Untersuchungen
begannen spétestens 30 Minuten nach der Entnahme des Gewebes, um postmortale

Verénderungen so gering wie moglich zu halten.

Die Messvorrichtung der Versuchsapparatur wurde vor jeder Untersuchung tberprift und
geeicht, indem am Kraftibermittler ein Gewicht von 2 g angebracht wurde. Die Pufferlésung
wurde jeweils am Tag der Untersuchung hergestellt. Die Temperatur der Organbader wurde
Uber Thermostate konstant gehalten und die Begasung wurde fortwahrend durch

Sichtkontrolle Gberprift.

Die Funktion des enteralen Nervensystems wurde mittels elektrischer Feldstimulation einer
Frequenz von 10 Hz und Pulsdauer von 1 ms iber 1 min untersucht. Dabei erfolgte eine
Steigerung der Spannung nach jeweils 5 Minuten Ruhepause schrittweise von 1 V auf 2 V
und dann auf 5 V. So war eine direkte Stimulation der Muskulatur ausgeschlossen
(OHHASHI et al., 1980).

Zur Untersuchung der Motilitdt kam Carbachol als exzitatorischer Wirkstoff zum Einsatz.
Carbachol 16st sowohl bei glatter wie auch bei quergestreifter Muskulatur eine Kontraktion
aus (GUILFORD, 1990b; DEETJEN und SPECKMANN, 2003). Die aufsteigenden
Carbacholkonzentrationen von 10 bis 10° M wurden so gewihlt, dass spétestens in der
hochsten Konzentration auf jeden Fall eine Reaktion der Muskulatur zu erwarten war
(VERMILLON und COLLINS, 1988).

Als inhibitorischer Wirkstoff wurde der Stickoxid-Donor Natriumnitroprussid verwendet.
Stickoxid vermittelt sowohl an der quergestreiften als auch an der glatten
Osophagusmuskulatur eine Relaxation. Derzeit ist nicht geklart, ob dieser Effekt tiberwiegend
pra- oder postsynaptisch ist (NEUHUBER et al., 1994; WORL et al., 1997). Die
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aufsteigenden Stickoxidkonzentrationen von 10° bis 10° M gewahrleisteten in der hochsten

Konzentration ein Ansprechen dieser Signalwege (HATA et al., 1990).

Um die Bedeutung von Stickoxid fiir den Ruhetonus der Osophagusmuskulatur zu studieren,
kam der Stickoxidsynthasehemmer L-NNA zum Einsatz. Die aufsteigende Konzentration von
10, 10 und 10™* mol/l L-NNA wurde so gewadhlt, dass in der hochsten Konzentration eine
vollstandige Hemmung der Stickoxidsynthetase in den Préparaten gewéhrleistet war
(DWYER et al., 1991).

Die bisher nicht niher geklarte Wirkungsweise von Stickoxid an der Osophagusmuskulatur
wurde nach Blockierung des enteralen Nervensystems mit Tetrodotoxin naher untersucht. Die
verwendete Konzentration von Tetrodotoxin stellte eine vollstdndige Ausschaltung des
enteralen Nervensystems sicher (CATTERAL, 1980). Reaktionen der so vorbehandelten
Praparate auf Stickoxid mussen somit auf direkter Wirkung von Stickoxid auf die Muskulatur
beruhen. Die Stickoxidkonzentration entsprach der hochsten in Protokoll 1 eingesetzten
Konzentration. Damit war es mdglich, den Einfluss von Tetrodotoxin auf die GroRe der

Stickoxidwirkung zu vergleichen.

5.1.2. Patientenauswahl und Verifizierung der Diagnose

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Osophagusproben stammten von Ratten des
Instituts fur Veterindr-Physiologie (Prof. Dr. M. Diener), die im Rahmen anderer
Forschungsvorhaben getotet wurden. Die Toétung und Organentnahme waren durch das
Regierungsprasidium Giellen genehmigt. Alle 12 Ratten zeigten einen normalen

Schluckvorgang und der Osophagus zeigte bei Entnahme keine Anzeichen einer Dilatation.

Weitere Proben wurden 20 Hunden entnommen, die als Patienten in der Medizinischen und
Gerichtlichen Veterinarklinik | vorgestellt wurden und aufgrund unheilbarer Erkrankungen
eingeschlafert werden mussten. Die Besitzer waren mit der Sektion der Hunde einverstanden.
Die Hunde wurden in eine Kontrollgruppe und eine Megadsophagusgruppe eingeteilt. Hierfir
war ein Untersuchungsplan erforderlich, anhand dessen eine Motilitatsstorung des Osophagus
sicher auszuschlieBen war bzw. ein idiopathischer Megadsophagus diagnostiziert werden

konnte.
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5.1.2.1. Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe umfasste 15 Patienten, die aufgrund verschiedener Krankheitsbilder
vorgestellt wurden. Laut Anamnese war bei keinem der Patienten Regurgitieren beobachtet
worden, dieses trat auch wahrend des stationdren Aufenthaltes nicht auf. Es lag bei allen
Patienten mindestens eine laterolaterale RoOntgenaufnahme des Thorax vor, die keine

Anzeichen fir eine 6sophageale Dilatation erkennen lieR3.

Die Untersuchungsbefunde und die bei den einzelnen Patienten gestellten Diagnosen sind in

den Patiententabellen 8.1.1. und 8.1.2. im Anhang 8 zu finden.

5.1.2.2. Megadsophagusgruppe

Die Megadsophagusgruppe umfasste 5 Patienten, bei denen ein idiopathischer
Megadsophagus vorlag. Bei allen Patienten wurden nach Anamnese und Kklinischer
Untersuchung Rontgenaufnahmen des Thorax angefertigt sowie eine Basis von Labordaten
erstellt, bestehend aus Untersuchungen des roten und weif3en Blutbildes, sowie Bestimmung
von Serumelektrolyten, Serumcholesterin, -albumin, —globulin und -—glukose. Diese
Untersuchungen gelten bei der Megatdsophagusdiagnostik als primdre Untersuchungen zum
Ausschluss einer Grunderkrankung (TWEDT, 1994). Bei zweifelhaften klinischen oder
labordiagnostischen  Befunden wurden in  Einzelfadllen R&ntgenkontrastaufnahmen,
Endoskopie des Osophagus, ACTH- und/oder TSH-Stimulationstest angeschlossen, welche in
der Differentialdiagnostik des idiopathischen Megadsophagus als sekundare Untersuchungen
gelten (TWEDT, 1994). Nach Auswertung dieser Untersuchungen waren bei allen 5 Patienten
Grunderkrankungen wie Hypothyreose, Hypoadrenokortizismus, systemischen Lupus
erythematosus, Myo- und Neuropathien ausgeschlossen. Bei allen 5 Patienten wurde ferner
durch Untersuchung auf Acetylcholinrezeptor-Antikorper eine fokale Myasthenia gravis
ausgeschlossen. Bei dem Patienten Nr. 5 wurde mittels Endoskopie und Histologie des
Osophagus eine Osophagitis diagnostiziert. Die Diagnose Megadsophagus war jedoch bereits
2 Jahre zuvor gestellt worden und damals war mittels Osophagoskopie eine Osophagitis
ausgeschlossen worden. Daher kann die Entziindung nicht Ursache des Motilitatsstorung

gewesen sein, sondern ist als Folgeerkrankung anzusehen.
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Die bei den einzelnen Patienten durchgefuhrten  Untersuchungen und die

Untersuchungsergebnisse finden sich in den Patiententabellen 8.1.3. und 8.2. im Anhang 8.

5.2. Ergebnisse

Zunachst erfolgt die Besprechung der histologischen Untersuchungen, anschlieend soll auf

die Kontraktionsmessungen eingegangen werden.

5.2.1. Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

Das Vorkommen glatter Muskelzellen in verschiedenen Osophagusabschnitten von Ratte und
Hund wird nachfolgend mit den Angaben aus der Literatur verglichen und die Bedeutung

dieser Ergebnisse fir die Auswertung der isometrischen Kontraktionsmessungen erortert.

Histologische Untersuchungen des Osophagus der Ratte

Laut KAUFMANN et al. (1968) und HEBEL und STROMBERG (1985) sind glatte
Muskelzellen im Osophagus der Ratte nur im abdominalen Teil vorhanden. In der
vorliegenden Studie konnten aber bei zwei von drei Ratten bereits in der Lokalisation 2, was
dem distalen zervikalen Abschnitt entspricht, glatte Muskelzellen nachgewiesen werden (s.
Tab. 2). In der Lokalisation 3, also dem thorakalen Osophagus, waren bei allen drei Tieren

glatte Muskelzellen vorhanden.

Histologische Untersuchungen des Osophagus des Hundes

Nach gdngiger Lehrmeinung besteht der Osophagus des Hundes ausschlieBlich aus
quergestreifter Muskulatur (SCHUMMER et al., 1987b; MANN und SHORTER, 1964).
Einige Autoren haben jedoch im distalen Osophagus glatte Muskulatur nachgewiesen
(PINTIN-QUEZADA et al., 1990; BEREZIN et al., 1994), was in der vorliegenden Studie
bestatigt werden konnte (s. Tab. 3).
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Bei allen drei untersuchten Hunden fanden sich in der Lokalisation 4 (unmittelbar proximal
der Kardia) in beiden der Muskelschichten glatte Muskelzellen. Die Proben enthielten 1 cm
proximal der Kardia 5-50 % glatte Muskulatur und im Ubergang zur Kardia 50-100%. Dies ist
vergleichbar mit den Ergebnissen von BEREZIN et al. (1994), die den Gehalt an glatter
Muskulatur 1 cm proximal der Kardia mit 25% und 0,5 cm proximal der Kardia mit 50%
angeben. Bei einem der drei untersuchten Hunde waren bereits in der Lokalisation 3 glatte
Muskelzellen vorhanden. Bei dem Hund handelte es sich um einen ausgewachsenen Husky,
die Probe wurde am Ubergang vom mittleren zum kaudalen Drittel des Osophagus ca. 12 cm
proximal des unteren Osophagussphinkters entnommen. SPINTIN-QUEZADA et al. (1990)
fanden bis zu 7 cm proximal der Kardia glatte Muskulatur — ohne Angabe der Grolie des

Tieres sind diese Ergebnisse jedoch schwer vergleichbar.

