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I. EINLEITUNG

Der Liquor cerebrospinalis ist eine klare, zell- und metabolitenarme FlUssigkeit.
Pathologische Veranderungen im Zentralnervensystem ziehen jedoch sehr haufig
Anderungen in der Zusammensetzung des Liquors, vor allem in Zell- und
Proteingehalt, nach sich. Deshalb kommt der Analyse des Liquors fur die klinische
Neurologie grofdte Bedeutung zu. Schon die konventionelle Liquordiagnostik,
bestehend aus Zellzahlung, Zelldifferenzierung und quantitativer
Gesamtproteinbestimmung, hilft in vielen Fallen bei der Differenzialdiagnose. Eine
Proteinerhéhung ist aber relativ unspezifisch. Ihr kann einerseits eine Blut-Hirn-
Schrankenstérung und daraus resultierende Albuminerhéhung zugrunde liegen, wie
sie haufig bei primaren Hirntumoren gesehen wird. Sie kann aber auch durch eine
intrathekale 1gG-Produktion bedingt sein, die vor allem in Verbindung mit
Entzindungen im Zentralnervensystem auftritt. Auch Kombinationen aus beiden

Befunden sind maglich.

Die Multiple-Sklerose(MS)-Forschung war und ist der entscheidende Schrittmacher
fur die differenzierte Proteinbestimmung im Liquor beim Menschen. In der MS-
Diagnostik gehdéren die Messung des Albumin- und IgG-Gehalts in Liquor und
Serum, aber auch der qualitative Nachweis oligoklonaler Immunglobulinbanden im
Liquor neben der konventionellen Liquordiagnostik langst zum Standard. Der
Albuminquotient - definiert als Quotient aus Liquoralbumingehalt und
Serumalbumingehalt - ist dabei Methode der Wahl, um die Blut-Hirn-Schranke zu
beurteilen. FUr den quantitativen Nachweis intrathekal gebildeten IgGs stehen
zahlreiche meist auf der Basis empirischer Daten entwickelte mathematische Modelle

quasi gleichwertig zur Verfligung.

Der Nachweis einer intrathekalen 1gG-Produktion und die Beurteilung der Blut-Hirn-
Schranke halten nach und nach auch Einzug in die Liquordiagnostik in der
Tiermedizin. Dort wird als mathematisches Modell zum quantitativen Nachweis
intrathekal gebildeten IgGs nur der IgG-Index nach Link und Tibbling (Tibbling et al.,
1977) verwendet, als Mall der Blut-Hirn-Schrankenfunktion entweder der

Albuminquotient oder auch nur der absolute Albumingehalt des Liquors.



Die Routine-Liquordiagnostik beim Hund beschrankt sich zumeist noch auf die
konventionelle  Liquordiagnostik -  Zellzahlung,  Zelldifferenzierung  und
semiquantitative oder zum Teil quantitative Gesamtproteinbestimmung. Es gibt aber
Arbeiten, die die intrathekale IgG-Produktion und die Blut-Hirn-Schranke bei
verschiedenen oder bestimmten neurologischen Erkrankungen beschreiben und
Referenzwerte vorstellen. Dabei wurde als Maly der Blut-Hirn-Schrankenfunktion
meist der absolute Albumingehalt des Liquors verwendet, der in der Humanmedizin
gegenuber dem Albuminquotienten als weniger sensitiv gilt. Eine gemeinsame
Beurteilung des IgG-Index und des Albuminquotienten wurde bisher nicht
durchgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit soll der diagnostische Nutzen des IgG-Index und
Albuminquotienten beim neurologisch erkrankten Hund beurteilt und der Frage
nachgegangen werden, ob die Bestimmung dieser beiden Parameter eine sinnvolle

Erweiterung der konventionellen Liquordiagnostik darstellt.



Il. LITERATUR

1 LIQUOR CEREBROSPINALIS

1.1 Physiologie des Liquors

1.1.1 Produktion des Liquors

Der Liquor cerebrospinalis wird groftenteils vom isoprismatischen Ependym der
Plexus choroidei gebildet. Diese Plexus befinden sich in allen vier Ventrikeln.
Daneben gelten als weitere Produktionsstatten das Ependym der Ventrikel, die
Blutgefalie der Pia-Arachnoidea und die Pia-Glia-Membran. Bis zu 70% des Liquors
wird von den Plexusepithelien und etwa 30% aulRerhalb der Ventrikel produziert
(Simpson und Fitch, 1988).

Liquor wird Uber Ultrafiltration aus dem Blut und durch aktive Transportmechanismen
im Plexusepithel und in den endothelialen Zellen der zerebralen Kapillaren gebildet.
Der Plexus choroideus ist ein blumenkohlartiges Gebilde aus Kapillarschlingen,
bedeckt von einem einschichtigen isoprismatischen Ependym, das in die Ventrikel
hinein ragt. Die Sekretion von Flussigkeit durch den Plexus choroideus wird von
einem aktiven Transport von Natriumionen durch die epithelialen Zellen gestutzt
(Guyton, 1991). Zwischen Blut und ventrikularem Liquor befinden sich am Plexus
choroideus zwei Zelllagen. Das vaskulare Endothel ist von den ependymalen Zellen
durch eine dunne Membran und gelegentlich durch meningeale Zellen getrennt. Bei
den ependymalen Plexuszellen handelt es sich um hohe kolumnare Zellen, die Uber
Light junctions® miteinander verbunden sind. Sie bilden eine semipermeable
Membran, die aktiv und selektiv Stoffe transportiert (DeLahunta, 1983 a; Simpson
und Fitch, 1988).

Die Produktionsrate des Liquors variiert in Abhangigkeit von Spezies und
Bestimmungsmethode betrachtlich. So schwanken die Angaben beim Menschen
zwischen 0,34 ml/min (Guyton, 1991) und 0,5 ml/min (DeLahunta, 1983 a), beim



Hund zwischen 0,04 + 0,005 ml/min (Mayhew und Beal, 1980) und 0,05 ml/min
(Braund, 1994) und bei der Katze zwischen 0,017 ml/min (DeLahunta, 1983 a) und
0,02 ml/min (Braund, 1994). Beim Menschen ist zudem bekannt, dass die
Liquorproduktion pranatal (Mollgard und Saunders, 1986) nahe des Geburtstermins
beginnt und bis zum vierten Lebensmonat ihren Hohepunkt erreicht hat (Reiber,
1998).

1.1.2 Zirkulation des Liquors

Der Liquor cerebrospinalis fliet von den Seitenventrikeln zum Ill. Ventrikel und von
da Uber den Aquaeductus mesencephali in den IV. Ventrikel. Den IV. Ventrikel
verladt er Uber die beiden Aperturae laterales ventriculi IV, beim Menschen Uber eine
zusétzliche Apertura mediana ventriculi IV. Diese mediane Offnung gibt es beim
Hund und bei der Katze nicht, vermutlich auch bei keinem anderen Haussaugetier. Er
gelangt so in die Cisterna magna, ein grol3er flissigkeitsgefullter Raum hinter der
Medulla und neben dem Cerebellum. Die Cisterna magna ist Teil des
Subarachnoidalraums (Cavum leptomeningicum). Im Cavum leptomeningicum
verteilt sich der Liquor als dufRerer Flussigkeitsmantel Uber die gesamte Oberflache

des zentralen Nervensystems (Bohme, 1991).

Der Fluss des Liquors wird durch die Pulsation des Blutes in den Plexus choroidei
und durch den Zilienbesatz des Ependyms erreicht. Dadurch kann beim Menschen
trotz aufrechter Haltung der Liquorfluss sowohl in cranialer als auch in caudaler

Richtung bewerkstelligt werden (DelLahunta, 1983 a).

Bei Stillstand oder sehr starker Behinderung der Liquorzirkulation kommt es nach
einer gewissen Zeit zu serumahnlichen Liquorproteinwerten. Dies wird als Sperrliquor

oder Liquorstop bezeichnet (Felgenhauer und Thomas, 1998).
1.1.3 Absorption des Liquors
Der zentrale Ort der Absorption von Liquor aus dem Cavum leptomeningicum ins Blut

sind die arachnoidalen Zotten (Villi arachnoideales). Diese befinden sich in den Sinus

venosi und in den zerebralen Venen. Ansammlungen dieser Zotten bezeichnet man



als ,arachnoidale Granulationen® (Granula meningica). Die arachnoidalen Zotten sind
eine Verlangerung der Arachnoidea und des Subarachnoidalraums und ragen
fingerahnlich in die Sinus hinein. Die endothelialen Zellen, die die Zotten bedecken,
besitzen Offnungen, die einen relativ freien Fluss von Liquor und Proteinmolekiilen
ins venose Blut erlauben (Guyton, 1991). Durch die hydrostatische Druckdifferenz
zwischen Liquor und Sinus venosus wird der Liquor gegen die arachnoidalen Zotten
bewegt. Die Zotten fungieren als ,Ein-Klappen-System®, das sich 6ffnet, sobald der
Druck im Liquor grofder wird als der vendse Druck. Ist der vendse Druck groRer,
schlief3en diese Klappen. Liquorfluss findet somit nur in einer Richtung statt und zwar
vom Liquorraum in Richtung Blutgefal3system (DeLahunta, 1983 a).

Absorption von Liquor findet auch an den Venen und Lymphbahnen in der Nahe von
Spinalnerven statt. Die Produktion des Liquors erfolgt unabhangig vom
intracraniellen Druck. Die Absorption ist der bestimmende homdoostatische
Mechanismus zur Regulation des intracraniellen Drucks (DeLahunta, 1983 a). Beim
Menschen beginnt die Absorption des Liquors bei einem Druck von 7 cm H,O und
steigt linear bei einer Rate von 7,6 pl/min bis zu einem Druck von 25 cm H,O, wobei
die Absorptionsrate dann 90 ml/h betragen wuirde. Ein Gleichgewicht zwischen
Bildung und Absorption stellt sich bei 11 cm H,O ein (McConell und Bianchine,
1994 a).

1.2  Funktion des Liquors

McConnell und Bianchine (1994 a) beschreiben als die vier wesentlichen Funktionen
des Liquors:

1. Mechanischer Schutz

2. Intrazerebrale Transportfunktion
3. Aufbau eines inneren Milieus

4. Lymphatisches System



Zu 1.

Der Liquor stellt ein unverzichtbares Flussigkeitskissen mit Pufferfunktion flr das
druck- und stolkempfindliche Gehirn dar. So reduziert er beispielsweise das
tatsachliche Gewicht eines Gehirns von 1500 g auf ein Effektivgewicht von 50 g, mit
dem es den Schadelknochen aufliegt (Fishman, 1992 a; McConnell und Bianchine,
1994 a; Trepel, 1995). Die Arachnoidea wird durch die Oberflachenspannung einer
dinnen Liquorschicht an der Dura gehalten. Ohne den Schutz durch Liquor und
Meningen wirde das Gehirn schon bei kleinen Traumata erheblichen Schaden
nehmen. Die Bedeutung des Liquors verdeutlicht in diesem Zusammenhang das
Auftreten starker Schmerzen beim Verlust an Liquorvolumen (Ganong, 1993).

Zu 2.

Als Transportmedium fur Metabolite, Hormone (hypothalamische Peptide) und
Neurotransmitter (DeLahunta, 1983 a) sorgt der Liquor fur die Versorgung des
Extrazellularraums des Gehirns durch Homoostase und intrazerebrale
Transportvorgange. Dem Liquor kommt dabei eine entscheidende Rolle bei der
Regulation von Schmerz, Schlaf und vielfaltigen Verhaltensweisen zu. Als nutritives
Transportmedium hat der Liquor eine geringere Bedeutung (McConnell und
Bianchine, 1994 a).

Zu 3.

Der Liquor hat eine wichtige Funktion im Aufbau und in der Aufrechterhaltung eines
chemischen Milieus im zentralen Nervensystem. Zwischen Liquor und
Extrazellularflissigkeit des Gehirns und Rlckenmarks befindet sich lediglich eine
diinne Lage ependymal-glialer und pia-glialer Zellen. Uber den Virchow-Robinschen
perivaskularen Raum steht er in direktem Kontakt mit dem Extrazellularraum und
erlaubt so eine freie Diffusion einiger geldster Stoffe. Die Hirn-Liquor-Schranke
garantiert die unterschiedliche chemische Zusammensetzung des Extrazellular- und
Liquorraums. Sie schitzt das Gehirn vor groRen Schwankungen in der chemischen
Zusammensetzung des Plasmas und vor toxischen Molekulen. So ist der Liquor
gegenuber Schwankungen der Natrium-, Magnesium- und Calciumkonzentration im
Blut aul3erordentlich resistent. Jedoch bewirken Veranderungen der Konzentrationen
dieser lonen im Liquor sehr wohl Veranderungen des Blutdrucks und der

Herzfrequenz. Desweiteren haben selbst geringe Schwankungen der



lonenkonzentrationen im Liquor erhebliche Auswirkungen auf den zerebralen
Blutfluss und den Metabolismus des zentralen Nervensystems (McConnell und
Bianchine, 1994 a).