Bei beiden Spezies wurden in der vorliegenden Studie glatte Muskelzellen noch weiter
proximal nachgewiesen, als in der Literatur bisher angegeben. Sowohl bei der Ratte als auch
beim Hund scheint eine grofle Variabilitdt des Anteils glatter Muskelzellen im distalen
Osophagus zu bestehen, was die aufgezeigten Unterschiede zwischen den vorliegenden
Untersuchungen erkldren kann. Die starke individuelle Schwankung des Anteils an glatter
Muskulatur im Osophagus von Hunden konnte Auswirkungen auf die Entwicklung

Osophagealer Erkrankungen haben.

Die Kenntnis des Gehalts an glatter Muskulatur ist fir Interpretation der Ergebnisse der
isometrischen Kontraktionsmessungen essentiell. Es wurde beim Menschen beschrieben, dass
das enterale Nervensystem des Osophagus in Abschnitten mit quergestreifter Muskulatur
kaum Neuropeptide enthalt (WATTCHOW et al., 1987). Darlber hinaus ist Stickoxid an der
glatten Muskulatur als inhibitorischer Mediator wirksam (SHIKANO et al., 1988), wahrend
der Einfluss von Stickoxid auf die quergestreifte Osophagusmuskulatur noch nicht ganz

geklart ist.

5.2.2. Ergebnisse der isometrischen Kontraktionsmessungen

Voranzustellen ist, dass die GroRe der Kontraktionsreaktionen zwischen den Gruppen nicht

verglichen werden kann, da die Dicke der Tunica muscularis zu stark variiert.
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5.2.2.1. Protokoll 1

Zur Uberprifung der Motilitit und des enteralen Nervensystems kamen elektrische
Feldstimulation (EFS), Carbachol und Stickoxid zum Einsatz. Es wurden bei allen Gruppen
Proben aus 4 Osophaguslokalisationen in Langsrichtung untersucht. Bei den Hunden der
Kontrollgruppe und der Megadsophagusgruppe zusétzlich Proben aus den Lokalisationen 2

und 4 in Querrichtung.

Elektrische Feldstimulation

Ein groRer Teil der Proben von Ratten (58%) und Hunden der Kontrollgruppe (38%)
reagierten auf elektrische Feldstimulation spannungsabhdngig mit einer tonischen
Kontraktion. In der Megadsophagusgruppe hingegen zeigte nur ein einziges Préparat (5%)
eine Reaktion auf Stimulation mit 5 V, die jedoch in einer phasischen Kontraktion bestand (s.
Abb. 7).

Die Kontraktionsreaktionen auf elektrische Feldstimulation weisen darauf hin, dass die
Innervation der langsverlaufenden Osophagusmuskulatur durch das ENS bei Hund und Ratte

vorwiegend exzitatorisch ist.

Die in Querrichtung untersuchten Prdparate sprachen auch bei den Hunden der
Kontrollgruppe nicht auf elektrische Feldstimulation an. Dies bedeutet nicht unbedingt ein
Fehlen enteraler Innervation der Quermuskulatur. Ebenso ist denkbar, dass sich die Effekte

exzitatorischer und inhibitorischer Neuronen hier aufheben.

Im Vergleich zwischen Ratten und Hunden der Kontrollgruppe zeigte sich, dass bei der Ratte

die GroRe der Reaktionen auf elektrische Feldstimulation im Verlauf des Osophagus gleich
bleiben (s. Abb. 5). Bei den Hunden der Kontrollgruppe nahmen die maximalen Reaktionen

der in Langsrichtung untersuchten Proben von proximal nach distal tendenziell zu (s. Abb. 6).

Beim Menschen ist bekannt, dass die intrinsische Innervation glatter und quergestreifter
Osophagusmuskulatur unterschiedlich ist (WATTCHOW et al., 1987). Bei Reizung des
enteralen Nervensystems mittels elektrischer Feldstimulation (EFS) wéren somit Unterschiede

zu erwarten gewesen zwischen den Lokalisationen 1 bis 3, wo in der vorliegenden Studie
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uberwiegend quergestreifte Muskulatur nachgewiesen wurde, und Lokalisation 4, wo glatte

Muskulatur vorherrscht.

Bei Ratte und Hund ist die Reaktion auf EFS jedoch nicht von der Art der
Osophagusmuskulatur abhangig. Die unterschiedlich groRen Reaktionen verschiedener
Osophagusabschnitte sind demnach am ehesten durch Speziesunterschiede in der Verteilung
von Ganglienzellen und Rezeptoren sowie im Gehalt an Neurotransmittern entlang der

Speiserdhre zu erklaren.

Im Vergleich zwischen Hunden der Kontrollgruppe und Megatsophagusgruppe weist das

weitgehende Fehlen einer Reaktion auf elektrische Feldstimulation bei Hunden der
Megadsophagusgruppe (s. Tab. 4) auf eine Funktionsstorung des enteralen Nervensystems
hin. Eine Funktionsstorung der Muskulatur konnte ausgeschlossen werden, da die Reaktionen
auf Carbachol und Stickoxid sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe unterschieden (s.
Kap. 4.2.2.3. und 4.2.3.3.). Es handelt sich demnach auch nicht um einen volligen
Funktionsverlust des enteralen Nervensystems. Im der vorliegenden Studie konnte ndmlich
gezeigt werden, dass die Wirkung von Stickoxid auf die Osophaguspraparate groRtenteils
uber das ENS vermittelt wird. (s. Kap. 4.3.2. und 5.2.2.2.). Es ist denkbar, dass eine partielle
Funktionsstorung exzitatorischer Anteile bzw. ein verschobenes Verhéltnis exzitatorischer

und inhibitorischer Innervation besteht.

Carbachol

Sowohl bei Ratten (96%), als auch Hunden der Kontrollgruppe (75%) und
Megadsophagusgruppe (70%) bewirkte Carbachol bei der Mehrzahl der Prdparate eine

konzentrationsabhdngige Steigerung des Muskeltonus.

Bei den in Querrichtung untersuchten Pr@paraten von Hunden der Kontrollgruppe und
Megadsophagusgruppe gab es in der Lokalisation 2 keine Reaktionen auf Carbachol, wéhrend
die Reaktionen in der Lokalisation 4 auffallend groR ausfielen (s. Kap. 4.2.2.2., Abb. 10b und
Kap. 4.2.2.3.). Letzteres Uberrascht nicht weiter, da diese Muskulatur zur Funktion des
unteren Osophagussphinkters beitragt. In der Lokalisation 2 wire jedoch auch eine
Kontraktion der Muskelzellen zu erwarten gewesen. Vielleicht spielt hier das ENS eine

grolere Rolle, als bisher angenommen. Beim Opossum ist beschrieben, dass die Kontraktion
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der Osophagusmuskulatur im Rahmen der Peristaltik schrittweise vor sich geht. Zunachst
erfolgt eine zentral vermittelte Kontraktion der Langsmuskulatur bei gleichzeitiger Relaxation
der Quermuskulatur, anschlielend erfolgt die Kontraktion der Quermuskulatur, die sowohl
zentraler als auch peripherer Kontrolle unterliegt (SUGARBAKER et al.; 1984b). Denkbar ist
demnach, das Carbachol parallel inhibitorische Neuronen des ENS aktiviert, die den direkten
Effekt an der Muskelfaser aufheben. Mdoglicherweise wére zur Kontraktion der

Quermuskulatur auch spezifische Deaktivierung inhibitorischer Einflusse des ENS nétig.

Der Vergleich zwischen Ratte und Hund ergab, dass bei der Ratte die Lokalisation 4, welche

uberwiegend aus glatter Muskulatur besteht, durch besonders kleine Reaktionen auffiel (s.
Abb. 9). Dagegen waren beim Hund bei beiden Gruppen in der Lokalisation 1 tendenziell
weniger und Kleinere Reaktionen zu beobachten als in weiter distal gelegenen Abschnitten (s.
Kap. 4.2.2.2., Abb. 10a und Kap. 4.2.2.3.). Wie bei den Reaktionen auf elektrische
Feldstimulation bestand beim Hund kein Zusammenhang zwischen der GrofRe der Reaktion
auf Carbachol und Art der Osophagusmuskulatur. Die Stirke der Kontraktion muss von

anderen intrinsischen Faktoren abhdngen, worin ein Speziesunterschied zur Ratte besteht.

Im Vergleich zwischen Kontrollgruppe und Megadsophagusgruppe ergaben sich beim Hund

keine Unterschiede. Dies bedeutet dass bei den Hunden mit Megadsophagus keine Stérung
der Muskelfunktion bestand. Da diese Untersuchung zeitlich nach der elektrischen
Feldstimulation durchgefuhrt wurde, kénnen auch postmortale Veranderungen der Muskulatur

ausgeschlossen werden.

Stickoxid

Stickoxid bewirkte bei Ratten (92%), Hunden der Kontrollgruppe (55%) und
Megadsophagusgruppe (75%) bei der Mehrzahl der Proben eine konzentrationsabhéngige
Verminderung des Muskeltonus. Stickoxid vermittelt demnach bei diesen Spezies, deren

Osophagus tiberwiegend aus quergestreifter Muskulatur besteht, eine Relaxation.

Bei den in Querrichtung untersuchten Proben der Hunde sprach in Lokalisation 2 nur ein
Praparat der Kontrollgruppe und kein Praparat der Megatsophagusgruppe auf Stickoxid an,
die Reaktionen der Lokalisation 4 waren dagegen bei beiden Gruppen auffallend groB (s. Kap.
4.2.3.2, Abb. 14b und Kap. 4.2.3.3.). Letzteres ist wiederum durch die Sphinkterfunktion
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dieser Muskulatur zu erklaren. Das Fehlen einer Relaxationsreaktion in vitro bedeutet nicht
zwangslaufig, dass in Lokalisation 2 keine inhibitorische Innervation vorhanden ist. Es ist

maoglich, dass diese nur in vivo im Zusammenspiel mit zentralem Input eine Rolle spielt.

Beim Opossum, das einen Uberwiegend glattmuskuldren Osophagus besitzt, ist die
L&ngsmuskulatur Gberwiegend exzitatorisch, die Quermuskulatur exzitatorisch und
inhibitorisch innerviert (SUGARBAKER et al.; 1984a). Bei Ratte und Hund ist nach obigen
Resultaten die Langsmuskulatur auch inhibitorisch innerviert. Bei der Ratte wurde die
Funktion der Quermuskulatur nicht Gberprift, beim Hund war in vitro aulerhalb des unteren
Osophagussphinkters kaum inhibitorische Innervation nachweisbar. Es kénnte sich hier um
einen generellen Unterschied zwischen Spezies mit tberwiegend glatter bzw. quergestreifter
Osophagusmuskulatur handeln, was durch Untersuchungen an weiteren Tierarten zu kléren

ware.

Der Vergleich zwischen Ratte und Hund fallt ahnlich aus wie bei Carbachol. Bei der Ratte

waren auch hier die Reaktionen der Lokalisation 4 auffallend klein (s. Abb. 13), was wie
zuvor mit der Art der Osophagusmuskulatur erklart werden konnte. Beim Hund traten
dagegen auch hier bei beiden Gruppen in der Lokalisation 1 tendenziell weniger und kleinere
Reaktionen auf als im weiteren Verlauf des Osophagus (s. Kap. 4.2.3.2., Abb 14a und Kap.
4.2.3.3.), es besteht kein Zusammenhang zwischen der Starke der Relaxation und Art der
Osophagusmuskulatur. Auch die GroRe der Reaktion auf Stickoxid muss von anderen

intrinsischen Faktoren abh&ngen, worin ein Speziesunterschied zur Ratte besteht.

Im Vergleich zwischen Hunden der Kontrollgruppe und Megatsophagusgruppe zeigten sich

keine Unterschiede in der Reaktion auf Stickoxid. Da sich spéter zeigte, dass die
Stickoxidwirkung beim Hund tiberwiegend tber das ENS vermittelt wird (s. Kap. 4.3.2. und
52.2.2.), kann ein vollstindiger Funktionsausfall des ENS beim idiopathischen
Megadsophagus ausgeschlossen werden. Der Einsatz von Stickoxid erfolgte nach der
elektrischen Feldstimulation (EFS). Somit kénnen fehlende Reaktionen auf EFS nicht auf

postmortalen Verédnderungen des ENS beruhen.
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5.2.2.2. Protokoll 2

Die Bedeutung und Wirkungsweise von Stickoxid wurde durch Zugabe des
Stickoxidsynthasehnemmers L-NNA und Einsatz von Stickoxid nach Blockade des ENS
mittels Tetrodotoxin weiter untersucht. Es wurden bei beiden Gruppen Proben aus 4

Osophaguslokalisationen in Langsrichtung untersucht.

Bedeutung von Stickoxid — L-NNA

Wahrend bei der Ratte keine Reaktionen des Muskeltonus auf L-NNA zu beobachten waren,
reagierten beim Hund zwei von 10 Praparaten mit einer Steigerung des Muskeltonus. Der
Unterschied zwischen den Gruppen ist statistisch nicht relevant, zur Abklarung wéren groliere

Untersuchungszahlen erforderlich.

Die Reaktion auf L-NNA zeigt eine mdgliche Rolle von Stickoxid in der Regulation des
Ruhetonus der Osophagusmuskulatur auf. Der Einfluss endogenen Stickoxids war nur bei
Praparaten aus den Lokalisationen 3 und 4 zu beobachten, wo auch glatte Muskelzellen
vorkommen. Es ist also mdoglich, dass endogenes Stickoxid nur bei glatter

Osophagusmuskulatur einen Einfluss auf den Ruhetonus hat.

Wirkungsweise von Stickoxid — Stickoxid nach Tetrodotoxin

Auch nach Blockierung des enteralen Nervensystems reagierte ein Teil der Prdparate von
Ratten (12,5 %) und Hunden (35 %) auf Stickoxid mit einer Relaxation. Es muss also ein

Angriffspunkt an der Osophagusmuskulatur bestehen.

Ohne Vorbehandlung mit Tetrodotoxin hatte ein gréRerer Anteil der Proben von Ratte (92 %)
bzw. Hund (55 %) auf Stickoxid angesprochen (s. Kapitel 4.2.3.1.). Die maximale Reaktion
der Muskulatur auf Stickoxid nach Vorbehandlung mit Tetrodotoxin erschien geringer als
zuvor (s. Tab. 5 und 6), auch wenn dieser Unterschied nur in der Lokalisation 3 der Ratte
statistisch signifikant war. Es ist also anzunehmen, dass der Effekt von Stickoxid auf die
Osophagusmuskulatur von Hund und Ratte in vitro Uberwiegend Uber das enterale

Nervensystem vermittelt wird.
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Die Proben, die eine Reaktion zeigten, stammten aus den Lokalisationen 3 und 4, in denen in
der vorliegenden Studie auch glatte Muskelzellen nachgewiesen wurden. Es I&sst sich also in
vitro kein direkter Effekt wvon Stickoxid auf den Tonus der quergestreiften
Osophagusmuskulatur nachweisen. Die Funktion der nitrergen Nervenendigungen am
Sarkolemn quergestreifter Osophagusmuskulatur (WORL et al., 1997) diirfte in vivo in der
Modulation extrinsischen Inputs bestehen, wie es fur die Skelettmuskulatur bereits
beschrieben ist (KOBZIK et al., 1994; RIBERA, 1998).

5.3. Unterschiede der Osophagusmotilitat von Hund und Ratte

Ratte und Hund unterscheiden sich nicht in Art und Anzahl der Reaktionen auf elektrische

Feldstimulation, Carbachol oder Stickoxid.

Speziesunterschiede zeigten sich in der intrinsischen Regulation der Motilitat verschiedener
Osophagusabschnitte. Bei der Ratte erschienen die Reaktionen auf elektrische Feldstimulation
im Verlauf der Speiserdhre gleich grol3, die Reaktionen auf Carbachol bzw. Stickoxid waren
im distalen Osophagus eher kleiner (s. Abb. 5, 9 und 13). Beim Hund zeigten sich dagegen
durchweg eine Tendenz zu gr6Reren Reaktionen im distalen Osophagus (s. Abb. 6, 10a und
14 a). Eine mogliche Erklarung fur die Speziesunterschiede in der Motilitdt der einzelnen
Osophagusabschnitte ist eine speziesspezifische Verteilung von Ganglienzellen, Rezeptoren

oder Neurotransmittern.

Beim Hund enthalt das proximale Drittel des Osophagus nur sehr wenige Ganglienzellen
(MANN und SHORTER, 1964). Damit wirde die intrinsische Regulation der
Osophagusmotilitat beim Hund von proximal nach distal an Bedeutung gewinnen. Dies steht
im Einklang mit Beobachtungen anderer Untersucher, nach denen im thorakalen Osophagus
die Peristaltik nicht so stark von afferentem Feedback abhangig ist, die peristaltische Welle
seltener erlischt und sekundare Peristaltik leichter auszulésen ist als im zervikalen Osophagus
(HWANG, 1954; LONGHI und JORDAN, 1971; JANSSENS et al., 1973 und 1974).
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Nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie lasst sich vermuten, dass bei der Ratte ein
umgekehrtes Verhéltnis vorliegt, wie es beispielsweise auch beim Opossum und Schwein
beschrieben wurde (CHRISTENSEN und ROBISON, 1982; WU et al., 2003). Bei diesen
Spezies nimmt die Dichte an Nervenzellen und Ganglien des enteralen Nervensystems bzw.

cholinerger Nervenendigungen von proximal nach distal ab.

Bislang wurden Speziesunterschiede in der Motilitdt verschiedener Osophagusabschnitte
allein den zentralen Regelmechanismen zugeschrieben (HWANG, 1954; LONGHI und
JORDAN, 1971; JANSSENS et al., 1973, 1974 und 1976).

Ein weiterer Unterschied zwischen Ratte und Hund zeigte sich bei der Untersuchung der
Bedeutung von Stickoxid. Beim Hund konnte in der vorliegenden Studie im Gegensatz zur
Ratte ein Einfluss von endogenem Stickoxid auf den Ruhetonus des Osophagus nachgewiesen
werden. Andere Untersucher haben Kontraktionsreaktionen des Osophagus der Ratte auf
Vagusreizung Uberpruft und hier ebenfalls keinen Einfluss endogener Stickoxidproduktion
feststellen konnen (STORR et al., 2001).

Trotzdem ist davon auszugehen, dass die nitrerge Innervation auch bei dieser Tierart die
Osophagusmotilitat moduliert. Untersuchungen an der quergestreiften Urethralmuskulatur des
Schafes haben gezeigt, dass die Einfliisse der endogenen Stickoxidproduktion infolge der
Ubermacht der exzitatorischen Elemente teilweise erst nachweisbar werden, wenn die
neuromuskulére Ubertragung partiell blockiert wird (GARCIA-PASQUAL, 2005).

5.4. Erkenntnisse zum idiopathischen Megadsophagus des Hundes

In der vorliegenden Studie wurden erstmals Hinweise auf eine Funktionsstérung des enteralen

Nervensystems (ENS) beim idiopathischen Megatsophagus des Hundes erbracht.

Vollschichtproben aus dem Osophagus betroffener Tiere zeigten mit einer Ausnahme keine
Reaktionen auf Reizung des ENS mittels elektrischer Feldstimulation. Nur bei einem Praparat
wurde eine phasische Kontraktion ausgeldst. Dagegen reagierte ein grof3er Teil der Proben

von Hunden der Kontrollgruppe mit einer tonischen Kontraktion (s. Tab. 4).
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Diese Funktionsstorung konnte zum Defekt der 6sophagealen Afferenzen beitragen, der von
vielen Autoren als Ursache des idiopathischen Megadsophagus des Hundes vermutet wird
(TAN und DIAMANT, 1987; WASHABAU, 1992; HOLLAND et al., 1994), denn die
Ganglien des Plexus myentericus werden als Teil der dsophagealen Afferenzen angesehen
(NONIDEZ, 1946).

Es besteht allerdings kein vollstandiger Funktionsausfall des ENS, denn die Vermittlung der
NO-induzierten Relaxation ist nicht betroffen. Die Stdrung ist am ehesten als

Ungleichgewicht zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Anteilen zu beschreiben.