Zu 4.

Im Gehirn fehlen typische lymphatische Einrichtungen zur Beseitigung metabolischer
Substanzen. Man nimmt an, dass metabolische Endprodukte und Toxine beim
Menschen in den Liquor transportiert und Uber die arachnoidalen Zotten in den
duralen Sinus beseitigt werden (Fishman, 1992 a; McConnell und Bianchine, 1994
a). Der Liquor ubernimmt somit die Rolle eines lymphatisch funktionierenden
Systems. Bei vielen Saugetierarten werden Substanzen durch den
Subarachnoidalraum uber die cribriformen Platten in die nasale Mukosa transportiert.
Ob es diesen Mechanismus auch beim Menschen gibt ist noch nicht gesichert
(Rosenberg, 1990).

1.3 Zusammensetzung des Liquors

Der physiologische Liquor cerebrospinalis ist eine klare, farblose, protein- und
zellarme Flussigkeit. Er besteht zu 99% aus Wasser. Verglichen mit Plasmaultrafiltrat
beinhaltet Liquor weniger Protein, welches zum groften Teil aus Albumin besteht. Es
wird von 30% bis 70% Albuminanteil am Gesamtliquorprotein beim Hund berichtet
(Krakowka et al., 1981). Sorjonen (1987) stellte in einer Studie an zehn gesunden
Hunden einen Anteil von 31% bis 44% fest. Nach McConnell und Bianchine (1994 b)
besteht Liquorprotein beim Menschen zu 56 — 76% aus Albumin, daneben finden
sich in grolReren Mengen noch Praalbumin (2 — 7%), a-1-Globulin (2 — 7%), a-2-
Globulin (3,5 — 12%), B-Globulin (8 — 18%) und y-Globulin (5 — 12%). Auch der Anteil
an Glucose, Kalium und Calcium ist im Liquor geringer als im Plasma, wahrend es
sich bei Chlorid, Natrium und vor allem Magnesium genau anders herum verhalt
(DeLahunta, 1983 a; Guyton, 1991). Der physiologische Zellgehalt wird beim
Menschen mit 0 — 5 Leukozyten/pl angegeben (McConnell, 1994), ebenso beim
Hund und bei der Katze (DelLahunta, 1983 b; Oliver et al., 1997; Kraft und Durr,

1995). Dabei handelt es sich ausschlieRlich um mononukleare Zellen (Vandevelde



und Spano, 1977; Christopher et al., 1988; Jamison und Lumsden, 1988; Chrisman,
1992).

Beim Menschen bestehen lokale Konzentrationsgradienten fur Liquorproteine, mit
niedrigen Werten in den Ventrikeln, mittleren Werten in der Cisterna magna und den
hochsten Werten im Lumbalsack (Weisner und Bernhardt, 1978). Auch bestehen
Unterschiede im Proteingehalt des Liquors in Abhangigkeit von der gewonnenen
Probenmenge insofern, als mit zunehmender Menge die Proteinkonzentration sinkt
(Blennow et al., 1993 a). Diese Autoren betonen, dass es demnach wichtig ist,
sowohl die Punktionsstelle als auch die zu untersuchenden Volumina zu
standardisieren. Eine signifikant hohere Proteinkonzentration im Lumballiquor wird
auch bei Hund (Bailey und Higgins, 1985; Chrisman, 1992), Katze (Hochwald et al.,
1969; Chrisman, 1992), Rind (Grottker et al., 1982) und Rhesusaffe (Smith und
Lackner, 1993) beschrieben, im Gegensatz zum Pferd (Mayhew et al., 1977). Bailey
und Higgins (1985) berichten beim Hund auch von einem signifikant niedrigeren
Zellgehalt des Lumballiquors gegeniber dem zisternalen. Bei einem
Liquorprobenvolumen von zweimal zwei Millilitern besteht beim Hund kein
Unterschied in der Proteinkonzentration zwischen den ersten und den unmittelbar

danach genommenen zweiten zwei Millilitern (Bailey und Higgins, 1985).

2 BLUT-HIRN-SCHRANKE

Die Passage von Molekilen und Zellen aus dem arteriellen Blut in das
Hirnparenchym und in den Liquorraum ist eingeschrankt. Verantwortlich hierfur sind
die Blut-Hirn-Schranke und die Blut-Liquor-Schranke. Der Begriff Blut-Hirn-Schranke
wird benutzt, um beide Schranken zu beschreiben, da diese sehr ahnlich sind
(DelLahunta, 1983 a).

Das Konzept der Blut-Hirn-Schranke umfasst die Betrachtung mehrerer Faktoren, die
den bidirektionalen Austausch zwischen Blut, Gehirn und Liquor kontrollieren. Der
Begriff ,Schranke” ist zu vermeiden, wenn nicht klar ist, auf welches Molekll sich die

Schrankenfunktion bezieht, da zum Beispiel dem Austausch von Proteinen ein



anderer Mechanismus zugrunde liegt, als dies bei lonen oder organischen
Substanzen der Fall ist (Fishman, 1992 a).

Die Blut-Hirn-Schranke wird von nicht fenestrierten Endothelzellen, die durch
sogenannte ,tight junctions® oder auch ,zonula occludens® untereinander verbunden
sind, gebildet. Sie ist selektiv permeabel. Der Transport von Substanzen durch diese
Schranke kann passiv und aktiv erfolgen. Die Diffusion von Molekulen durch die Blut-
Hirn-Schranke ist abhangig von ihrer elektrischer Ladung, ihrer Lipophilie und ihrem
Molekulargewicht (Cornford und Hyman, 1999). Verallgemeinert lasst sich sagen,
dass ein nicht ionisiertes, lipophiles Molekul geringen Molekulargewichts durch die
Blut-Hirn-Schranke hindurchdiffundieren kann (Scheld, 1989).

Innerhalb der zerebralen Endothelzellen gibt es zahlreiche Transportsysteme, so
zum Beispiel fur Glukose, Aminosauren, Purine, Nukleoside, Thiamin, Cholin und
auch fur Zytokine (Dick und Harik, 1986; Pardridge, 1986; Drewes und Singh, 1988;
Spector, 1990; Dermietzel und Krause, 1991; Farrell und Pardridge, 1991; McLay et
al., 1997; Pan et al.,, 1997 a und b). Daneben konnten spezifische Rezeptoren fur
Glukose, Serotonin und Transferrin nachgewiesen werden (Barker und Billingham,
1977). Ein weiterer wichtiger Mechanismus der Blut-Hirn-Schranke ist der aktive
Transport von Substanzen aus dem ZNS hinaus. Bekannt ist in diesem
Zusammenhang das P-Glykoprotein, eine ATP-abhangige Pumpe auf dem Endothel
der Blut-Hirn-Schranke, das fur die Beseitigung bestimmter Substanzen aus dem
ZNS ins Blutkreislaufsystem verantwortlich ist (Thiebaut et al., 1987; Cordon-Cardo
et al., 1989). Genannt werden lvermectin, Vinblastin, Cyclosporin A und Digoxin
(Schinkel, 1999).

Die Blut-Hirn-Schranke des Neugeborenen ist wesentlich durchlassiger als die des
Erwachsenen (Statz und Felgenhauer, 1983; Reiber, 1995 b). In der Humanmedizin
wird empfohlen, bei der Beurteilung der Blut-Hirn-Schranke das Lebensalter zu

berucksichtigen.
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3 LIQUORDIAGNOSTIK

Keller (1991) unterteilt die Liquordiagnostik in drei Komponenten:

3.1 Morphologische Untersuchungen

Dazu zahlt die optische Beurteilung des Liquors nach Farbe und Klarheit sowie die

Zellzahlung und Zelldifferenzierung.

Normaler Liquor ist wasserklar und nicht verfarbt. Rétliche Verfarbungen kdnnen auf
eine iatrogen bedingte Blutung hinweisen oder sind Zeichen von Blutungen oder
Entzindungen innerhalb des ZNS. Xanthochromie kann bei alten Blutungen,
schwerem lkterus oder Blutabbauprozessen auftreten.

Die Zellzahlung erfolgt mit der Zahlkammer nach Fuchs-Rosenthal innerhalb von 30
Minuten nach Liquorentnahme. Da die Zahlkammer ein Volumen von 3,2 ul hat, wird
die Zellzahl um den Faktor 1/3 auf 1 pl korrigiert (Felgenhauer und Thomas, 1998).
Der normale Zellgehalt liegt beim Menschen bei 0 — 5 Leukozyten/pl (McConnell,
1994), ebenso beim Hund und bei der Katze (DelLahunta, 1983 b; Oliver et al., 1997;
Kraft und Darr, 1995). Die Zellzahl ist erhoht bei destruktiven Prozessen und sehr
stark erhoht bei entzindlichen, vor allem bakteriellen Erkrankungen des zentralen

Nervensystems (Vandevelde und Fankhauser, 1987).

Die Zelldifferenzierung wird nach vorausgehender Zellkonzentrierung durchgefihrt.
Die Zentrifugation in der Zytozentrifuge ist hierfur die geeignetste Methode, da die
Morphologie der Zellen am besten erhalten bleibt (Christopher et al., 1988). Im
normalen Liquor befinden sich nur mononukleare Zellen (Vandevelde und Spano,
1977; Christopher et al., 1988; Jamison und Lumsden, 1988; Chrisman, 1992) und
keine Erythrozyten. Eine Uberwiegend neutrophile Pleozytose ist ein Hinweis auf eine
bakterielle Infektion oder eine akute Malazie. Uberwiegend mononukledre Pleozytose
tritt auf bei viralen Infektionen und destruktiven Prozessen, eine lympho-
plasmazytare Pleozytose bei chronisch bakteriellen Infektionen und eine Eosinophilie

bei parasitaren oder protozoaren Infektionen (Vandevelde und Fankhauser, 1987).
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Eventuell vorhandene Erythrozyten bedeuten entweder eine Blutkontamination oder
eine frische Blutung im zentralen Nervensystem. Fur Liquorproben, die
blutkontaminiert sind, schlagen Bailey und Higgins (1985) eine Korrektur flr Zellzahl
und Proteingehalt im Liquor vor. Bei blutkontaminierten Liquorproben, die > 500
Erythrozyten/pl enthalten, erhoht sich die Leukozytenzahl um 1 Leukozyt/ul und die
Proteinkonzentration um 0,5 mg/d|.

3.2 Klinisch-chemische Untersuchungen

Die klinisch-chemische Analyse des Liquors beinhaltet die Bestimmung von
Elektrolyten, einigen anderen Substraten wie zum Beispiel Glukose und
Tumormarkern und vor allem des Gesamtproteingehalts und der
Proteinzusammensetzung. Die Bestimmung des Gesamtproteingehalts, des
Albumins und der Immunglobuline im Liquor sind im Rahmen der neurologischen
Diagnostik beim Menschen unverzichtbare MessgroRen. Die Ubrigen Kklinisch-
chemischen Parameter, zum Beispiel Glukose oder Laktat, sind zweitrangig (Keller,
1991).

Das Gesamteiweild kann semiquantitativ (Pandy, 1910) sowie quantitativ nach einer
Vielzahl chemischer Methoden bestimmt werden. In der Humanmedizin haben sich
nephelometrische und photometrische Analysemethoden zur
Gesamtproteinbestimmung etabliert (Reiber, 1987). Der Gesamtproteinbestimmung
kommt in der Humanmedizin allerdings eine eher orientierende Funktion fur die
Verdunnungsschritte der immunchemischen Einzelproteinanalysen und weniger eine
klinische Bedeutung zu (Reiber, 1988).

Erhéhte Proteinkonzentrationen im Liquor sieht man bei Schrankenstérungen, bei
Veranderungen des Plasmaproteingehalts oder bei lokaler Immunglobulinproduktion
im zentralen Nervensystem (Fishman, 1992 b). Ein Anstieg des Gesamtproteins im
Liquor kann Folge einer bakteriell oder viral bedingten Entzindung, einer Infektion
durch Protozoen und Pilze oder einer Neoplasie sein. Der Proteingehalt kann normal
oder erhdht sein bei traumatischen, degenerativen oder vaskularen Lasionen im

zentralen Nervensystem (Coles, 1986) sowie bei endokrinen Erkrankungen
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(Myx6dem, diabetische Neuropathie, Hypoparathyreoidismus), metabolisch
bedingten Erkrankungen (Uramie, Hypercalcamie, Dehydratation), toxischen
Ursachen (Ethanol, Isopropanol) und Obstruktion der Liquorzirkulation (Tumor,
Abszess, 0. a.) (McConnell und Bianchine, 1994 b).