Eine vermehrte Aktivitat der inhibitorischen Elemente des ENS wirde eine erhdhte
Produktion von enteralem Stickoxid bedingen, welche Ursache von Motilitatsstorungen sein
kann. Es ist bekannt, dass Inhibitoren der Stickoxid-Synthetase bei Katzen mit Osophagitis
Motilitatsstérungen vermindern (LIU, 2003). Dariiber hinaus kann enterales Stickoxid die
Kontraktionsreaktion quergestreifter Osophagusmuskulatur auf Vagusreizung hemmen
(1ZUMl et al., 2003).

Stickoxid hat beim Hund Einfluss auf den Ruhetonus des Osophagus, wie in der vorliegenden
Studie gezeigt wurde. Daher konnte eine erhdhte endogene Stickoxidproduktion fir die
erhohte Dehnbarkeit des Osophagus verantwortlich sein, die laut HOLLAND et al. (1993)

Ursache der afferenten Dysfunktion beim idiopathischen Megatsophagus des Hundes ist.

Bei nédherer Betrachtung stellt sich die Frage, warum ein einzelnes Préparat der
Megadsophagusgruppe auf Reizung des ENS eine Reaktion zeigte. Es stammte von einem
Hund mit angeborenem idiopathischen Megadsophagus, welcher 14 Tage nach Stellung der
Diagnose euthanasiert wurde. Bei einem weiteren Tier der Gruppe bestand ebenfalls ein
angeborener idiopathischer Megadsophagus, daher ist ein Unterschied zwischen angeborenem
und erworbenem idiopathischem Megadsophagus nicht wahrscheinlich. Bei den (brigen
Hunden hatte die Symptomatik mehrere Monate bis Jahre angedauert. Die Erkrankungsdauer

konnte demnach eine Rolle spielen.

Die naheliegende These von HOFFER et al. (1967), dass das ENS durch die anhaltende
Dilatation sekund&r geschadigt wird, scheint sich jedoch nicht zu bestdtigen, da die ENS-

vermittelte Relaxation auf Stickoxid nicht beeintrachtigt ist.
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Eine weitere Beobachtung aus der Literatur bleibt ohne Erklarung. GRAY (1974) hatte bei
gesunden Hunden als Reaktion auf Vagusreizung, tonische Kontraktionen des gesamten
Osophagus beobachtet. Bei Hunden mit Megadsophagus traten in der damaligen Studie
lediglich isolierte Kontraktionen quer verlaufender Muskelelemente auf. In der vorliegenden
Studie waren jedoch bei beiden Gruppen im Bereich des Corpus des Osophagus keine

Kontraktionsreaktionen der in Querrichtung untersuchten Préparate nachzuweisen.

5.5. Schlussbetrachtung

Die Messung isometrischer Kontraktionen von Vollschichtpraparaten des Osophagus hat es
ermoglicht, Erkenntnisse Uber die Bedeutung des enteralen Nervensystems fir die Regulation
der Motilitat bei Hund und Ratte zu gewinnen, Speziesunterschiede in der Osophagusmotilitat
zu ermitteln und einen Vergleich der Osophagusfunktion von gesunden Hunden und Hunden

mit Megadsophagus anzustellen.

Aufgrund des fehlenden extrinsischen Einflusses in der Versuchsanordnung der vorliegenden

Studie muss betont werden, dass die Ergebnisse nicht die Zustédnde in vivo widerspiegeln.

Einschrankend fur die Aussagekraft des Verfahrens war die unterschiedliche Dicke der
Muskulatur in den drei Untersuchungsgruppen. Es war dadurch lediglich einen qualitativer,

kein quantitativer Vergleich der Reaktionen mdglich.

Ein weiterer limitierender Faktor waren die Untersuchungszahlen, die durch das
Patientenaufkommen  begrenzt  waren. Bei dem  Vergleich  zwischen den
Osophaguslokalisationen des Hundes waren Tendenzen erkennbar, die nur durch groRere

Untersuchungszahlen statistisch zu belegen wéren.

Beim idiopathischen Megatsophagus des Hundes scheint eine Funktionsstérung des enteralen
Nervensystems (ENS) zu bestehen. Diese lasst sich am besten mit einem Ungleichgewicht

zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Anteilen beschreiben.

Ein UbermaR inhibitorischer Elemente des ENS koénnte auf zwei Arten zur Pathogenese des

idiopathischen Megadsophagus des Hundes beitragen. Zum einen konnte vermehrte
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inhibitorische Aktivitat die erhohte Dehnbarkeit des Osophagus bei dieser Erkrankung
bedingen. Es ware zu untersuchen, welche Rolle das enterale Nervensystem in vivo fur den
Tonus des Osophagus hat. Zum anderen konnte die vagusvermittelte Kontraktion der
Speiserdhre durch abnorme Aktivitét inhibitorischer Neurone des ENS behindert werden. Um
dies zu klaren, musste die Rolle der inhibitorischen Elemente wahrend des Schluckaktes naher

betrachtet werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY

Zur Uberpriifung von Motilitat und enteralem Nervensystem (ENS) des Osophagus wurden
Vollschichtpraparate der Speiseréhre von 12 Ratten, 15 Hunden einer Kontrollgruppe und 5
Hunden mit idiopathischem Megatdsophagus isometrischen Kontraktionsmessungen
unterzogen. Im Rahmen einer orientierenden Studie kamen an 64 Vollschichtpraparaten aus
unterschiedlichen Osophagusabschnitten (Lokalisation 1-4) elektrische Feldstimulation (EFS),
das Acetylcholinanalogon Carbachol und der Stickstoffdonor Natriumnitroprussid zum
Einsatz. In einer weiteren Studie zur Wirkungsweise von Stickoxid wurde an 44 Préparaten
aus 4 Osophaguslokalisationen der Effekt einer Hemmung der endogenen Stickoxidsynthese
mittels L-Nitroarginin und die Wirkung von Natriumnitroprussid nach Vorbehandlung der

Proben mit Tetrodotoxin Gberprift.

Zur besseren Interpretierbarkeit der Ergebnisse erfolgte bei 3 Ratten, 2 Hunden der
Kontrollgruppe und einem Hund der Megadsophagusgruppe eine histologische Untersuchung
von Vollschichtpraparaten aus verschiedenen Osophaguslokalisationen. Dabei zeigte sich,
dass bei Ratten und Hunden bereits im thorakalen Osophagus glatte Muskelzellen
vorkommen. Ratten zeigten in der Lokalisation 2 einen Anteil glatter Muskulatur von 2%, in
der Lokalisation 3 von 23% und in der Lokalisation 4 von 88%. Hunde hatten in der
Lokalisation 3 einen Anteil glatter Muskelzellen von 1 % und in der Lokalisation 4 von 50 %.
Nach Literaturangaben wurde glatte Muskulatur bei der Ratte nur im abdominalen
Osophagus, beim Hund bis zu 12 cm proximal des unteren Osophagussphinkters gefunden. Es

besteht jedoch eine hohe individuelle Varianz im Anteil an glatten Muskelzellen.

Isometrische Kontraktionsmessungen der Osophaguspraparate zeigten, dass EFS bei beiden
Spezies tonische Kontraktionen der langsverlaufenden Muskulatur auslost. Allerdings war
dies bei den nur beim Hund untersuchten querverlaufenden Proben nicht der Fall. Dies deutet
auf eine Uberwiegend exzitatorische Innervation der Langsmuskulatur durch das ENS hin,
wohingegen die Quermuskulatur entweder gar keine oder gleichermaRen exzitatorische und
inhibitorische Innervation erfahrt. Carbachol bewirkte eine konzentrationsabhéangige tonische
Kontraktion, Stickoxid eine konzentrationsabhéngige tonische Relaxation, wobei der Effekt
von Stickoxid auf die quergestreifte Muskulatur anscheinend ausschliefflich Gber das ENS

vermittelt wird.
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Die Motilitat verschiedener Osophagusabschnitte von Ratte und Hund unterschied sich trotz
vergleichbarem histologischen Aufbau der Tunica muscularis. Bei der Ratte blieben die
Reaktionen (AF) auf EFS von proximal nach distal gleich (Mittelwert von AF in Lokalisation
1 = 0,03 g, Lokalisation 4 = 0,05 g), die Reaktionen auf Carbachol nahmen tendenziell ab
(Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 1,09 g, Lokalisation 4 = 0,14 g), ebenso die
Reaktionen auf Stickoxid (Mittelwert von AF auf Stickoxid in Lokalisation 1 = 0,32 g,
Lokalisation 4 = 0,04 g). Beim Hund hingegen bestand die Tendenz zu kleineren Reaktionen
der proximalen Abschnitte sowohl bei EFS (Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 0,05 g,
Lokalisation 4 = 0,24 g), als auch Carbachol (Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 0,13 g,
Lokalisation 4 = 0,77 g) und Stickoxid (Mittelwert von AF in Lokalisation 1 = 0 g,
Lokalisation 4 = 0,32 g). Diese Speziesunterschiede mussen in den intrinsischen Regelkreisen
begriindet sein. Beim Hund hatte endogenes Stickoxid im Gegensatz zur Ratte in Einzelfallen

Einfluss auf den Ruhetonus des Osophagus.

Beim idiopathischen Megadsophagus des Hundes war die Kontraktionsfahigkeit der
Muskulatur nicht beeintrachtigt. Die Reizung mittels elektrischer Feldstimulation ergab
jedoch Hinweise auf eine Funktionsstorung des enteralen Nervensystems. Im Gegensatz zur
Kontrollgruppe waren bei den erkrankten Hunden keine tonischen Kontraktionsreaktionen zu
beobachten. Die Vermittlung der Stickoxid-induzierten Relaxation durch das ENS ist jedoch
nicht gestért. Es scheint demnach ein Ungleichgewicht von inhibitorischen und
exzitatorischen Anteilen zu bestehen. Da Stickoxid beim Hund Einfluss auf den Ruhetonus
des Osophagus hat, konnte eine Uberaktivitat der inhibitorischen Elemente die vermehrte
Dehnbarkeit der Speiserohre beim idiopathischen Megadsophagus bedingen. Denkbar ware
ferner, dass abnorme Aktivitat inhibitorischer Neurone die vagusvermittelte Kontraktion

behindert. Diese Annahmen mssten in Folgestudien untersucht werden.

SUMMARY

The isometric contractions of full-thickness preparations of the esophagus of 12 rats, 15 dogs
of a control group, and 5 dogs with megaesophagus were recorded in order to study
esophageal motility and the enteric nervous system (ENS). For survey electrical field
stimulation (EFS), acetylcholine-analogue carbachol and nitrogen-donor sodium-nitroprusside

were applied to 64 preparations from 4 esophageal segments (localisations 1-4). To further
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study the mechanism of action of nitric oxide, 44 preparations from 4 esophageal localisations
were examined by blocking the synthesis of endogenous nitric oxide using L-nitroarginine
and by applying sodium nitroprusside after blocking the enteric nervous system with

tetrodotoxin.

The histological examination of different esophageal localisations were carried out on full-
thickness preparations from three rats, two dogs of the control group and one dog with
megaesophagus. Smooth muscle cells were found as far proximal as the thoracic esophagus in
both species. In the rat smooth muscle cells comprised 1% of localisation 3, and 50% of
localisation 4; in the dog smooth muscle cells comprised 2% of localisation 2, 33% of
localisation 3, and 88% of localisation 4. The literature indicates that smooth muscle cells
have been found only in the abdominal part of the esophagus of the rat, and as far as 12 cm
proximal to the lower esophageal sphincter in the dog. The number of smooth muscle cells
varied greatly between individuals.

The measurement of isometric contractions showed that EFS provokes tonic contractions in
longitudinal esophageal muscle in both species; transverse sections examined only in the dog
failed to respond, indicating that excitatory innervation predominates in longitudinal muscle,
whereas in transverse muscle there is no enteric innervation or equality of excitatory and
inhibitory elements exists. Carbachol yielded concentration-dependent tonic contraction and
nitric oxide concentration-dependent tonic relaxation. The effect of nitric oxide on striated
esophageal muscle appears to be mediated by the ENS.

The motility of different esophageal localisations of the rat and dog differed despite the
similar structure of the tunica muscularis. In the rat, reactions (AF) to EFS remained the same
along the esophagus (mean AF = 0.03 g in localisation 1; 0.05 g in localisation 4). Reactions
to carbachol appeared to decrease from proximal to distal localisations (mean AF = 1.09 g in
localisation 1; 0.14 g in localisation 4), as did the reactions to nitric oxide (mean AF = 0.32 ¢
in localisation 1; 0.04 g in localisation 4). In the dog reactions to EFS (mean AF = 0.05 g in
localisation 1; 0.24 g in localisation 4) as well as to carbachol (mean AF = 0.13 g in
localisation 1; 0.77 g in localisation 4) and to nitric oxide (mean AF = 0 g in localisation 1,
0.32 g in localisation 4) appeared to be smaller in the proximal localisations. These
differences between species stem from the intrinsic regulation of esophageal maotility. In the

dog, endogenous nitric oxide influenced the baseline tone of esophageal preparations.
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The contractile function of the esophageal muscle was unimpaired in dogs with idiopathic
megaesophagus. The electrical stimulation of intrinsic nerves revealed a functional disorder of
the esophageal enteric nervous system in these animals. Unlike in the control group, electrical
field stimulation failed to provoke tonic contractions. Consequently, inhibitory and excitatory
influences appear to be imbalanced. Because endogenous nitric oxide influences the
esophageal tone of the dog, the abnormal activity of intrinsic inhibitory elements could result
in increased esophageal compliance which is known to be part of the pathogenesis of canine
idiopathic megaesophagus. Furthermore, the abnormal activity of inhibitory neurons could
interfere with vagal excitatory impulses. Investigating such theories, however, would require

follow-up studies.
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8. ANHANG

8.1. Befunde und Diagnosen

8.1.1. Befunde und Diagnosen Kontrollgruppe Protokoll 1

Diagnose(n)

Niereninsuffizienz
Prostatakarzinom

ZNS-Stérungen
unklarer Genese

Nummer 1 2 3
Name Rex Natascha Rocky
Rasse DSH Kuvasz Boxer
Alter 107 81 4]

Geschlecht M WK M
e Dekompensierte e Milztumor

o Dekompensierte
Niereninsuffizienz

Karzinom der
Prostata
e Lymphangiosis
carcinomatosa
e Hydronephrose

Nierentubuli

e Anorexie e Schwanken
e  Polyurie e Kopfschiefhaltung e Aggressivitat
e Polydipsie e  Orientierungs- e Vomitus
Anamnese e  Apathie losigkeit e Inappetenz
e Schwéche e  Polyurie/Polydipsie e  Apathie
e Vomitus e  Anorexie
e Somnolenz
e blasse SH
e  Kachexie e  Zubildung im
Klinische e Exsikkose Abdomeng ¢ Eiz!ciehcrtﬁrszustan q
Befunde e Abdominale e  Moydriasis « Dehy dratgtion
Zubildung e  Nystagmus
horizontalis
e zentrale Ataxie
Hamatologie:
e Anamie
Relevante | Blutchemie: Rontgen: Blutchemie:
Befunde e  Azothédmie e zwischen Leber und )
Labor/ Réntgen: _ . Bla}se fu_Bb_aIIgroBe e Azothamie .
. e Rundliche Zubildung weichteildichte e  Hyperphosphatamie
bildgebende im caudalen Verschattung Ultraschall:
Verfahren Abdomen Ultraschall: e Nieren verwaschen
e  Zubildung aus der
Milz herausziehend
Zytologie UV im Abdomen:
Verbénde von riesigen, z.T.
mehrkernigen Zellen mit
Pvolont deutlichen Malignitatskriterien Sektion:
ytologie, . e Regeneratknoten der i
Histologie, Sektion: . Milz mit Nekrosen MT buloneh
Sektion *  anaplastisches e Proteinzylinder in ubdlonephrose
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Nummer 4 5) 6
Name Sari Sam Minto
Rasse Mischling Husky Husky
Alter 9 9 5
Geschlecht WK M M
e Inappentenz e  Schwache
Anamnese e  Apathie e Schwanken Krampfanfalle
€s e  Exophtalmus e Speicheln Inappetenz
e  Visus eingeschrankt e  Gewichtsverlust
. . . e  Meningotheliales ZNS-Stdrungen
Diagnose(n) e Hamangiosarkom Meningiom unklarer Genese
. e  Mattigkeit
i * Flebe.r . e blasse SH
Klinische e Mydriasis .
Befund e bds. Exophtalmus e  Tachykardie 0.b.B.
efunde . o e  Propriozeption links
e Retinaablésung eingeschrankt
Hamatologie:
e Thrombopenie
e Lymphopenie
Labor/ ¢ Neutrophilie
. Blutchemie: e Keine relevanten Keine relevanten
bildgebende e  Hyperbilirubindmie Befunde Befunde
Verfahren [Rsntgen:
e Rundschatten tber
gesamter Lunge
e Hepatosplenomegalie
ZytOIOgie' %i-on: Hamangiosarkome Sektion:
HIStOI(_)gIe, (Milz, Leber, Lunge, . Men!ngpthellales Nicht durchgefiihrt
Sektion Meningiom

Herz)
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Nummer 7 8
Name Tony Gilda
Rasse Hiitehund DSH
Alter 17 101
Geschlecht M WK
: ﬁﬁgtrzlfie e Mattigkeit
Anamnese e Blisse o Polyu.rie_
e dunkler Urin *  Polydipsie
Diagnose(n) e autoimmunhamolytische Anamie e Diabetes insipidus
e Mattigkeit
Klinische e schlechter E_rnah“rungszustand
Befunde e blasse Schleimhéute e schwacher Puls
€ e  Exsikkose
e  Tachykardie
Hématologie:
e Andmie Blutchemie:
e  Spontanagglutination e Hyperbilirubindmie
Labor/ Blutchemie: Urinuntersuchung:
bildgebende e Hyperbilirubinamie e Hyposthenurie
Verfahren |UYrinuntersuchung: Endokrinologie:
e Bilirubinurie e  Vasopressinspiegel vermindert
Rdntgen:
e Hepatomegalie
Knochenmark:
) e gesteigerte Erythropoese
Z_ytologl_e, . geste!gerte Megakaryopoese Histologie Osophagus:
Histologie, e gesteigerte Myelopoese e ObB
Sektion Erythrophagie o
e  Anisozytose
[ ]

Polychromasie
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Nummer 9 10
Name Joyce Liesa Il
Rasse Airedale Terrier Wachtel
Alter 107 61J
Geschlecht WK W
e dauerhafte Cortisonmedikation
Anamnese e Nasenbluten e Zittern

e vermehrter Bauchumfang,

Diagnose(n)

e hamorrhagische Diathese

e Echinokokkose

e Somnolenz
: E?;c;k::)e;/;kchymosen e Mattigkeit
Klini e weilRe Schleimhaute * Exsikkose L
inische e Tachvkardie e blasse Schleimhaute
Befunde . klein?s/r Puls e Inspiratorische Dyspnoe
«  Epistaxis einseitig rechts e birnenférmige UV des Abdomens mit
e  Splenomegalie Fluktuation
e dunkler Urin
Hamatologie:
e Andmie
BIUtghem'li'Q.rombopenle Blutchemie:
T Hypoalbuminamie
e  Hyperbilirubindmie * .
. s p :
Gerinnungsparameter: Abdomen ug.'f.a? tes T dat
e Hypofibrinogenimie _»  modifiziertes Transsuda
Labor/ . ; . Rontgen:
. e  Prothrombin-Zeit verlangert . . .
bildgebende X NS e verminderte Detailerkennbarkeit
e partielle Thromboplastin-Zeit -
Verfahren verlangert e Splenomegalie
Réntgen: e Leberrand nicht zu erkennen
e verminderte Detailerkennbarkeit
Ultraschall:
o freie Flussigkeit im Abdomen
e mehrere rundliche Gebilde bis 6
mm Durchmesser
Zytologie Abdomenpunktat:
e ausgefalltes Protein
e degenerierte Neutrophile
o aktivierte Makrophagen
e  Eosinophile
. e epitheloide Riesenzellen
Z}’t0|09|_ev Histologie Osophagus: »  mehrkernige in Verbénden liegende
HIStologle, e o0bB Zelen mit stark basophilem, leicht
Sektion o vakuoligem Zytoplasma