Die Bestimmung von Albumin und Immunglobulinen ermaoglicht die Aussage, ob einer
Proteinerh6hung eine Schrankenstérung oder eine lokale Immunglobulinproduktion
zugrunde liegt. Als Permeabilitatsparameter fir die Funktionskontrolle der Blut-Hirn-
Schranke hat sich in der Humanmedizin der Liquor-Serum-Quotient der
Albuminkonzentration etabliert (Tibbling et al., 1977). Erkrankungen, die mit reinen
Schrankenstérungen einhergehen, sind nach Reiber und Felgenhauer (1987) und
Felgenhauer und Thomas (1998) primare Hirntumore, Infarkte, Polyneuropathien,
Hirntraumen mit Ausnahme von Blutungen in den Subarachnoidalraum,
Systematrophien des Nervensystems und atrophierende Prozesse des Grofhirns

sowie das Initialstadium akuter Meningitiden.

Eine Schrankenstorung fuhrt zwangslaufig auch zu vermehrtem Transfer von
Immunglobulinen. Zur Unterscheidung zwischen intrathekal und extrathekal
produzierten Immunglobulinen dient die isoelektrische Fokusierung. Bei intrathekal
produzierten Immunglobulinen zeigt sich ein oligoklonales Muster im Bereich der
Gammaglobuline (Reiber und Felgenhauer, 1987; Reiber, 1988; Keller, 1991). Fir
die quantitative Bestimmung intrathekal gebildeter Immunglobuline wurden die
verschiedensten Rechenmodelle vorgestellt, auf die in Kapitel 6.2 naher
eingegangen werden soll. Intrathekale Immunglobulinproduktion wird beschrieben
bei Multipler Sklerose, Neurosyphilis, chronisch entzindlichen Erkrankungen und
akut verlaufenden Infektionen, wie durch Viren der Herpes- und Paramyxogruppe
verursachten Krankheiten (Reiber und Felgenhauer, 1987; Felgenhauer und
Thomas, 1998).

Beim Hund kommt eine intrathekale Immunglobulinproduktion bei GME,
steroidresponsiver Meningitis (SRM), chronischer Staupeenzephalitis, FSME,
Toxoplasmose, protozoarer Enzephalitis, bakterieller Meningoenzephalitis und
viralen Enzephalitiden unbekannter Ursache vor. Sie kann vorkommen bei Tumoren,

Ruckenmarkkompressionen, sowie degenerativen und vaskularen Erkrankungen des
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ZNS (Bichsel et al., 1984; Vandevelde et al., 1986; Johnson et al., 1988; Tipold et al.,
1993 und 1994).

Beim Menschen hat der Nachweis einer lokalen Synthese von karzinoembryonalem
Antigen (CEA) Bedeutung in der Tumordiagnostik erlangt. Der Nachweis gilt als
Hinweis auf eine Karzinom-Metastase (Reiber, 1988; Felgenhauer und Thomas,
1998).

3.3 Mikrobiologisch-serologische Untersuchungen

Der Nachweis von Bakterien und Pilzen im Liquor erfolgt durch die Gramfarbung
oder durch Ansetzen einer Liquorkultur (Keller, 1991; Felgenhauer und Thomas,
1998). Fur viele erregerbedingte Entzindungen des zentralen Nervensystems beim
Menschen ist der Nachweis von spezifischen Antikdrpern bedeutsam, so
beispielsweise fur die HIV-Enzephalitis, Neuroborreliose und Toxoplasmose. Dies
erfolgt Uber die Berechnung des Antikorper-Index, welcher das Verhaltnis von
erregerspezifischem  Antikorperquotient zum  Gesamt-Immunglobulinquotient
charakterisiert (Reiber, 1991). In der Tiermedizin wird der Antikdrper-Index als

Nachweismethode im Liquor bei Staupe und FSME postuliert.
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4 GESAMTPROTEINBESTIMMUNG IM LIQUOR CEREBROSPINALIS
DES HUNDES

Die Verfahren zur Bestimmung des Proteingehalts im Liquor lassen sich
unterscheiden in semiquantitative und quantitative Methoden. Die semiquantitativen
Methoden, hier vor allem die Pandy-Reaktion, sind aufgrund ihrer einfachen
Durchfuhrung in der klinischen Praxis eher Ublich, dafir aber weniger sensitiv und
stellen nur eine Annaherung dar. Dagegen sind die quantitativen Methoden zwar
aufwandiger durchzufuhren, dafur aber sensitiver und sie bieten den Vorteil der
Vergleichbarkeit der ermittelten Werte (Wright, 1978; Burtis und Ashwood, 1994;
Rebel, 1999).

Proteine besitzen eine elektrische Ladung und wandern deshalb im elektrischen
Feld. Diese physikalischen Eigenschaften macht man sich bei der Elektrophorese
und der isoelektrischen Fokusierung zu Nutzen, um die Proteine aufzutrennen und
die einzelnen Fraktionen nachzuweisen. Immunologische Nachweismethoden wie
zum Beispiel die Immunelektrophorese, die Immunfixation, die radiale
Immundiffusion oder der Radio-Immuno-Assay (RIA) stutzen sich dagegen darauf,
dass Antikorper mit Antigenen Prazipitate in Gel oder in Losung bilden oder an festen
Phasen eine Antigen-Antikdrperreaktion eingehen kénnen (Halliwell und Gorman,
1989; Lammers, 1991; Tizard, 1996).

Proteine kdnnen aufgrund ihrer chemischen und immunologischen Eigenschaften
quantitativ bestimmt werden. Proteine haben die Eigenschaft, im sauren Milieu zu
denaturieren und auszufallen, so dass sich anschlielend durchfallendes Licht
streuen lasst, was die Grundlage der Nephelometrie, der TCA-Methode und der
Turbidimetrie ist. Auch Antigen-Antikdrperkomplexe konnen auf diese Art quantitativ
bestimmt werden. Eine andere chemische Eigenschaft wird bei photometrischen
quantitativen Bestimmungsmethoden wie der Coomassie-Brilliant-Blau-Methode
genutzt. An den Aminogruppen (NH4-Gruppen) der Proteine kdnnen lonen gebunden
werden, die dann Farbkomplexe bilden, deren Intensitat photometrisch bestimmt
werden kann (Keller, 1991; Burtis und Ashwood, 1994).



15

Liquor weist wesentlich niedrigere Gesamtproteinkonzentrationen auf als Serum. Er
kann relativ hohe Konzentrationen an potenziellen Stoérfaktoren wie endogene
Metabolite oder Medikamente enthalten, woraus sich spezielle Probleme bei der

Proteindiagnostik des Liquors ergeben kénnen (Reiber, 1991).

Der Referenzbereich fur den Gesamtproteingehalt im Liquor des Hundes wird in der
Literatur nicht einheitlich angegeben. Die unterschiedlichen Angaben sind durch
unterschiedliche Entnahmestellen des Liquors, verschiedene Analysemethoden und
statistische Auswertungen des Referenzbereichs begriindet. Einen Uberblick tber
die in der Literatur aufgefuhrten Referenzbereiche geben die Tabellen 1 und 2.

Tabelle 1: Referenzwerte flir Gesamtprotein im Liquor des Hundes in Abhéngigkeit

vom Entnahmeort

Zisternaler Liquor Lumballiquor Literatur
(mg/dl) (mg/dl)
<14 <29 Bailey und Higgins, 1985
10 - 27 <45 Chrisman, 1992
<25 <45 Braund, 1994
<30 <45 Russbridge, 1997
10 - 25 <40 Cowell et al., 1999
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Tabelle 2: Referenzwerte fiir Gesamtprotein im zisternalen Liquor des Hundes

Proteingehalt Methode Probenanzahl Literatur
(mg/dl)
11557 k. A. 50 Fankhauser, 1954
27,5)"
7-24° Trichloressigsaure, 77 Wilson, 1976
turbidimetrisch
13-42° k. A. 9 Jordan, 1977
(17,67 + 3,67) °
299" Mikro-Lowry 10 Sorjonen et al., 1981
15,5-42,0° Bio-Rad 23 Krakowka et al., 1981
(276+11)°
17,7+47° Trichloressigsaure, 10 Carakostas et al., 1983
turbidimetrisch
<25° k. A. k. A. DeLahunta, 1983 a
28,3+237° k. A. k. A. Keller und Freudiger,
1984
3-23° Coomassie-Blau- 15 Bailey und Higgins,
(13,7+4,7)° Methode 1985
23-35° Bio-Rad 10 Sorjonen, 1987
(27 £4,2)°
<25° k. A. k. A. Duncan et al., 1987
10-30° Ponceau-S-Rot 50 Jamison und Lumbsden,
dye-binding 1988
<20-25* Coomassie-Blau- k. A. Cook und DeNicola,
Methode 1988
10 — 25 ° Spektralphotometer k. A. Chrisman, 1991
14" k. A. k. A. Braund, 1994
16 +11° Benzethoniumchlorid, 21 Hurtt und Smith, 1997
turbidimetrisch
<30° k. A. k. A. Russbridge, 1997
<25° k. A. k. A. Oliver et al., 1997
10,4 — 28,5 Coomassie-Blau- 33 Rebel, 1999
(19,45 +7,9)° Methode
(12,6 —24,6) °
11,3-32,4° Nephelometrie 33 Rebel, 1999
(20,31 £8,7)°
(12,3-27,4)°
': Mittelwert
2 (min — max)

w

D

[¢)]

. Mittelwert + Standardabweichung

: obere Messbereichsgrenze

6. 95%-Perzentilbereich

k. A.: keine Angaben

: Mittelwert + doppelte Standardabweichung
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5 DIFFERENZIERTE PROTEINBESTIMMUNG IM LIQUOR
CEREBROSPINALIS — LIQUORPROTEINPROFIL

5.1  Albumingehalt im Liquor

Anhand isotopmarkierten Albumins konnte Fishman (1953) zeigen, dass bei Hunden
ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Blut- und Liquoralbumin besteht. Frick und
Scheid-Seydel (1958 a) berichten von einem Austausch von J"*'-markiertem Albumin
zwischen Blut und Liquor beim Menschen. Ein Gleichgewicht stellte sich nach 60
Stunden ein, egal ob bei gesunden oder kranken Individuen. Da ein groles
Spektrum an ZNS-Krankheiten, auch solcher mit hochgradiger Blut-Hirn-
Schrankenstorung, abgedeckt wurde, konnte bewiesen werden, dass das
Liquoralbumin ausschlieRlich aus dem Blut stammt. Auch Cutler (1967 a) kommt zu
diesem Ergebnis. Ebenso verhalt es sich bei der Katze, wie Hochwald und
Wallenstein (1967 a) zeigen konnten. Vier bis zwanzig Stunden nach intravendser

Gabe von J™¥

-Albumin stellte sich auch hier ein Gleichgewicht ein. Alle diese Studien
zeigen zudem, dass das Albumin auch wieder uber das Blut aus dem Liquor entfernt

wird.

Es ist heute eine anerkannte Tatsache, dass das gesamte Albumin in normalem
sowie pathologischem Liquor alleine aus dem Blut stammt.

Die Albuminkonzentration im Liquor gesunder Individuen ist in erster Linie abhangig
von der Albuminkonzentration im Serum. Ein erhohter Albumingehalt im Liquor wird
beim Hund von mehreren Autoren als Hinweis auf eine Blut-Hirn-Schrankenstorung
angesehen (Krakowka et al., 1981; Bichsel et al., 1984; Vandevelde et al., 1986).
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Tabelle 3: Referenzwerte flir den Albumingehalt im Liquor des Hundes

Albumingehalt Methode Probenanzahl Literatur
(mg/dl)
58-18,9" Rocket-Immun- 23 Krakowka et al.,
(10,28 + 0,8) 2 elektrophorese 1981
75-27,6" Rocket-Immun- 21 Bichsel et al., 1984
(17,1+6,7)2 elektrophorese
50-11,8" Nephelometrie 19 Fischer et al., 1999
(8,6 +2,8)°

' (min — max)
2: Mittelwert + Standardabweichung

3 Mittelwert + doppelte Standardabweichung

5.2 Albuminquotient und Blut-Hirn-Schrankenstérung

Der Albuminquotient als Quotient aus Liquoralbumingehalt und Serumalbumingehalt
ist ein adaquater und zuverlassiger Parameter zur Beurteilung der Blut-Hirn-
Schrankenfunktion (Tibbling et al., 1977). Laut Felgenhauer (1999) hat sich der
Albuminquotient als der zuverlassigste Parameter fur den aktuellen Zustand der Blut-
Hirn-Schranke erwiesen, vorausgesetzt, dass ein ,steady-state“-Gleichgewicht
zwischen Blut- und Liquorkompartiment besteht und dass beide Proben zur gleichen
Zeit entnommen worden sind. Das Albumin eignet sich zur Beurteilung dieser
Schranke, weil es die notwendigen Voraussetzungen einer Testsubstanz erfillt, nicht
im ZNS synthetisiert und nicht im ZNS katabolisiert zu werden (Tourtellotte, 1970;
Tourtellotte und Ma, 1978).