Histologie von Pellet des Abdomenpunktates:
e Anschnitte Nematoden-artiger Gebilde
Leberzytologie:
e amorphes Material
e in Verbanden liegende spindelférmige
bis ovale Zellen




8. Anhang 108
8.1.2. Befunde und Diagnosen Kontrollgruppe Protokoll 2
Nummer 1 2 3
Name Daisy Shane Cindy
Rasse Mischling Labrador Berner Sennenhund
Alter 10] 1117 3]
Geschlecht w M w
Anamnese e  Anorexie Hautl&sionen e Vomitus
e  Gewichtsverlust e Inappetenz S
e Polydipsie
. . e cutanes e dekompensierte
Diagnose(n) *  Magenkarzinom Lymphosarkom Niereninsuffizienz
e Fieber
e Mattigkeit
e  Multiple Haut-
.. lasionen und - e Apathie
Klinische Befunde s Foetorexore knoten e blasse Schleimhéaute
e HautzT.
groRflachig
ablosbar
Blutchemie
e Erniedrigung
Harnstoff
e Hyperbilirubindmie
e Erh6hung Lipase
Ultraschall Abdomen: -- -
e Magenwand Hamatologie: Hamatolc’)b\glgl. .
Relevante Befunde verdickt e Anamie * Anatrﬁ!g .
Labor und Endoskopie: e Leukozytose : Hzoo;?l:?ninémie
bildgebende o Osophagus ggr. e Monozytose Urinunterszghun )
Verfahren héckrig und gerotet e Neutrophilie e Isosthenurie
e kleine Kurvatur L
verbreitert * Proteinurie
e hockrige
Schleimhaut
e kein Zeltzeichen
e Duodenum héckrig
und speckig
. L . Zytologie der kutanen
Histologie Osophagus:
. g Lokalri)sat?n 1.3 Umfangsvermehrung:
. 0bB e Spindelzellen
Zytologie, . Lokalisation 4 mit Malignitéits-
Histologie, diffus infiltrierendes kriterien e Nicht durchgefiihrt
Sektion Adenokarzinom e Makrophagen
Histologie Magen: lymphatische
Blasten

e Adenoarzinom
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Nummer 4 5
Name Daisy Colin
Rasse Bernhardiner Englischer Springer-Spaniel
Alter 4] 1]
Geschlecht W M
e Vomitus e Mattigkeit
Anamnese e  Apathie o Diarrhoe — zeitweise blutig
e Anorexie e  Schluckbeschwerden
e Hecheln e Inappetenz

Diagnose(n)

e  Mechanischer lleus

e Babesiose

Relevante Befunde
Labor und bildgebende
Verfahren

e  Erhdhung Harnstoff

e Hypokalidmie

e Hyponatridmie

e Erh6hung Lipase
Rdntgen:

e  Gasdepot im Magen

e  Meteorismus
Ultraschall:

¢ Invaginationsverdacht

e  Apathie
e schlechter L
Ernahrungszustand * Mattigkeit, -
o e Exsikkose e blasse Schleimhéaute
Klinische Befunde e zyanotische Schleimhdute * HNG .
e  Tachykardie e Ulcera der Maulschleimhaut
e Petechien
e schwacher Puls
e injizierte Episkleralgefale
Hamatologie:
e Hamokonzentration
e Leukozytose
¢ Neutrophilie Himatologie:
Blutchemie: 49— .
- e  Anamie

e Monozytose
Urinuntersuchung:

e Bilirubinurie
Rdntgen:

e Lobéare Lungenzeichnung

Zytologie, Histologie,
Sektion

e Nicht durchgefiihrt

Lymphknotenzytologie:
o reaktive Hyperplasie
Blutausstrich:
e  Anisozytose
e intraerythrozytér liegende
Babesien
e aktivierte Thrombozyten
Knochenmarkzytologie:
e myeloische Hyperplasie
e vermehrt atypische Mitosen
e toxisch degenerierte
Neutrophile
e erythroide Hypoplasie
e Erythrophagie
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8.1.3. Befunde und Diagnosen Megatsophagusgruppe

Nummer 1 2 3
Name Meggie Luis Easy
Rasse DSH Rottweiler Husky
Alter 4 Mo 10J 4]
Geschlecht w M M
e Regurgitieren
Anamnese e Regurgitieren e Regurgitieren e  Gewichtsverlust

Mattigkeit

e Idiopathischer

e Idiopathischer

Idiopathischer

Diagnose(n) Megadsophagus . !\B/I;S%?;::;s:phagus Megadsophagus
o e Bei Druck auf den : E/::gé?kelt
Klinische Thorax luftgefiillte hvdratati
Befunde Aussackung am Hals e  Dehydratation . schl'('echter
palpabel Ernahrungs_zustand
e Dehydratation
Hamatologie:
Hamatologie: e Eosinophilie . .
e Leukozytose e Thrombozytose Hamatologie:
e Linksverschiebung | Blutchemie: ° ITe.ukozytose
Laborbefunde Blutchemie: e Erh6hung Kreatinin m. dri
o Keine e  Erhdhung AP ° Era%itgf%ung
Auffalligkeiten e  Hypercholesterolamie
e  Erh6hung Lipase
Rdntgen:
o  Osophagusdilatation
e interstitielle
Zeichnung der Lunge
e Herz verbreitert
e Spondylosen
e  Magenwand verdickt
Ultraschall Abdomen:
e  Magenwand teilweise
Bildgebende |Rontgen: verdickt Rontgen:
Verfahren Osophagusdilatation e Schichtung dort o Osophagusdilatation
aufgehoben
Endoskopie:
o  Osophagusdilatation
e  Geronnenes Blut im
Magen
e  Magenschleimhaut
speckig
e  Pylorus nicht
passierbar
Sektion:
e Hamosiderose der
Zytologie, Milz
Histologie, e Nicht durchgefiinhrt e Nicht durchgefiihrt e Anthrakose der
Sektion Lungen-
lymphknoten

Osophagitis




8. Anhang 111
Nummer 4 )
Name Nora Max
Rasse DSH Mischling
Alter 2] 9]
Geschlecht w MK
e Aussackung im Halsbereich
Anamnese e  Gewichtsverlust e Regurgitieren
e Regurgitieren e Husten
e Husten
Diagnose(n) : fslgﬁ Zi?éizgiretﬂrigz?:whagus o Idiopathischer Megadsophagus
e Fieber
e schlechter Erndhrungszustand
Klinische *  Exsikkose e verscharftes bronchovesikulires
Befunde ° Tachykardle Atemgerdusch
e gemischte Dyspnoe
e verschérftes bronchiales
Atemgerdusch
Hamatologie: Hamatologie:
e Leukozytose e Leukozytose
Laborbefunde e Monozytose Blutchemie :
Blutchemie: e Harnstoff erniedrigt
e Hypoalbumindmie e Lipase erhoht
Rdntgen:
o  Osophagusdilatation
e Spondylosen
o Interstitielle Lungenzeichnung
. Rontgen: e  Magenwand verdickt
Blldgfe?]ende o Osophagusdilatiation Endoskopie:
Verfahren e  Luftbronchogramme o Osophagus dilatiert und gerotet
e Reflux aus Cardia
e Magen gerotet
o Gallereflux
e Duodenum gerdtet und granuliert
Histologie:
Zytologie, | sektion: . (I\D/Isophggus - herdférmige eitrige
Histologie, e Megatsophagus . Dggjér:zm - aar
Sektion e Pneumonie gar.

lymphoplasmozellulére Infiltration der
Lamina propria
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8.2. Untersuchungen zur Differentialdiagnostik Megadsophagusgruppe

0,02

Titer: 0,01

Nummer 1 2 3
Name Meggie Luis Easy
Rasse DSH Rottweiler Husky
Alter 4 Mo 10 4]
Geschlecht W M M
e  Acetylcholin-
Rezeptor-Ak-Titer:
e  Acetylcholin- . 0,02
o e  Acetylcholin- ot .
Serologie Rezeptor-Ak-Titer: Rezeptor-Ak- : ANA-Test: negativ

BorrelioseTiter:
negativ

e  Toxoplasmose-
Titer: negativ

Endokrinologie

Nicht durchgefihrt

Nicht durchgefihrt

e ACTH-
Stimulationstest:
Cortisol basal 0,5;
Cortisol nach
Stimulation: 5,3

e TSH-
Stimulationstest:
T4 basal 1,0; T4
nach Stimulation

2,6
Rontgen mit Kontrastmittel:
e Kontrastmittel fullt
. gesamten Osophagus Ensoskopie:
B\I/Id%e?]ende Durchleuchtung: Nicht durchgefiihrt e Dilatation des
ertanren e Keinerlei Peristaltik Osophagus
des Osophagus
e Keine Engstelle
Nummer 4 5
Name Nora Max
Rasse DSH Mischling
Alter 21 9]
Geschlecht WK MK
; e  Acetylcholin- e  Acetylcholin-
Serologie Rezeptor-Ak-Titer: Rezeptor-Ak-Titer:
0,09 0,03

Endokrinologie

ACTH-Stimulationstest:
e Cortisol basal 1,6
e  Cortisol nach
Stimulation 11,1
Schilddriisenhormone:
e T4:1,3
o fT4:1,3

Nicht durchgefiihrt

Bildgebende
Verfahren

Rontgen mit Kontrastmittel:

e  kein Hinweis auf
Engstellen oder
Divertikel

Endoskopie:
e Dilatation und
Rétung des

Osophagus
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8.3. Ergebnisse der Isometrischen Kontraktionsmessungen