Mit der Charakterisierung des Liquor-Serum-Quotienten als methodenunabhangiger
Wert wurde zudem eine wichtige Grundlage fur die Vergleichbarkeit der Daten von
Labor zu Labor gelegt (Reiber, 1995 b).
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Eine erhohte Albuminkonzentration im Liquor bei unveranderter
Albuminkonzentration im Serum zeigt eine erhohte Durchlassigkeit der Blut-Hirn-
Schranke oder eine Stérung des Liquorflusses an und wird in einem erhdhten
Albuminquotienten widergespiegelt (Papadopoulos et al., 1984). Auch Felgenhauer
(1995) sieht die Ursachen einer Blut-Hirn-Schrankenstorung entweder in einer
Steigerung der GefalRpermeabilitat in den Grenzschichten des Liquorkompartiments

oder in einer Verringerung des FlUssigkeitsumsatzes.

Dieser traditionellen Beschreibung stellt Reiber (1994) eine neue Theorie, abgeleitet
aus empirischen Daten und den Diffusionsgesetzen, entgegen: Die Zunahme der
Proteinkonzentration im Liquor kann alleine auf einen reduzierten Liquorumsatz
zuriickgefiihrt werden, ohne dass eine morphologische Anderung der fir die
Diffusion von Proteinen relevanten Strukturen zwischen Blut und Liquor ndtig ist. Die
Konsequenz des verlangsamten Liquorflusses ist dabei die Verschiebung der
Diffusionsgradienten und damit eine Steigerung der Geschwindigkeit, mit der
Makromoleklle die Schranke passieren. Verantwortlich flr den reduzierten

Liquorfluss kdnnen sein:

1. Reduzierte Liquorproduktion im Plexus choroideus
2. Liquorflussbehinderung im Subarachnoidalraum

3. Behinderung der Drainage ins vendse Blut durch die Arachnoidalzotten
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Bei der Etablierung von Referenzwerten fir den Menschen in Abhangigkeit vom Alter
fallt zunachst ein starker Abfall der Werte bis zu einem Alter von vier bis sechs
Monaten auf, ab dann besteht allerdings eine positive Korrelation des
Albuminquotienten mit dem Alter (Ganrot und Laurell, 1974; Tibbling et al., 1977;
Blennow et al., 1993 b; Reiber, 1995 b; Felgenhauer, 1999).

Tabelle 4: Albuminquotienten einer Referenzgruppe aus 93 Personen, in finf

Altersgruppen unterteilt (Tibbling et al., 1977)

Altersgruppe (Jahre) Anzahl (3] Q) Albuminquotient (x 107) °
17 - 30 4117 3,7+1,0
31-40 7/11 4,0 1,1
41 -50 10/12 46+13
51-60 10/ 11 55+1,7
61—-77 3/8 56+1,7

!: Mittelwert + Standardabweichung

Tabelle 5: Albuminquotienten einer Referenzgruppe aus 105 Personen, in zwei

Altersgruppen unterteilt (Blennow et al., 1993 b)

Altersgruppe (Jahre) Anzahl Albuminquotient (x 107) °
18 —44 21 4,7 +1,2
45 — 88 84 59+21

!: Mittelwert + Standardabweichung
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Tabelle 6: Altersbezogene Referenzwerte fiir den Albuminquotienten beim Menschen

(Reiber, 1995 b)

Altersgruppe Albuminquotient (x 107)
Neugeborene 8-28
1 Monat 5-15
2 Monate 3-10
3 Monate 2-5

4 Monat — 6 Jahre 0,5-3,5

<15 Jahre <5,0
<40 Jahre <6,5
<60 Jahre <38,0

Tabelle 7: Altersbezogene Referenzwerte flir den Albuminquotienten beim Menschen

(Felgenhauer, 1999)

Alter Albuminquotient (x 107)
30. Schwangerschaftswoche 50
Geburt 25
1 Monat 15
6 Monate 5
20 Jahre 5
40 Jahre 7
60 Jahre 8

Diese positive Korrelation des Albuminquotienten mit dem Alter kdnnen Smith und
Lackner (1993) bei Rhesusaffen nicht bestatigen. Andrews et al. (1994) haben den

Albuminquotienten bei 15 Fohlen im Alter von bis zu zehn Tagen bestimmt und

bestatigen mit ihren Ergebnissen Rossdale et al. (1979 und 1982), dass die Werte

beim Fohlen hoher als die beim erwachsenen Pferd sind.
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Referenzwerte fur den Hund wurden von Sorjonen (1987) und Fischer et al. (1999)
bestimmt. Dabei wurden unterschiedlich grole Referenzgruppen und
unterschiedliche Analysemethoden verwendet. Eine Ubersicht gibt Tabelle 8. Bei

Hunden existieren bisher keine altersabhangigen Referenzwerte.

Tabelle 8: Referenzwerte fiir den Albuminquotienten bei Hunden

Albuminquotient Methode Probenanzahl Literatur
(x 107
22+05" Elektrophorese / 10 Sorjonen, 1987
(1,7-3,0)2 Densitometrie
2,7+0,8° Nephelometrie 19 Fischer et al., 1999
(1,56 — 3,45) 2

!: Mittelwert + Standardabweichung
2 (min — max)

3 Mittelwert + doppelte Standardabweichung

5.3 Immunglobulingehalt im Liquor und intrathekale

Immunglobulinproduktion

Die drei Immunglobuline A, G und M treten wie alle anderen Proteine entsprechend
ihrer hydrodynamischen Grofle durch die Blut-Hirn-Schranke hindurch. Der
Immunglobulingehalt des Liquors ist abhangig vom Immunglobulingehalt des Serums
und von der Selektivitat der Blut-Hirn-Schranke. Er wird sich erhéhen, wenn die Blut-
Hirn-Schranke in einen Krankheitsprozess einbezogen ist, da ein biologischer Filter
in solch einem Fall in der Regel an Selektivitat verliert.

In Studien mit J™*'- bzw. J'®*-markiertem Serum-IgG beim Menschen konnte gezeigt
werden, dass das Liquor-IgG bei Patienten mit physiologischer IgG-Konzentration im
Liquor alleine aus dem Serum stammt. Bei pathologisch erhdhten Liquor-IgG-
Konzentrationen zeigte sich allerdings, dass das vermehrte 1gG nicht aus dem Serum

stammen konnte, sondern intrathekal gebildet werden musste (Frick und Scheid-
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Seydel, 1958 b; Cutler et al., 1967 b und 1970). Die Hypothese, dass das gesamte
Liquor-IgG bei gesunden Individuen ausschliel3lich aus dem Blut stammt, unterstutzt
auch die Studie von Hochwald und Wallenstein (1967 b). Sie beobachteten den
Austausch von intravends verabreichtem J™'-IgG zwischen Blut, Liquor und Gehirn

bei der Katze.

Im Gegensatz zu Albumin kann ein erhdéhter Immunglobulingehalt im Liquor also
auch durch eine Synthese im Liquorkompartiment (,intrathekal®) bedingt sein. Diese
lokal synthetisierten Immunglobuline zeigen bei elektrophoretischer Trennung ein
anderes Fraktionierungsmuster als die Immunglobuline im Serum. Diese
sogenannten oligoklonalen Immunglobulin-Banden, erstmals entdeckt von Lowenthal
et al. (1960), lassen sich qualitativ besonders zuverlassig mit der isoelektrischen

Fokussierung darstellen (Delmotte und Gonsette, 1977).

Die intrathekalen Immunglobuline stammen aus Plasmazellen, die bei akuten
Infektionen ab der zweiten Woche ihre Antikorper sezernieren. Die humorale
Reaktion erreicht nach zwei bis vier Wochen ihren HOohepunkt. Es gibt Infektionen
des Zentralnervensystems, wie zum Beispiel Neurosyphilis oder Herpesenzephalitis,
bei denen die Antikérpersynthese auch nach erfolgreicher Behandlung erst nach
Jahren bis Jahrzehnten abklingt. In dieser Zeit ist eine erneute Behandlung nicht
erforderlich (Felgenhauer, 1999). Die Lymphozyten, die fur die intrathekale
Immunglobulinproduktion verantwortlich sind, wandern dazu in Gehirn und
Ruckenmark ein (Tipold et al., 1993).

Eine Verschiebung der Produktion von IgM-Antikorpern zu IgG-Antikorpern, wie sie
im Serum bei akuten Infektionen beobachtet wird (,Nossal-Switch®), tritt im Verlauf
von entzundlichen Erkrankungen des Zentralnervensystems, auch den akuten
Formen, beim Menschen nicht auf. Damit sind die Relationen der intrathekal
synthetisierten Immunglobulinklassen nicht im Sinne einer Akuitat eines
entzuindlichen Prozesses interpretierbar. Es kann in diesem Zusammenhang also
weniger von einem Verlaufs-typischen als von einem Krankheits-typischen Bild
gesprochen werden (Reiber, 1995 a; Felgenhauer, 1999). So wird eine reine IgG-
Synthese beispielsweise bei der HIV-Enzephalitis und bei subakuter sklerosierender

Panenzephalitis (SSPE) und eine reine IgA-Synthese bei Meningitis tuberculosa
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gesehen. Eine 2-Klassen-Reaktion, bei der die IgG-Synthese die IgM-Synthese
dominiert, wird bei Multipler Sklerose beobachtet, wahrend sich bei einer
Virusmeningitis diese beiden Immunglobulinklassen die Waage halten. Die isolierte
Synthese von IgM und IgA lasst bei Fehlen anderer Entziindungszeichen ein
intrazerebrales Myelom vermuten. Eine IgG-Dominanz in einer 3-Klassen-Reaktion
deutet auf Neurosyphilis, eine IgM-Dominanz auf Neuroborreliose und eine IgA-
Dominanz auf Adrenoleukodystrophie, besonders die infantile, rasch progrediente
Form (Korenke et al., 1997), hin (Felgenhauer, 1999).

Auch im Zentralnervensystem des Hundes findet ein Wechsel von der IgM- zur IgG-
Produktion, wie er bei der gewdhnlichen humoralen Immunantwort erwartet wird
(Tizard, 1996), nicht statt. So konnte bei Hunden, die an chronischen Erkrankungen
wie chronischer Staupeenzephalitis (Cutler und Averill, 1969) oder GME litten, neben
der erwarteten intrathekalen 1gG-Produktion auch eine intrathekale |gM-Produktion
nachgewiesen werden. Bei SRMA werden zusatzlich zur IgG-Produktion besonders
hohe IgA-Antikdrperspiegel gesehen. Insgesamt scheint die intrathekale Synthese
von IgM und IgA bei Hunden mit entzindlichen Erkrankungen des
Zentralnervensystems, ahnlich dem Menschen, recht haufig vorzukommen. Diese
kann ihre Ursache in einer andauernden Stimulation durch ein Antigen oder in einem
fehlenden regulierenden Mechanismus zur Hemmung der aktivierten B-Zellen haben
(Tipold et al., 1994).
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6 KLINISCHE BEDEUTUNG DES LIQUORPROTEINPROFILS
IN DER HUMANMEDIZIN

6.1 Blut-Hirn-Schrankenfunktion

Der Albuminquotient wird heutzutage allgemein als Mal der Blut-Hirn-
Schrankenfunktion anerkannt (Schliep und Felgenhauer, 1978; Blennow et al., 1994)
und wurde von einer europaischen Expertengruppe als der beste Indikator einer Blut-
Hirn-Schrankenstorung akzeptiert (Andersson et al., 1994).

Erkrankungen, die mit einer reinen Schrankenstérung ohne lokaler

Immunglobulinsynthese einhergehen, sind:

¢ Initialstadium akuter Meningitiden,

e Hirntraumen,

e Polyneuropathien (Ausnahmen: akute Neuroborreliose, paraneoplastische
Polyneuropathien),

e Infarkte (Ausnahmen: Infarkte bei septischer Embolie und Arteriitis),

e Primare Hirntumore (Ausnahmen: Dysgerminom, Non-Hodgkin-Lymphom,
operierte Tumore),

e Systematrophien des Nervensystems und atrophisierende Prozesse des
Grol3hirns (Felgenhauer, 1999).
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Die Feststellung einer Schrankenstorung alleine ist ein eher unspezifischer Indikator

pathologischer ZNS-Prozesse. Der Schweregrad der Storung besitzt allerdings eine

gewisse differenzialdiagnostische Bedeutung (Wick et al., 1987):

Tabelle 9: Blut-Hirn-Schranke bei

(Felgenhauer, 1999)

entziindlichen Erkrankungen des ZNS

Schrankenstérung Keine | Leicht | Mittel Schwer

Albuminquotient x 107 <8 8-20 20-50 | 50-100 >100
SSPE (n = 8) 100%
Varizellenenzephalitis (n = 12) 92% 8%
HIV-Enzephalitis (n = 13) 85% 15%
Neurosyphilis (n = 16) 75% 25%
Multiple Sklerose (n = 155) 72% 28%
Zosterganglionitis (n = 87) 72% 28%
Adrenoleukodystrophie (n = 26) 70% 30%
Kollagenosen (n = 26) 62% 38%
Herpesenzephalitis (n = 16) 46% 54%
Virusmeningitis (n = 121) 63% 32% 5%
Opportunistische Infektionen (n =25) | 48% 44% 8%
Neurosarkoidose (n = 6) 33% 16% 51%
Guillain-Barré-Syndrom (n = 60) 22% 42% 32% 4%
Neuroborreliose (n = 54) 19% 44% 33% 4%
Bakterielle Meningitis:
e Meningokokken (n = 18) 43% 43% 14%
e Pneumokokken (n = 21) 38% 31% 31%
e Mycobact. tuberculosis (n = 21) 42% 16% 42%
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Wick et al. (1987) zahlen zu den ZNS-Erkrankungen
mit leichter Schrankenstérung (Albuminquotienten von 7,5 - 10 x 10°):

e Enzephalitiden
e Multiple Sklerose (10 — 20% der Patienten)
e Tumore

e Degenerative Erkrankungen
mit mittelschwerer Schrankenstérung (Albuminquotienten von 10 — 30 x 10°):

e Virale Meningitiden und Meningoenzephalitiden
e Meningoradikulitis Bannwarth

e Neurosyphilis

e Tumore

e Blutungen

e Polyradikulitis

e Vaskulitis
mit schwerer Schrankenstérung (Albuminquotienten > 30 x 107%);

e Eitrige Meningitis

e Tbc-Meningitis

¢ Intraspinale Raumforderungen
e Polyradikulitis

e Guillain-Barré-Syndrom

e Subarachnoidalblutung.

6.2 Intrathekale IgG-Produktion

Bereits 1948 wurde von Kabat et al. postuliert, dass es bei bestimmten Krankheiten
eine extravaskulare Quelle fur das Liquor-lgG unabhangig vom Serum-IgG geben
muss. Besonderes Augenmerk richtete er dabei auf die Multiple Sklerose.
Weitergehende Untersuchungen bestatigten, dass bei Multipler Sklerose eine
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intrathekale 1gG-Produktion stattfindet (Kabat et al., 1950; Frick und Scheid-Seydel,
1958 b; Lippincott et al., 1965; Link, 1967; Cutler et al., 1970; Laterre et al., 1970;
Link und Muller, 1971; Schliep und Felgenhauer, 1978). Das flr Multiple Sklerose
typische Liquorproteinprofil besteht in einer Erhdhung des IgG-Gehalts. Diese
Erhohung wird jedoch nicht, oder nur geringgradig im Blut gesehen. Fur die Praxis
gilt, dass, Neurosyphilis ausgenommen, Multiple Sklerose mit Abstand die haufigste
Ursache fur eine IgG-Synthese im ZNS ist (Tourtellotte, 1970).

Der Nachweis einer intrathekalen IgG-Produktion bei intakter oder nur geringgradig
gestorter Blut-Hirn-Schranke hat eine sehr hohe diagnostische Bedeutung fur
Multiple Sklerose (Felgenhauer, 1982). Dazu stehen grundsatzlich zwei
Madglichkeiten zur Verfigung: zum einen der quantitative Nachweis mit Hilfe eines
der zahlreich entwickelten mathematischen Modelle und zum andern der qualitative
Nachweis oligoklonaler Banden mittels Elektrophorese oder isoelektrischer

Fokusierung.

Mathematische Modelle auf der Basis theoretischer Uberlegungen und empirischer
Erkenntnisse sind von verschiedenen Autoren entwickelt worden: Modelle nach
Reiber (1979 und 1995 a) und Reiber und Felgenhauer (1987), Intrathekale
Syntheserate nach Tourtellotte (1975), IgG-Index nach Link und Tibbling (Tibbling et
al., 1977), IgG extended index (Ohman et al.,1989), Log IgG-Index (Luxton et al.,
1990), Modell nach Schuller (Schuller et al., 1987), IGGPROD (Blennow et al.,
1993 c). Davon werden in der Humanmedizin in der Routinediagnostik die
Intrathekale Syntheserate nach Tourtellotte, das Modell nach Reiber und
Felgenhauer und der IgG-Index nach Link und Tibbling verbreitet angewendet (Wick
et al., 1987).

Beim qualitativen Nachweis oligoklonaler Banden wird die isoelektrische Fokusierung
der Elektrophorese vorgezogen, da sie eine hdhere Empfindlichkeit und eine wegen
der hoheren Trennscharfe klarere Interpretierbarkeit der Ergebnisse zeigt (Wick et
al., 1987). Delmotte und Gonsette (1977) und Livrea et al. (1981) schreiben dieser
Methode eine hohe Spezifitdt und eine hohe Sensitivitat zu. Andere Autoren halten
die isoelektrische Fokusierung fur die zurzeit sensitivste Nachweismethode fir

oligoklonale Immunglobulinbanden (Laurenzi und Link, 1978; Schipper et al., 1984;
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Andersson et al., 1994) oder sprechen ihr bei der Diagnose Multiple Sklerose den
hochsten diagnostischen Wert zu, um oligoklonale IgG-Banden im Liquor

nachzuweisen (Poloni et al., 1979).

Eine europaische Expertengruppe fur Multiple Sklerose empfiehlt die Kombination
aus quantitativem und qualitativem Nachweis. Sie erarbeitete einen Konsens uber
die wichtigsten Methoden in der Liquordiagnostik, um Multiple Sklerose
nachzuweisen: neben der Zellzdhlung und —differenzierung sind dies die
Gesamtproteinbestimmung im Liquor, die Albumin- und Immunglobulinbestimmung in
Liquor und Serum und der qualitative Nachweis oligoklonaler Immunglobulinbanden

im Liquor durch isoelektrische Fokusierung (Andersson et al., 1994).

Intrathekale IgG-Synthese wird aber auch bei anderen Krankheiten des zentralen
Nervensystems gesehen, wie zum Beispiel bei akuter und chronischer
Meningoenzephalitis (Kabat et al., 1950), SSPE (Cutler et al., 1967 b; Link et al.,
1972; Schliep und Felgenhauer, 1978; Tourtellotte et al., 1981; Silva et al., 1981 und
1985), Neurosyphilis (Schliep und Felgenhauer, 1978; Vartdal et al., 1982),
tuberkuldser Meningitis (Prabhakar et al., 1990), FSME (Kaiser und Holzmann,
2000), bei Patienten mit systemischem Lupus erythematosus und ZNS-Disfunktion
(Winfield et al., 1983; Hirohata et al., 1985) und bei Bandscheibenvorfall (Rao und
Boker, 1987). Einen Uberblick gibt auch Tabelle 9:

Tabelle 10: Vorkommen humoraler Immunantworten im Liquor cerebrospinalis des

Menschen bei unterschiedlichen entziindlichen ZNS-Prozessen (Wick et al., 1987)

Humorale intrathekale Immunreaktion

ohne Schrankenstorung mit Schrankenstérung
e Multiple Sklerose e Virale Meningoenzephalitiden
e Chronische Enzephalitiden ¢ Meningoradikulitis Bannwarth

einschlieflich ,slow-virus“-Infektionen e Tbc-Meningitis

¢ Neurosyphilis (parenchymatdse e Neurosyphilis (meningovaskulare
Formen) Formen)
e Chronische Lyme-Borreliose e Sarkoidose mit ZNS-Befall

¢ Kollagenosen mit ZNS-Befall
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7 KLINISCHE BEDEUTUNG DES LIQUORPROTEINPROFILS
IN DER TIERMEDIZIN, INSBESONDERE BEIM HUND

7.1 Blut-Hirn-Schrankenfunktion

Auch in der Tiermedizin findet der Albuminquotient als MalR der Blut-Hirn-
Schrankenfunktion Verwendung, beispielsweise beim Meerschweinchen als Labortier
(Suckling et al., 1984), beim Rind (Schlote, 1988), beim Pferd (Andrews et al., 1990
und 1995; Miller et al., 1999) und Fohlen (Andrews et al., 1994).

Beim Hund wird von vielen Autoren allein der Albumingehalt im Liquor als Indikator
einer Blut-Hirn-Schrankenstérung verwendet (Bichsel et al., 1984;Vandevelde et al.,

1986; Sorjonen et al., 1989), seltener der Albuminquotient (Sorjonen, 1987).

Blut-Hirn-Schrankenstérungen wurden beim Hund bei folgenden Erkrankungen

festgestellt:

e Entzindung:
Staupe: leichte Schrankenstérung bei akuter und chronischer Form (Bichsel et
al.,, 1984); leichte Schrankenstdérung bei chronischer, leichte bis mittlere
Schrankenstorung bei akuter Form (Sorjonen et al., 1989); keine bis leichte
Schrankenstérung (Sorjonen, 1987); leichte Schrankenstorung bei
entzindlicher Demyelinisierung, nicht aber bei nicht-entzindlicher
Demyelinisierung (Vandevelde et al., 1986)
GME: schwere Schrankenstorung (Bichsel et al., 1984; Sorjonen, 1987)
Metastatische eitrige Enzephalitis: schwere Schrankenstorung (Bichsel et al.,
1984)

e ZNS-Tumor: schwere Schrankenstorung (Bichsel et al., 1984; Sorjonen, 1987)

o Degenerative Myelopathie: mittlere Schrankenstérung (Bichsel et al., 1984)

e Ruckenmarkkompression: leichte Schrankenstorung (Bichsel et al., 1984,

Sorjonen, 1987).

Referenzwerte fur den Liquoralbumingehalt sind in Tabelle 3, Kapitel 5.1 und
Referenzwerte fur den Albuminquotienten in Tabelle 8, Kapitel 5.2 angegeben.
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7.2 Intrathekale IlgG-Produktion

Da nicht alle Infektionen oder Entziindungen im Zentralnervensystem mit einer
Pleozytose einhergehen, bietet in diesen Fallen der Nachweis einer intrathekalen
lgG-Produktion grof3e diagnostische Hilfe (Bichsel et al., 1984; Tipold et al., 1993).
Die Differenzierung verschiedener Formen oder Akuitatsstadien von Krankheiten, wie
beispielsweise der Staupe, wird durch die Bestimmung des IgG-Index erleichtert
(Bichsel et al., 1984; Vandevelde et al., 1986; Johnson et al., 1988; Tipold et al.,
1993 und 1994). Differenzialdiagnostische Anwendung findet der IgG-Index auch
beim Pferd (Andrews et al., 1990 und 1995).

Ahnlichkeiten in der humoralen neuroimmunologischen Reaktion von bestimmten
Tieren und dem Menschen, lassen diese Tiere als nutzliche Modelle zur Erforschung
der intrathekalen humoralen Immunantwort erscheinen. Ahnlichkeiten bestehen
beispielsweise zwischen ,experimental allergic encephalomyelitis® (EAE) bei
Kaninchen (Whitacre et al., 1981), Meerschweinchen (Mehta et al., 1981; livanainen
et al., 1982; Rostami et al., 1982), Lewis-Ratten (Whittaker und Whitacre, 1984) und
Rhesusaffen (Chu et al., 1984) und Multipler Sklerose. Auch zwischen Hund und
Mensch werden bei chronischer Staupeenzephalitis (,delayed-onset canine
distemper®) und SSPE (Johnson et al., 1988) und bei steroidresponsiver Meningitis
und verschiedenen vermutlich immunmediierten Krankheiten (Tipold et al., 1994)

ahnliche immunologische Reaktionen im Zentralnervensystem gesehen.

Als mathematisches Modell zum Nachweis einer intrathekalen IgG-Produktion wird in
der Tiermedizin der IgG-Index nach Link und Tibbling (Tibbling et al., 1977)
verwendet. Fur den Hund wurden von verschiedenen Autoren Referenzwerte

bestimmt:
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Tabelle 11: Referenzwerte fiir den IgG-Index beim Hund

lgG-Index Methode Probenanzahl Literatur
0,38 +£0,24 1 Rocket-Immun- 21 Bichsel et al., 1984
0,15-0,9 2 elektrophorese

06+0,1" Single radial 9 Johnson et al., 1988

immunodiffusion

0,7+0,3" ELISA 23 Tipold et al., 1993

02-1372

0,4+0,3° Nephelometrie 19 Fischer et al., 1999
0,31-1,012

!: Mittelwert + Standardabweichung
2 (min — max)

3: Mittelwert + doppelte Standardabweichung

Beim Hund wird eine intrathekale 1gG-Produktion bei den folgenden Erkrankungen

des Zentralnervensystems beschrieben:

¢ Entzindung:
Staupe: Cutler und Averill (1969) und Sorjonen (1987) beschreiben eine
deutliche Erhohung der IgG-Konzentration im Liquor von Hunden mit Staupe.
Sorjonen et al. (1989) unterscheiden Leukenzephalomyelopathie (LEM) und
Polioenzephalomyelopathie (PEM) als Resultat einer Staupe. Sie sehen eine
Erhdhung der IgG-Konzentration im Liquor von Hunden mit LEM, aber nicht
bei Hunden mit PEM. Diese Autoren vermuten, dass die erhohte IgG-
Konzentration intrathekalen Ursprungs ist. Bichsel et al. (1984), Johnson et al.
(1988) und Tipold et al. (1993 und 1994) stellen einen erhdhten IgG-Index bei
Hunden mit chronischer Staupe fest, wahrend er bei Hunden mit akuter
Staupe nicht oder in wenigen Fallen nur mild erhoht ist. Vandevelde et al.
(1986) sehen die IgG-Index-Erhdhung bei Staupe-Infektionen mit
entzindlicher Demyelinisierung im Gegensatz zu nicht-entzindlicher

Demyelinisierung.
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GME: Sorjonen (1987) schreibt, die von ihm festgestellte Erhdhung der IgG-
Konzentration im Liquor konnte eine intrathekale Produktion darstellen.
Andere Autoren zeigen eine Erhéhung des IgG-Index bei GME (Bichsel et al.,
1984; Tipold et al., 1993 und 1994).