8.3.1. Ergebnisse der Elektrischen Feldstimulation (EFS)

8.3.1.1. Ergebnisse der EFS — Ratten

Lokalisation 1 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Spannung in Volt Ratte Nr.
5 6
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
5 0,05 0,04 0,02 0,07 0 0
Lokalisation 2 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Spannung in Volt 3 Ratte Nr.
1 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
5 0,21 0,01 0 0,01 0,04 0,01
Lokalisation 3 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Spannung in Volt Ratte Nr.
1 2 3 5
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0,06 0 0,1
Lokalisation 4 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Spannung in Volt Ratte Nr.
1 2 3
1 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0,11 0,14 0,07
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8.3.1.2. Ergebnisse der EFS — Hunde Kontrollgruppe
Lokalisation 1 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
Spannung in Volt Hund Nr.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0 0 0 0 0 0 0 |nd*|{nd. |nd.
2 0 0 0 0 0 0 0 | nd | nd | nd.
5 005| 0 |007]002| O 0 0,2 | nd. | nd. | nd.
Lokalisation 2 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
Spannung in Volt 1 > 3 2 c 5 2 3 9 10
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 02 (022 0 |021| O 0 0 0 0 0
Lokalisation 2 quer Anstieg der Kontraktionskraft in g
Spannung in Volt Hund Nr.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | O 0 0
2 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | O 0 0
5 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | O 0 0
Lokalisation 3 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
Volt
Spannung in Vo 1| 23] 456 7] 8] 9]10
1 0 0 0 0 0 0 0 | nd | nd | nd
2 0,1 0 0 0 0 0 0 | nd | nd | nd.
5 024 |1045| O 0 0 0 |015]| nd. | nd. | nd.
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Lokalisation 4 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
Spannung in Volt 1 > 3 2 : 5 2 3 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 163 0 |022| O 0 0 04 1012 005| O
Lokalisation 4 quer Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
Spannung in Volt 1 > 3 2 c 5 2 3 9 10
1 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | O 0 0
2 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | O 0 0
5 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | O 0 0
*n.d. = nicht durchgefihrt
8.3.1.3. Ergebnisse der EFS — Hunde Megatsophagus
Lokalisation 1 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
S Volt
pannung in Vo 1 > 3 A c
1 0 0 0 n.d. n.d.
2 0 0 0 n.d. n.d.
5 0 0 0 n.d. n.d.
Lokalisation 2 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
Volt
Spannung in Vo 1 5 3 2 s
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
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Lokalisation 2 quer

Anstieg der Kontraktionskraft in g

. Hund Nr.
S Volt
pannung in Vo 1 > 3 A c
1 n.d. n.d. n.d. 0 0
2 n.d. n.d. n.d. 0 0
5 n.d. n.d. n.d. 0 0
Lokalisation 3 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
S Volt
pannung in Vo 1 > 3 A c
1 0 0 0 n.d. n.d.
2 0 0 0 n.d. n.d.
5 0,64 0 0 n.d. n.d.
Lokalisation 4 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
Hund Nr.
in Volt
Spannung in Vo 1 5 3 4 5
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
Lokalisation 4 quer Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
Volt
Spannung in Vo 1 5 3 2 s
1 n.d. n.d. n.d. 0 0
2 n.d. n.d. n.d. 0 0
5 n.d. n.d. n.d. 0 0




8. Anhang

117

8.3.2. Ergebnisse der Carbacholkonzentrationsreihe

8.5.2.1. Ergebnisse der Carbacholkonzentrationsreihe — Ratten

Lokalisation 1

Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm

Ratte Nr.
Carbachol in mol/Il

1 2 3 4 5 6

108 0 0 0 0 0 0

5x10°8 0 0 0 0 0,10 0
107 0,03 0 0,04 0,17 0,36 0,08
5x1077 0,25 0,04 0,22 0,40 1,2 0,88
10 0,53 0,14 0,41 0,63 1,56 1,23
5x107° 0,93 0,32 0,55 0,86 1,78 1,78
10° 0,99 0,39 0,55 0,99 1,78 1,84

Lokalisation 2 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Ratte Nr.
Carbachol in mol/I

1 2 3 4 5 6

10 0 0 0 0 0 0
5x107® 0 0,03 0 0 0 0,01
107 0 0 0 0,1 0,05 0,02
5x1077 0,04 0,09 0,28 0,55 0,55 0,24
10°® 0,09 0,21 0,55 0,76 0,93 0,52
5x10°° 0,13 0,41 0,83 1,17 1,19 0,92
10° 0,15 0,47 0,83 1,22 1,21 1,04
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Lokalisation 3 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Ratte Nr.
Carbachol in mol/I
1 2 3 4 5 6
10 0 0 0 0 0 0
5x107® 0 0 0,03 0,05 0,07 0
107 0 0,01 0,1 0,2 0,25 0
5x107 0,12 0,17 0,35 0,72 0,83 0,15
10® 0 0,38 0,5 1,01 1,17 0,39
5x10°° 0,2 0,6 0,65 1,24 1,26 0,57
10° 0,26 0,64 0,65 1,29 1,26 0,57
Lokalisation 4 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Ratte Nr.
Carbachol in mol/I
1 2 3 4 5 6
108 0 0 0 0 0 0
5x10°8 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0,02 0,02 0
5x107" 0,05 0 0,06 0,08 0,09 0
10® 0,11 0 0,09 0,15 0,14 0
5x10°° 0,16 0 0,13 0,28 0,21 0,03
10° 0,16 0 0,13 0,28 0,21 0,03
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8.5.2.2. Ergebnisse der Carbacholkonzentrationsreihe — Hunde Kontrollgruppe
Lokalisation 1 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
Carbachol in mol/l 1 > 3 2 I—5|und N6r' Z 3 9 10
10°® o[ 0| 0] 0| 0| 0| 0 |nd*nd |nd
5x10°® 0| 0] 0| 0| 0] 0| 0 |nd*nd* nd
107 O] 0] 0| 0| 0] 0| 0 |nd*nd* nd
5x107 0 | 0 [004]008]| 0 0 0 |nd |nd |nd
10° 0 [ 0 |006/02| 0 | 0 | 0 |nd |nd |nd.
5x10°® 0| 0 |012]|046| O | O | O |nd |nd |nd.
10° 0O | 0 |024|068| O | O | O |nd |nd |nd.
Lokalisation 2 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
Carbachol in mol/l 1 > 3 2 I—5|und N6r' Z 3 9 10
10°® o/ 0|0 |O0|0]|] 0| 0| O0O]|O0O|O
5x10°® o/ o0o|O0|O0|O0]|] 0| 0| O]|O0O]|O
107 003| O 0 0 0 0 0 0 |0,06 | 0,04
5x107 005| 02 |012]015| O 0 0 |04 |033|0,12
10°® 01/038]021/03| 0 |015|045| 0,4 |0,78| 0,26
5x10° 0,16 | 0,75 0,52 | 0,35 | 0,12 | 0,25 | 0,95 | 0,44 | 1,6 | 0,31
10° 0,24 1083|091|085|0,31|045|145|0,51|237|043




8. Anhang 120
Lokalisation 2 quer Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
Carbachol in mol/l 1 5 3 2 5 5 . 3 9 10
108 nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | 0 0 0
5x10°8 nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | 0 0 0
107 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | 0 0 0
5x107 nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | 0 0 0
10® nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | 0 0 0
5x10°° nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | 0 0 0
10° nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | 0 0 0
Lokalisation 3 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
Carbachol in mol/I Hund Nr.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
108 014 | 0 0 0 0 0 0 | nd | nd. | nd.
5x10® 024 | 0 0 0 0 0 0 |nd | nd | nd.
107 039| 0 0 0 0 0 0 |nd | nd | nd.
5x107 052 (032| 0 0 0 [03] 0 |nd |nd|nd.
10° 064 (071 0 [004]| O |065|075]|nd. | nd. | nd.
5x10°° 0,82 | 1,11 0 012 (0,211,215 (2,15 | nd. | nd. | nd.
10° 082|137 0 |025|017| 1,4 | 355 | nd. | nd. | nd.
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Lokalisation 4 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
Carbachol in mol/Il Hund Nr.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5x10® 043|008 | O 0 0 0 0 0 0 0
107 043|008 | 0 0 0 0 0 0 0 0
5x1077 09 (022] O 0 0 0,3 0 |016| 0,1 0
10 09 (039 0 |008(013| 05| 01 |06 0,3 0
5x10°° 28 (039 019| 03 (053|075| 03 |0,16 (0,62 | O
10° 28 (046019055108 1 06 (028|076 O
Lokalisation 4 quer Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
Carbachol in mol/l tnd ANr
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 0 0 0
5x10® nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. |0,12| 0 0
107 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 024 | 0,1 | 0,15
5x107" nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 1,34 | 0,46 | 0,31
10°® nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 1,64 | 0,54 | 0,68
5x10°° nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. |1,84| 1 |0,88
10° nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ 184 | 1,3 | 1,04
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8.3.2.3. Ergebnisse der Carbacholkonzentrationsreihe — Hunde Megadsophagus

Lokalisation 1 langs

Anstieg der Kontraktionskraft in g

Carbachol in mol/I Hund Nr.
1 2 3 4 5
10 0 0 0 n.d.* n.d.
5x10°8 0 0 0 n.d. n.d.
107 0 0 0 n.d. n.d.
5x107 0 0 0 n.d. n.d.
10°® 0 0 0 n.d. n.d.
5x107° 0 0 0 n.d. n.d.
10° 0 0 0 n.d. n.d.
Lokalisation 2 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
Carbachol in mol/I Hund Nr.
1 2 3 4 5
10 0 0 0 0 0
5x10°8 0 0 0 0 0
107 0,16 0 0 0 0
5x107 0,28 0 0 0 0,08
10® 1,18 0,04 0 0 0,15
5x10°° 1.3 0,08 0,18 0,16 0,27
10° 1,46 0,08 0,32 0,32 0,27
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Lokalisation 2 quer