Steroidresponsive Meningitis (SRM): Tipold et al. (1993 und 1994) sehen
erhohte 1gG-Indizes bei SRM.

Andere: Ferner wurden bei Protozoen-Enzephalitiden (Bichsel et al., 1984;
Tipold et al., 1993 und 1994), Mitteleuropaischer Zeckenenzephalitis, viralen
Enzephalitiden unbekannter Ursache, bakteriellen Enzephalitiden (Tipold et
al., 1993 und 1994), sowie bei Gehirn-Abszess und akuter und chronischer
Polyradikuloneuritis (Tipold et al., 1993) erhdhte IgG-Indizes beobachtet.

e Tumor: Die Erhohung der IgG-Konzentration im Liquor bei einem hochgradig
invasiven nasalen Karzinom, einem metastatischen Karzinom im Kleinhirn und
einem zerebralen Meningeom mit deutlicher Entzindungsreaktion kdnnten
bedeuten, dass bei einigen Tumoren intrathekale IgG-Produktion auftritt
(Sorjonen, 1987). Bichsel et al. (1984) stellen eine Erhdhung des IgG-Index bei
einem Meningeom mit deutlicher Entzindungsreaktion, einem Lymphosarkom
und einem Oligodendrogliom, Tipold et al. (1993) bei einem Lymphom, einer
Histiozytosis X und zwei Meningeomen mit Entzlindungsreaktion fest.

¢ Ruckenmarkkompression: Der IgG-Index kann geringgradig erhdht sein (Tipold et
al., 1993).

e Degenerative Erkrankungen: Bichsel et al. (1984) beschreiben einen Fall von
degenerativer Myelopathie mit IgG-Index-Erhéhung.

e Vaskulare Erkrankungen: Bei ischamischer Myelopathie durch fibrokartilagindse
Embolie kann eine IgG-Index-Erhdhung auftreten (Bichsel et al., 1984; Tipold et
al., 1993).

ZNS-Tumore, degenerative Erkrankungen, Ruckenmarkkompression und vaskulare
Erkrankungen haben normale oder nur leicht erhohte 1gG-Indizes (Bichsel et al.,
1984; Tipold et al., 1993).
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lll. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

1 MATERIAL UND METHODIK

1.1 Material

Untersucht wurden fur diese Arbeit 122 Liquor-Serum-Paare neurologisch erkrankter
Hunde, die eindeutig einer der unter 1.1.1 angegebenen Krankheitsgruppen
zugeordnet werden konnten. Die Liquor-Serum-Paare wurden im Rahmen der
neurologischen Diagnostik im Zeitraum 13.11.1998 bis 14.12.2000 entnommen. Die
untersuchten Hunde sind unterschiedlicher Rasse, unterschiedlichen Alters und
unterschiedlichen Geschlechts. Sie stammen aus dem Patientengut der
Medizinischen Tierklinik (n = 62) und der Chirurgischen Tierklinik (n = 58) der
Ludwig-Maximilians-Universitat Midnchen und der privaten Tierarztpraxis von Dr.
Thomas Godde (n = 2).

Alle Hunde wurden einer klinischen und einer neurologischen Untersuchung
unterzogen, desweiteren wurden das Blutbild, charakteristische Serumwerte, der
Harnstatus und im Einzelfall weitere differenzialdiagnostisch relevante Parameter
bestimmt. Zusatzlich wurden bei einzelnen Hunden, abhangig von den vorhandenen
Problemen und Befunden, die verschiedenen bildgebende Verfahren, Rontgen,

Sonographie, Computertomographie und Kernspintomographie angewandt.

Die routinemaRige Liquoruntersuchung bestand aus Zellzahlbestimmung in der
Zahlkammer nach Fuchs-Rosenthal, Zelldifferenzierung (durchgefuhrt im Institut far
Neuropathologie der Tierarztlichen Fakultat der LMU Muinchen), Pandyprobe und

Gesamtproteinbestimmung am Nephelometer.
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1.1.1 Einteilung nach Krankheitsgruppen

Die 122 Hunde wurden funf verschiedenen fir die neurologische Diagnostik
relevanten Krankheitsgruppen zugeordnet. Die der Einteilung zugrunde liegenden

Diagnosestandards sind im folgenden angegeben.

e Entzindung

Dieser Krankheitsgruppe wurden 33 Hunde zugeordnet. Bei diesen Hunden wurde
eine erhohte Zellzahl im Liquor (> 5 Leukozyten/ul) festgestellt und/oder die
Entzindung wurde durch die histopathologische Untersuchung des Gehirns
nachgewiesen. In drei Fallen in denen die Zellzahl im Referenzbereich lag und in
einem Fall, in dem keine Zellzahlbestimmung vorlag, wurde die Zuordnung aufgrund
der typischen klinischen Symptomatik und des diagnostischen Ausschlussverfahrens
auch ohne histopathologischer Untersuchung ausreichend abgesichert. Es handelte

sich um drei White-Dog-Shaker-Diseases und eine Polyradikulitis.

Morphologisch lagen im einzelnen vor: gemischtzellige Entzindungen (n = 13),
lymphozytare Entziindungen (n = 9), granulozytare Entziindungen (n = 5) und
lympho-monozytare Entziundungen (n = 5) des Gehirns. Bei einem Hund lag keine

Zelldifferenzierung vor.

Eine atiologische Diagnose lag in 15 Fallen vor. So waren unter den 13
gemischtzelligen Entzindungen zwei granulomatose Meningoenzephalitiden (GME)
und zwei steroid-responsive Meningitiden-Arteriitiden (SRMA), unter den neun
lymphozytaren Entzindungen befanden sich drei FrGhsommer-
Meningoenzephalitiden (FSME) und drei White-Dog-Shaker-Diseases und unter den
funf lympho-monozytaren Entzindungen vier Staupeenzephalitiden. In dem Fall der
fehlenden morphologischen Diagnose konnte eine Polyradikulitis nachgewiesen

werden.
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e Tumor

Dieser Krankheitsgruppe wurden elf Hunde zugeordnet. Die Diagnosen basierten auf
den Befunden der makroskopischen und histopathologischen Untersuchung des

Gehirns oder Riickenmarks. Alle elf Hunde litten an einem Tumor im Gehirn.

Bei den Hunden, bei denen eine histopathologische Untersuchung der veranderten
Gehirnstruktur durchgefuhrt wurde, konnten nachgewiesen werden: malignes
Lymphom (n = 3), Gliom (n = 1), Hypophysentumor (n = 1), Ependymom (n = 1),
Okulomotorius-Neurinom (n = 1), Plexuskarzinom (n = 1) und Metastasen eines

primaren Lungentumors (n = 1).

e Bandscheibenvorfall

Dieser Krankheitsgruppe wurden 37 Hunde zugeordnet. Der Befund basierte auf
Myelographie, Computertomographie oder pathologischer und histopathologischer

Untersuchung des Ruckenmarks.

e Orthopadische Krankheiten

Dieser Krankheitsgruppe wurden 20 Hunde zugeordnet. Durch
Rontgenuntersuchungen des  Bewegungsapparats wurden zum  Beispiel
Coxarthrosen, Frakturen, Luxationen oder Osteolysen festgestellt. Auf eine genauere

Differenzierung dieser Krankheitsgruppe wurde im Rahmen dieser Arbeit verzichtet.

¢ Idiopathische Epilepsie

Die idiopathische Epilepsie wurde bei 21 Hunden diagnostiziert. Bei diesen Hunden
konnte eine ZNS-Entzundung oder ein Gehirntumor differenzialdiagnostisch
ausgeschlossen werden, da weder Zellzahlerhhungen im Liquor noch
Auffalligkeiten im Computertomogramm des Gehirns vorhanden waren. Besondere
Beachtung fanden aber auch Alter und Rasse, sowie Krankheitsverlauf dieser
Hunde.
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1.1.2 Probengewinnung
11.21 Liquor

Der Liquor wurde atlantooccipital enthommen. Die Hunde befanden sich wahrend der
Liquorpunktion in Narkose. Die Narkoseeinleitung erfolgte mit Diazepam und
Propofol und wurde teilweise mit Propofol, teilweise mit Isofluran (Inhalationsnarkose,
Isofluran/ Sauerstoff) aufrechterhalten. Die Hunde wurden in rechte Seitenlage
gelegt, anschlieBend der Bereich zwischen Protuberantia occipitalis und den
Atlasfligeln ausgeschoren, mit Alkohol gereinigt und desinfiziert. Die Liquorpunktion
erfolgte grundsatzlich unter sterilen Kautelen. Der Kopf des Hundes wurde von einem
Helfer im rechten Winkel ventroflexiert und leicht nach kranial gezogen, wobei sich
die Wirbelsaule parallel zum Behandlungstisch befand. Die Punktionsstelle liegt auf
der Schnittstelle der Verbindungslinie der cranialen Atlasfligel und der darauf
gebildeten Senkrechten durch die Protuberantia occipitalis. Man schiebt die
Liquorpuktionskanuile mit Mandrin (Spinocan®, Firma Braun, Melsungen, 0,73 x 75
mm/ 22G x 3"") millimeterweise senkrecht zur Haut durch die Muskulatur vor, bis man
die Cisterna magna erreicht. Dann wird der Mandrin gezogen und der Liquor tropft
ab. Bestand am Anfang eine geringe Blutbeimengung, wurden die ersten Tropfen
verworfen, bis der Liquor klar erschien. Der Liquor wurde steril mit einer 5ml-Spritze
(Lot.Nr. 98F 0801 AR, Firma Braun, Melsungen) aufgefangen. Um Blutungen zu
vermeiden, wurde nicht aspiriert. Man konnte gefahrlos zwei Milliliter Liquor abtropfen

lassen, bei groleren Hunden bis zu drei Milliliter.

Der Liquor wurde sofort weiterverarbeitet. 600 yl wurden fur eine Zelldifferenzierung
ins Institut fur Neuropathologie der Tierarztlichen Fakultat der LMU Maunchen,

Vorstand Prof. Dr. Schmabhl, geschickt.

Im Labor der Medizinischen Tierklinik der LMU Munchen wurde die Pandy-Probe
und Zellzahlung (Erythrozyten und Leukozyten) durchgefuhrt. Der restliche Liquor
wurde in Aliquots zu je 300 ul portioniert und gekuhlt gelagert.
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1.1.2.2 Serum

Zur Serumgewinnung wurde vendses Blut aus der Vena cephalica antebrachii oder
der Vena saphena lateralis verwendet. Dazu wurde im Bereich der Punktionsstelle
das Fell rasiert, die Hautstelle mit Alkohol gereinigt und desinfiziert. Das Blut wurde
dann entweder mit einer Punktionskaniile (Sterican®, Firma Braun, Melsungen,
0,90 x 40 mm/ 20G x 11/2“) oder einer Brauniile (Vasofix®, Firma Braun, Melsungen,
1,1 x 33 mm/ 20G 11/4" oder 0,9 x 25 mm/ 22 G 1%) in ein Serumrdhrchen (5 ml,
Firma Sarstedt, Nurnbrecht) entnommen, zentrifugiert und das Serum in Aliquots zu

je 300 pl portioniert und gekuhlt gelagert.
1.1.3 Probenlagerung

Jeweils eines der Liquor- bzw. SerumprobengefalRe (ReaktionsgefalR 1,5 ml mit
Deckel, Firma Seidel Medizin-Technik, Buchendorf) wurde bis zur Bestimmung des
Gesamtproteins und des Albumin- und IgG-Gehaltes am Nephelometer innerhalb von
einer Woche ab Probengewinnung im Kuhlschrank bei 4°C gelagert. Die restlichen
Aliquots (Mikrorohre 2 ml mit Verschlul3 Nr. 72.693, Firma Sarstedt, Numbrecht)
wurden bei —20°C bzw. —70°C tiefgefroren.

1.1.4 Gerate und Losungen
1.1.41 Nephelometrie

Zur Ausstattung dieser Messmethode gehdren die folgenden Gerate und
Reagenzien:

Nephelometer BN 100 (Firma Behringwerke AG, Marburg)

N-Reaktionspuffer fir die Nephelometrie (Behringwerke AG, Marburg, OUMS
60/61)

N-Diluens fur die Nephelometrie (Behringwerke AG, Marburg, OUMT 60/61)
BN-Additiv-Waschlosung (Behringwerke AG, Marburg, OQKY 61)
N-Probenmagazine (Behringwerke AG, Marburg, OVCM 30)
NA-KUvettensegmente (Behringwerke AG, Marburg, OVCN 10/11)
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20%ige Trichloressigsaure, Art.-Nr. 1.09415.0500 (Firma Bender & Hobein,
Munchen)

Sheep anti-Dog IgG-heavy chain specific, Lot Number A40-118-4, Bethyl
Laboratories, Inc. (Paesel & Lorei, Hanau)

Goat anti-Dog Albumin, Lot Number A40-113-2, Bethyl Laboratories, Inc. (Firma
Paesel & Lorei, Hanau)

N-Protein-Standard SY (Behringwerke AG, Marburg, OQIM 13)

Dog 1gG, Purified Immunoglobulin (Nr. 1-4006, Firma Sigma, Mduinchen),
Kalibration

Dog Albumin, Fatty Acid Free (Nr. A-3184, Firma Sigma, Munchen), Kalibration
N/T-Protein-Kontrolle SL/L (Behringwerke AG, Marburg, OQIN 13)

Hunde IgG (Nr. 004-0102, Firma Rockland, Gilbertsville), Kontrolle

Hunde Albumin (Firma Sigma, Mdnchen), Kontrolle

Aqua bidest. (Firma Spicker, Minchen)

0,9%ige NaCl-L6sung

Hubkolbenpipette

Pipettenspitzen

1.2 Methodik

1.2.1 Nephelometrie

1.2.1.1 Vorbereitung von Proben, Standards, Kontrollen und

Prazipitationsmitteln

Als Proben wurden die im Laufe einer Woche gesammelten Liquor-Serum-Paare von
Hunden mit neurologischer Symptomatik verwendet. Als Standards dienten fur die
Gesamtproteinbestimmung im Liquor flissiger Humanliquor (74,2 g/l Gesamtprotein),
fur die 1gG-Bestimmung Hunde-IlgG (1000 mg/l) und fur die Albuminbestimmung
Hundealbumin (2500 mg/dl). Dazu wurde im Vorfeld lyophilisiertes Hunde-lgG in der
entsprechenden Menge 0,9%iger NaCl-Losung bzw. lyophilisiertes Hundealbumin in
der entsprechenden Menge Aqua bidest. geldst und in Aliquots zu 200 ul bei —20°C
eingefroren. Zur Kontrolle wurden die Human-Proteinstandards der Firma Sigma
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(15 mg/dl, 30 mg/dl und 50 mg/dl Gesamtprotein), Hunde-lgG (1000 mg/l),
Hundealbumin (2500 mg/dl) ein Hundeliquorpool und ein Hundeserumpool
verwendet. Die Pools wurden im Vorfeld aus nicht mehr bendétigten Liquor-
beziehungsweise Serumproben, die im Rahmen der Routinediagnostik ins Labor der
|. MTK gesendet wurden, gebildet und in Aliquots zu 300 pl bei —20°C eingefroren.
Die Mengen von 200 bzw. 300 pl sind erforderlich, um ein luftblasenfreies und damit
fehlerfreies  Pipettieren des Nephelometers gewahrleisten zu  kdnnen.
Prazipitationsmittel waren 20%ige Trichloressigsaure fir die Gesamtprotein-,
schwere Ketten spezifisches Anti-Hunde-lgG fur die 19G- und Anti-Hundealbumin far
die  Albuminbestimmung. Der Standard und die Kontrollen fur die
Gesamtproteinbestimmung, sowie die Prazipitationsmittel wurden im Kuhlschrank
(4°C) aufbewahrt. Die eingefrorenen Proben, Standards und Kontrollen wurden im
Kdhlschrank aufgetaut und dann wie die dort gelagerten Materialien auf
Zimmertemperatur erwarmt. Um Trubungen durch Kryoglobuline auszuschliel3en
wurden die eingefrorene Proben grundsatzlich bei 3000 Umdrehungen pro Minute
finf Minuten lang =zentrifugiert und nur der Uberstand weiterverwendet.
Kryoglobuline, bei denen es sich um beim Einfrieren und Wiederauftauen
entstehende Ausfallungen handelt, fihren zur Tribung der Losung, damit zu

verstarkter Streuung von Licht und letztendlich zu erhéhten Messergebnissen.

1.2.1.2 Kalibration

Um exakte, vergleichbare Messergebnisse zu gewahrleisten, wurden die Eichkurven
des Nephelometers fur die Gesamtprotein-, IgG- und Albuminmessung vor jeder

Messserie, das heildt alle sieben Tage, neu erstellt.

1.21.21 Gesamtprotein

Fur die Erstellung der Eichkurve wurde der N-Protein-Standard SY der Behringwerke
AG, Marburg verwendet. Er enthalt 7420 mg/dl Gesamtprotein. Als Fallungsmittel
diente 20%ige Trichloressigsaure. Damit wurde die Referenzkurve vollautomatisch

erstellt.
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Dazu wurden die vom Nephelometer berechneten Mengen an Proteinstandard und
Trichloressigsaure in das entsprechende Probengefal® der Standardserenkassette
beziehungsweise der Reagenzienkassette pipettiert. Vom Nephelometer wurden
selbstandig sieben Verdunnungen des Liquorstandards mit N-Diluens von 1:20 bis
1:1280 anhand eines Messprogramms hergestellt, die Proteinkonzentrationen
bestimmt und daraus die Referenzkurve berechnet. Dabei durften die
Messergebnisse hochstens drei Prozent von den theoretisch berechneten Werten

abweichen, damit die Eichkurve gultig war.

Die Verdunnungen von 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 und 1:1280 des
humanmedizinischen Messprogramms wurden dabei Ubernommen. Damit lag der

Messbereich bei 5,8 — 320 mg/dl Gesamtprotein.

1.2.1.2.2 Albumin

Fur die Erstellung der Eichkurve wurde als Albuminstandard Dog Albumin, Fatty Acid
Free der Firma Sigma, Munchen in einer Konzentration von 2500 mg/dl verwendet.
Als Fallungsmittel diente Goat anti-Dog Albumin der Bethyl Laboratories, Inc.. Damit

wurde die Referenzkurve vollautomatisch erstellt.

Dazu wurden die vom Nephelometer berechneten Mengen an Albuminstandard und
Prazipitationsmittel in das entsprechende Probengefal® der Standardserenkassette
beziehungsweise der Reagenzienkassette pipettiert. Anhand eines Messprogramms
wurden vom Nephelometer selbstandig funf Verdinnungen des Albuminstandards
mit N-Diluens von 1:80 bis 1:1280 hergestellt, die Albuminkonzentrationen bestimmt
und daraus die Referenzkurve berechnet. Dabei durften die Messergebnisse
hdchstens drei Prozent von den theoretisch berechneten Werten abweichen, damit

die Eichkurve gultig war.

Die Verdunnungen von 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 und 1:1280 wurden in das
Messprogramm des Nephelometers einprogrammiert, da keine entsprechende
Vorgabe des fir die Humanmedizin entwickelten Standardmessprogramms

vorhanden war. Damit lag der Messbereich bei 1,9 — 31 mg/dl Albumin.
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12123  IgG

Fur die Erstellung der Eichkurve wurde als IgG-Standard Dog IgG, Purified
Immunoglobulin der Firma Sigma, Midnchen in einer Konzentration von 1000 mg/I
verwendet. Als Fallungsmittel diente Sheep anti-Dog 1gG-heavy chain specific der
Bethyl Laboratories, Inc.. Damit wurde die Referenzkurve vollautomatisch erstellt.

Dazu wurden die vom Nephelometer berechneten Mengen an IgG-Standard und
Prazipitationsmittel in das entsprechende Probengefal® der Standardserenkassette
beziehungsweise der Reagenzienkassette pipettiert. Anhand eines Messprogramms
wurden vom Nephelometer selbstandig funf Verdinnungen des IgG-Standards mit N-
Diluens von 1:20 bis 1:320 hergestellt, die IgG-Konzentrationen bestimmt und daraus
die Referenzkurve berechnet. Dabei durften die Messergebnisse hdchstens drei
Prozent von den theoretisch berechneten Werten abweichen, damit die Eichkurve

gultig war.

Die Verdunnungen von 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 und 1:320 wurden in das
Messprogramm des Nephelometers einprogrammiert, da keine entsprechende
Vorgabe des fir die Humanmedizin entwickelten Standardmessprogramms

vorhanden war. Damit lag der Messbereich bei 3,1 — 50 mg/l 1gG.

1.21.3 Kontrolimessungen

Um die Genauigkeit der verwendeten Messmethode zu bestimmen und wahrend der
gesamten Studiendauer zu gewahrleisten, wurden verschiedene Kontrollverfahren
durchgefuhrt:

1.21.31 Wiederfindung

Von einem IgG- beziehungsweise Albuminstandard mit bekannter Konzentration
wurden Verduinnungsreihen angefertigt und im Nephelometer gemessen. Die
gemessenen Werte durften um hdchstens zehn Prozent von den tatsachlichen
Werten abweichen. Verwendet wurden hierzu ein Hunde-lgG-Standard der Firma

Rockland, Gilbertsville in einer Konzentration von 7000 mg/l und ein
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Hundealbuminstandard der Firma Sigma, Munchen in einer Konzentration von 2500
mg/dl.

1.2.1.3.2 Prazisionskontrollen in Serie

Von einer Liquorprobe wurde zehn Mal direkt hintereinander die 1gG- und
Albuminkonzentration gemessen. Von den gemessenen Werten wurden Mittelwerte,
Minima, Maxima, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten
(Standardabweichung x 100 / Mittelwert) bestimmt. Die Variationskoeffizienten,
bezogen auf Mittelwert und Standardabweichung, durften hochstens zehn Prozent

betragen.

1.21.3.3 Prazisionskontrollen von Tag zu Tag

Die 1gG- und Albuminkonzentration einer Liquor- und einer Serumprobe wurden an
zehn verschiedenen Tagen gemessen. Auch in diesem Fall wurden Mittelwerte,
Minima, Maxima, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten
(Standardabweichung x 100 / Mittelwert) bestimmt. Die Variationskoeffizienten,
bezogen auf Mittelwert und Standardabweichung, durften héchstens zehn Prozent

betragen.

1.2.1.3.4 Richtigkeitskontrollen

Vor der Probenmessung wurde grundsatzlich eine Messung von Kontrollen
durchgefuhrt. Als Kontrollen dienten die Human-Proteinstandards der Firma Sigma,
Munchen mit 15 mg/dl, 30 mg/dl und 50 mg/dl, canines IgG der Firma Rockland,
Gilbertsville in einer Konzentration von 1000 mg/l und canines Albumin der Firma
Sigma, Munchen in einer Konzentration von 2500 mg/dl. Wich der Messwert der
Kontrollen um mehr als zehn Prozent vom Sollwert ab, wurde die Messung
wiederholt. Zusatzlich wurden vor jeder Probenmessung die 1gG-, Albumin- und
Gesamtproteinkonzentration eines Aliquots aus einem Pool von Hundeliquor und die
IgG- und Albuminkonzentration eines Aliquots aus einem Pool von Hundeserum

bestimmt. Die prozentualen Abweichungen dieser Konzentrationen von zuvor durch
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zehnmaliges Messen hintereinander erhaltenen Durchschnittskonzentrationen

durften ebenfalls zehn Prozent nicht Uberschreiten.

1.21.4 Messung der Liquor- und Serumproben

Das vollautomatische Messprogramm des Nephelometers wurde um die Moglichkeit
der IgG- und Albuminbestimmung aus Liquor und Serum beim Hund erweitert. Fur
die Bestimmung des Gesamtproteins im Liquor konnte das vorhandene
Messprogramm fur humanes Gesamtprotein Ubernommen werden. Erforderliche
Vorverdunnungen der Proben wurden somit automatisch durchgefuhrt. Die
Messbereiche bei der empfohlenen Probenverdinnung erfassten den
Referenzbereich und pathologisch erhdohte und erniedrigte Konzentrationen. Die

Messung verlief folgendermalien:

Zunachst erfolgte die Eingabe der Probenanzahl und der zu bestimmenden
Parameter. Dann wurden jeweils mindestens 300 pl Probenvolumen in die
entsprechenden Kuvetten der Probenkassette und die vom Nephelometer
berechnete Menge an Prazipitationsmittel in die daftur vorgesehenen Behaltnisse der
Reagenzienkassette pipettiert. Der Analyzer stellte in den Probengefalen der
entsprechenden Kassetten automatisch die erforderlichen Verdlinnungen mit N-
Diluens her. AnschlieBend begann der eigentliche Messvorgang. Die
Dispensierspitze pipettierte die Reaktionspartner nacheinander in die Messkuvetten
des Rotors. Dazu wurden 20 ul (fur die Gesamtproteinbestimmung) beziehungsweise
30 pl (fur die IgG- und Albuminbestimmung) Probenvolumen angesaugt und mit 30 pl
(fur die Gesamtprotein- und Albuminbestimmung) beziehungsweise 40 ul (fur die
IgG-Bestimmung) Prazipitationsmittel und 100 pl N-Reaktionspuffer (fur die IgG- und
Albuminbestimmung) vermischt. Um Verschleppungen von Seren und Proben zu
vermeiden, wurden die Dispensierspitze und der Mikrorihrer nach jedem
Pipettiervorgang in der Waschstation gespult. Die Reaktionsansatze wurden in den

optischen Strahlengang gedreht und gemessen.