Anstieg der Kontraktionskraft in g

. Hund Nr.
Carbachol I
arbachol in mol/ 1 5 3 2 s
108 n.d. n.d. n.d. 0 0
5x10°8 n.d. n.d. n.d. 0 0
107 n.d. n.d. n.d. 0 0
5x107 n.d. n.d. n.d. 0 0
10® n.d. n.d. n.d. 0 0
5x10°° n.d. n.d. n.d. 0 0
10° n.d. n.d. n.d. 0 0
Lokalisation 3 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
Carbachol in mol/l Hund Nr.
1 2 3 4 5
10°® 0 0 0 n.d.* n.d.
5x10® 0 0 0 n.d. n.d.
107 0 0,05 0 n.d. n.d.
5x107" 0,24 0,25 0 n.d. n.d.
10°® 0,44 0,35 0 n.d. n.d.
5x10°° 1,31 0,59 0,13 n.d. n.d.
10° 1,76 0,59 0,16 n.d. n.d.
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Lokalisation 4 langs Anstieg der Kontraktionskraft in g
. Hund Nr.
Carbachol I
arbachol in mol/ 1 5 3 2 s
108 0 0 0 0 0
5x10® 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0,05 0
5x107 0,24 0 0,15 0,3 0
10° 0,7 0 0,25 0,43 0,03
5x10°® 1,26 0 0,35 0,66 0,12
10° 1,66 0 0,35 1,11 0,15
Lokalisation 4 quer Anstieg der Kontraktionskraft in g
Carbachol in mol/l Hund Nr.
1 2 3 4 5
10 n.d. n.d. n.d. 0 0
5x107® n.d. n.d. n.d. 0 0
107 n.d. n.d. n.d. 0 0
5x107" n.d. n.d. n.d. 0,09 0,03
10°® n.d. n.d. n.d. 0,21 0,05
5x10°° n.d. n.d. n.d. 0,37 0,12
10° n.d. n.d. n.d. 0,6 0,15
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8.3.3. Ergebnisse der Stickoxidkonzentrationsreihe

8.5.3.1. Ergebnisse der Stickoxidkonzentrationsreihe - Ratten

Lokalisation 1

Verringerung der Kontraktionskraft in Gramm

Nitroprussid in mol/l Ratte r.
1 2 3 4 5 6
10° 0 0 0 0 0 0.1
10° 0,1 0,09 0,18 0,13 0,3 0,4
10* 0,26 0,12 0,23 0,23 0,42 0,64
107 0,26 0,16 0,23 0,23 0,42 0,64
Lokalisation 2 Verringerung der Kontraktionskraft in Gramm
Nitroprussid in mol/l Ratte Nr.
1 2 3 4 6
10° 0 0 0 0 0
10° 0,02 0,1 0,16 0,09 0,1 0,17
10* 0,04 0,13 0,23 0,29 0,22 0,34
107 0,04 0,16 0,23 0,29 0,22 0,34
Lokalisation 3 Verringerung der Kontraktionskraft in Gramm
Nitroprussid in mol/l Ratte Nr.
1 2 4 5 6
10° 0 0 0,05 0 0,07
10° 0 0,08 0,1 0,39 0,26 0,12
10* 0,15 0,27 0,22 0,62 0,38 0,17
107 0,15 0,31 0,22 0,64 0,38 0,17
Lokalisation 4 Verringerung der Kontraktionskraft in Gramm
Nitroprussid in mol/l Ratte Nr.
1 2 3 4 5 6
10° 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0,05 0 0,03 0
10 0 0 0,08 0,07 0,03 0
107 0,03 0 0,08 0,07 0,03 0
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8.5.3.2. Ergebnisse der Stickoxidkonzentrationsreihe — Hunde Kontrollgruppe
Lokalisation 1 langs Verringerung der Kontraktionskraft in g
Nitroprussid in mol/l Hund Nr.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10° o0 | 0] 0| 0| 0| 0 |nd |[nd |nd
10° 0| 0 0| 0| O 0 0 |nd. |nd. |nd.
10" 0o/ 0] 0| 0| 0] 0] 0 |nd |nd |nd
10° o0 |0] 0| 0| 0| 0 |nd]|nd|nd

Lokalisation 2 l&ngs Verringerung der Kontraktionskraft in g
Nitroprussid in mol/l Hund Nr.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10° 0 0 0 0 0 0 0 |006(012| O
10° 0 0 0 0 |018] O 0 |006]057| O
10™ 0 |013] O 0 |031] O 0 |0,21 0,99 | 0,07
107 005|039| 0 0 |[042] O 0 |045]|166 0,15

Lokalisation 2 quer Verringerung der Kontraktionskraft in g
Nitroprussid in mol/l Hund Nr.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10° nd. | nd. | nd. | nd. | nd | nd | nd | O 0 0
10° nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [002]| 0 0
10* nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [008]| 0 0
10° nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. |0,12| 0 0

Lokalisation 3 langs Verringerung der Kontraktionskraft in g
. - Hund Nr.
Nitroprussid in mol/l une AT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10° 0o/ 0] 0| 0| 0] 0| 0 |nd|nd|nd
10° 01| 0| 0| 0| 0 |005| 0 |nd |nd |nd
10 03 /05| 0 | 0| 0 |01]| 0 |nd |nd |nd.
10° 08 |095| 0 | 0 | O |035| 04 |nd. |nd. |nd
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Lokalisation 4 langs Verringerung der Kontraktionskraft in g
. . Hund Nr.
Nitroprussid in mol/l une At
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10°® 0 0 0 0 0 0 |005| O 0 0
10° 009|007| O 0 (05| O 0,1 0 [|008| O
10* 03 (024 007| 0 (031|011 |015|0,07(0,12| O
10° 09 (034025 0 (049| 03 |045/022(0,23| O
Lokalisation 4 quer Verringerung der Kontraktionskraft in g
. L Hund Nr.
Nitroprussid in mol/l une A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10® nd. | nd. | nd. | nd. | nd | nd. |nd|02] 0 0
10° nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. |0,72| 04 | 0,3
10* nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 1,21 | 0,76 | 0,81
103 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 157 |0,88 | 1,14

8.3.3.3. Ergebnisse der Stickoxidkonzentrationsreihe — Hunde Megatsophagus

Lokalisation 1 langs

Verringerung der Kontraktionskraft in g

Nitroprussid in mol/l n 5 Hung Nr. ; 5
107 0 0 0 n.d.* n.d.
10° 0 0 0 n.d. n.d.
10°* 0 0 0 n.d. n.d.
10° 0 0 0,13 n.d. n.d.
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Lokalisation 2 langs Verringerung der Kontraktionskraft in g
. . Hund Nr.
Nit d ]
itroprussid in mol/ 1 > 3 2 c
10° 0 0 0 0 0
10° 0,12 0,05 0,06 0 0
10* 0,22 0,12 0,1 0,25 0,2
10° 0,4 0,15 0,34 0,46 0,24
Lokalisation 2 quer Verringerung der Kontraktionskraft in g
Nitroprussid in mol/l Hund Nr.
1 2 3 4 5
10 n.d. n.d. n.d. 0 0
10° n.d. n.d. n.d. 0 0
10* n.d. n.d. n.d. 0 0
10° n.d. n.d. n.d. 0 0
Lokalisation 3 l&ngs Verringerung der Kontraktionskraft in g
Nitroprussid in mol/l Hund Nr.
1 2 3 4 5
10°® 0,07 0 0 n.d. n.d.
10° 0,15 0 0,02 n.d. n.d.
10* 0,4 0,1 0,09 n.d. n.d.
10° 0,74 0,2 0,18 n.d. n.d.
Lokalisation 4 langs Verringerung der Kontraktionskraft in g
Nitroprussid in mol/l Hund Nr.
1 2 3 4 5
10°® 0 0 0 0 0
10° 0,31 0 0 0,34 0,03
10* 0,62 0 0,2 0,52 0,12
10° 0,93 0 0,69 1,02 0,17
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Lokalisation 4 quer Verringerung der Kontraktionskraft in g
. . Hund Nr.
Nit d ]
itroprussid in mol/ 1 > 3 2 c
10° n.d. n.d. n.d. 0,08 0
10° n.d. n.d. n.d. 0,2 0
10* n.d. n.d. n.d. 0,29 0,07
10° n.d. n.d. n.d. 0,38 0,14
8.3.4. Ergebnisse  der N(G)-Nitro-L-Argininkonzentrationsreine ~ (L-NNA-
Konzentrationsreihe)
8.3.4.1. Ergebnisse der L-NNA-Konzentrationsreihe - Ratten
Lokalisation 1 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
L-NNA in mol/l Ratte Nr.
1 2 3 4 5 6
10° 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0
10* 0 0 0 0 0 0
Lokalisation 2 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
L-NNA in mol/l Ratte Nr.
1 2 3 4 5 6
10°® 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0
10* 0 0 0 0 0 0
Lokalisation 3 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
L-NNA in mol/l Ratte Nr.
1 2 3 4 5 6
10° 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0
10* 0 0 0 0 0 0




8. Anhang

130

Lokalisation 4

Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm

L-NNA in mol/I Ratte Nr.
8.3.4.2. Ergebnisse der L-NNA-Konzentrationsreihe - Hunde

Lokalisation 1 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm

L-NNA in mol/l Hund Nr.
10” 0 0 0 0 0
10” 0 0 0 0 0
10” 0 0 0 0 0

Lokalisation 2 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm

L-NNA in mol/l Hund Nr.
10°® 0 0 0 0 0
10” 0 0 0 0 0
10" 0 0 0 0 0

Lokalisation 3 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm

L-NNA in mol/l Hund Nr.
10 0 0 0 0 0,15
10° 0 0 0 0 0,15
10* 0 0 0 0 0,15
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Lokalisation 4 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
L-NNA in mol/! Hund Nr.
1 2 3 4 5
10° 0 0 0 0,05 0
10° 0 0 0 0,05 0
10 0 0 0 0,05 0
8.3.5. Reaktionen auf Stickoxid (NO) nach Vorbehandlung mit Tetrodotoxin
8.3.5.1. Reaktionen auf NO nach Tetrodotoxin — Ratte
Lokalisation 1 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Ratte Nr.
TTX:10°M
NNP: 10° M
0 0
Lokalisation 2 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Ratte Nr.
TTX:10°M
NNP: 10° M
0
Lokalisation 3 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
6 Ratte Nr.
TTX:10° M
NNP: 10° M
0
Lokalisation 4 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Ratte Nr.
TTX:10°M 5 5
NNP: 10° M
0 0 0 0 0,02 0,05
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8.3.5.2. Reaktionen auf NO nach Tetrodotoxin — Hunde

Lokalisation 1

Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm

Hund Nr.
TTX:10° M
NNP: 10° M
0
Lokalisation 2 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
Hund Nr.
TTX:10° M
NNP: 10° M
0 0
Lokalisation 3 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
. Hund Nr.
TTX:10° M 5 6
3
NNP: 10° M
0 0 0,19 0,2
Lokalisation 4 Anstieg der Kontraktionskraft in Gramm
5 Hund Nr.
TTX: 10_3 M 1 2 3 2 5 6
NNP: 10° M
0,05 0,04 0,01 0,06 0,65 0,05
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