Die Messung erfolgte nach der sogenannten Fixed-Time-Methode. Das ist eine
Bestimmungsmethode, die sich aus der Differenzbildung zweier zeitlich versetzt

gewonnener Messwerte zusammensetzt. Nach Pipettierung aller Reaktionspartner in
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die Messkuvette wurde der erste Messwert (Gesamtblindwert) nach etwa zehn
Sekunden ermittelt. Der zweite Messwert wurde nach einer Inkubationszeit von
sechs Minuten erfasst. Die aus diesen Messwerten ermittelte Streulichtzunahme
wurde vom Terminal aufbereitet und in der entsprechenden Konzentrationseinheit

ausgegeben.

Die Mindestmenge Liquor und Serum in den Probenkuvetten betrug 300 ul, um ein
luftblasenfreies Pipettieren des Gerates zu gewahrleisten und dadurch

Messwertverfalschungen auszuschliel3en.

Die nephelometrischen Messungen sind als Fallungsreaktionen beziehungsweise
immunologische Bestimmungsmethoden temperaturabhangig. Deshalb wurden nach
Empfehlung des Herstellers das Nephelometer zwei Stunden vor Messbeginn in
Betrieb genommen und samtliche Reagenzien, Proben und Prazipitationsmittel vor
ihrer Verwendung auf Raumtemperatur erwarmt.

1.2.2 Auswertung der Messergebnisse

Als Messergebnisse des Nephelometers lagen der Gesamtproteingehalt des Liquors

sowie der IgG- und Albumingehalt von Liquor und Serum vor.

1.2.21 Gesamtprotein

Zur Beurteilung des Gesamtproteingehalts wurde der Referenzbereich aus der

Dissertation von Rebel (1999) tUbernommen. Er beinhaltet Werte < 30 mg/dl.

1.2.2.2 Liquoralbumin

Der hier verwendete Referenzbereich wurde in einer hauseigenen Studie an 19

gesunden Beagles ermittelt. Er beinhaltet Werte < 11,4 mg/dl (Fischer et al., 1999).
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1.2.2.3 Liquor-lgG

Als obere Grenze des Referenzbereichs flir den IgG-Gehalt im Liquor wurde 15,3

mg/l aus vorgenannter Studie Ubernommen (Fischer et al., 1999).

Die IgG- und Albumingehalte von Liquor und Serum wurden in eine Excel-Tabelle

Ubertragen und darin die folgenden zusatzlichen Parameter berechnet.
1.2.2.4 IgG-Quotient

Der IgG-Quotient ist definiert als der Quotient aus 1gG-Gehalt im Liquor und 1gG-
Gehalt im Serum. Er wird im folgenden zur Berechnung des IgG-Index verwendet
und hat isoliert betrachtet keine weitere Aussagekraft.

1.2.2.5 Albuminquotient

Der Albuminquotient ist definiert als der Quotient aus Albumingehalt im Liquor und
Albumingehalt im Serum. Der Referenzbereich wurde in der hauseigenen Studie an
19 gesunden Beagles ermitelt und beinhaltet Werte < 3,5 x 10 (Fischer et al., 1999).

Der Albuminquotient dient als Indikator flr eine Bluthirnschrankenstérung.
1.2.2.6 IgG-Index

Der IgG-Index nach Link und Tibbling (Tibbling et al., 1977) ist definiert als Quotient
aus lgG-Quotient und Albuminquotient. Auch dieser Referenzbereich wurde in der
schon erwahnten Studie an 19 gesunden Beagles ermittelt und liegt bei Werten < 0,7
(Fischer et al., 1999). Der IgG-Index dient als Indikator einer intrathekalen 1gG-
Produktion.

1.2.3 Statistische Auswertung

Die Krankheitsgruppen wurden untereinander in den Parametern

Gesamtproteingehalt, Liquoralbumingehalt, Albuminquotient, 1gG-Gehalt im Liquor
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und IgG-Index verglichen. Dazu wurden die absoluten Werte in Punktewolken und in
deskriptiver Statistik tabellarisch — Mittelwert, Median, Standardabweichung,

Minimum und Maximum — dargestelit.

Mit dem Test auf Homogenitat der Varianzen und dem Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstest wurde eine Normalverteilung der Messergebnisse ausgeschlossen.
Der statistische Vergleich der Krankheitsgruppen erfolgte dann durch die

nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-Test.

Zusatzlich wurden die Krankheitsgruppen anhand des Anteils ihrer veranderten
Werte verglichen. Dazu wurde der Chi-Quadrat-Test, auch Unabhangigkeitstest,
angewendet. Der Einzelvergleich der Gruppen untereinander erfolgte mit dem

Exakten Test nach Fisher.

Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant, Unterschiede mit p < 0,01 als hoch

signifikant eingestuft.
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2 ERGEBNISSE

2.1 Kontrollmessungen

Die Ergebnisse der Kontrollmessungen wurden in eine Excel-Tabelle ubertragen und

die fur die einzelnen Kontrollverfahren relevanten zusatzlichen Parameter bestimmt:

2.1.1 Wiederfindung

Bei der Kontrolle auf Wiederfindung wurden die gemessenen Konzentrationen einer
Verdunnungsreihe eines IgG-Standards der Firma Rockland, Gilbertsville und eines
Albuminstandards der Firma Sigma, Munchen mit den theoretischen Werten
verglichen. Von jeder Verdunnungsstufe wurde die Wiederfindungsgenauigkeit und

die prozentuale Abweichung vom Sollwert bestimmt.

Die Wiederfindungsgenauigkeit der IgG-Messungen lag im Mittel bei 101%, die
prozentuale Abweichung war nie grof3er als 10% und lag im Mittel bei 4,7%.

Tabelle 12: Wiederfindung anhand einer Verdiinnungsreihe eines IgG-Standards

Sollwert (mg/l) Istwert (mg/l) Wiederfindung Abweichung
7000 6981 99,7% 0,3%
3500 3709 106,0% 6,0%
1750 1745 99,7% 0,3%

875 948 108,3% 8,3%
437,5 477 109,0% 9,0%
225,8 219 97,0% 3,0%
114,8 112 97,6% 2,4%

57,9 53 91,5% 8,5%

Mittelwert 101,1% 4,7%
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Far die Albuminmessungen ergaben die Werte eine mittlere
Wiederfindungsgenauigkeit von 101,3% und eine mittlere Abweichung von 4,2%,

wobei kein Einzelwert um mehr als 10% vom Sollwert abwich.

Tabelle 13: Wiederfindung anhand einer Verdiinnungsreihe eines Albuminstandards

Sollwert (mg/dl) Istwert (mg/dl) Wiederfindung Abweichung
2500 2467 98,7% 1,3%
1250 1231 98,5% 1,5%

625 582 93,1% 6,9%
312,5 329,4 105,4% 5,4%
156,3 155,4 99,4% 0,6%

80,6 85,5 106,1% 6,1%

41 39,8 97,1% 2,9%
20,7 22,6 109,2% 9,2%
10,4 10,8 103,8% 3,8%
Mittelwert 101,3% 4,2%
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2.1.2 Prazisionskontrollen in Serie

Die IgG- und Albuminkonzentration einer Liquorprobe wurden zehn Mal direkt
hintereinander gemessen. Von den Messergebnissen wurden Mittelwerte, Minima,
Maxima, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten bestimmt.

Der Variationskoeffizient fur die IgG-Konzentrationen betrug 3,2%, der fur die

Albuminkonzentrationen 3,4%.

Tabelle 14: Préazision in Serie einer Liquorprobe

Messung IgG (mg/l) Albumin (mg/dl)

1 41 15,8

2 42 15,9

3 43 16,4

4 43 15,3

5 45 15,4

6 40 16,9

7 42 15,8

8 42 16,4

9 43 17

10 44 16,1

Mittelwert (mg/1) 42,5 16,1

Minimum (mg/l) 40 15,3
Maximum (mg/l) 45 17
Standardabweichung (mg/l) 1,4 0,5
Variationskoeffizient (%) 3,2 3,4
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Die 1gG- und Albuminkonzentration einer Liquor- und einer Serumprobe wurden an

zehn verschiedenen Tagen gemessen. Auch davon wurden Mittelwerte, Minima,

Maxima, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten bestimmt.

Fir die Liquorprobe betrug der Variationskoeffizient der IgG-Konzentrationen 7,0%

und der der Albuminkonzentrationen 3,2%.

Tabelle 15: Prézision einer Liquorprobe von Tag zu Tag

Datum IgG (mgl/l) Albumin (mg/dl)
23.05.00 19 10,5
30.05.00 19 10,7
06.06.00 16 10,4
13.06.00 20 10
20.06.00 20 10,1
04.07.00 19 9,9
12.07.00 19 10,9
13.07.00 21 10,6
18.07.00 20 10,2
27.07.00 21 10,8
Mittelwert 19,4 10,4
Minimum 16 9,9
Maximum 21 10,9

Standardabweichung 1,4 0,3
Variationskoeffizient (%) 7,0 3,2
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Bei der Serumprobe ergaben sich Variationskoeffizienten von 5,3% fur die 1gG-

Konzentrationen und 3,1% fur die Albuminkonzentrationen.

Tabelle 16: Préazision einer Serumprobe von Tag zu Tag

Datum IgG (mg/l) Albumin (mg/dl)
23.05.00 29420 3446
30.05.00 29420 3261
06.06.00 30030 3498
13.06.00 33000 3374
20.06.00 32250 3157
04.07.00 31840 3200
12.07.00 29800 3258
13.07.00 30580 3328
18.07.00 31220 3398
27.07.00 34700 3369
Mittelwert 31226,0 3328,9
Minimum 29420 3157
Maximum 34700 3498

Standardabweichung 1644,6 103,2
Variationskoeffizient (%) 5,3 3,1
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2.1.4 Richtigkeitskontrollen

Die Messergebnisse der Standards durften um nicht mehr als 10% vom Sollwert

abweichen, sonst wurde die Messung wiederholt.

FUr den IgG-Standard ergaben sich Uber den gesamten Messzyklus eine mittlere
Wiederfindungsgenauigkeit von 100,2% und eine mittlere Abweichung von 3,7%,

wobei kein Einzelwert 10% Ubertraf.

Fir den Albuminstandard lagen die Werte bei 100,7%  mittlerer
Wiederfindungsgenauigkeit und 5,3% mittlerer Abweichung. Auch bei diesen

Messungen wich kein Wert um mehr als 10% vom Sollwert ab.

Die Messergebnisse der Proteinstandards wurden nicht dokumentiert.

Fur die Messungen des Liquor- und Serumpools galt: die prozentuale Abweichung
von Messung zu Referenzwert durfte nicht mehr als 10% betragen, sonst wurde die
Messung wiederholt.

2.2 Messung der Liquor-Serum-Paare

Der Test auf Homogenitat der Varianzen und der Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstest ergaben mit einer Signifikanz von p < 0,001 fur alle folgenden
Parameter — Gesamtproteingehalt des Liquors, Albumingehalt des Liquors,
Albuminquotient, IlgG-Gehalt des Liquors und IgG-Index — keine Normalverteilung.
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2.2.1 Gesamtproteingehalt des Liquors

Bei 38 (31%) der untersuchten 122 Hunde war der Liquorproteingehalt hoher als 30
mg/dl. Das waren 70% der Entzindungen, 73% der Tumore, 14% der
Bandscheibenvorfalle, 10% der orthopadischen Krankheiten und 0% der
idiopathischen Epilepsien.

Der Chi-Quadrat-Test hatte eine Signifikanz von p < 0,001. Das heif3t, es bestand ein
hoch signifikanter Unterschied zwischen den Krankheitsgruppen bezogen auf ihren
Anteil an veranderten Werten.

Der Einzelvergleich der Gruppen mit dem Exakten Test nach Fisher ergab hoch
signifikante Unterschiede = zwischen Entzindung bzw. Tumor  und
Bandscheibenvorfall, orthopadischer Krankheit und idiopathischer Epilepsie
(p <0,01).
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Abbildung 1: Vergleichende Darstellung des Gesamtproteingehalts im Liquor. Die

gestrichelte Linie zeigt die obere Grenze des Referenzbereichs (30 mg/dl) an.
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Tabelle 17: Gesamtproteingehalt des Liquors (in mg/dl)

Krankheitsgruppe |[Entz. Tumor Vorfall Orth. K. Id. Ep.
Mittelwert 62,1 76,5 20,4 21,2 14,1
Median 46,0 57,0 17,0 20,0 14,0
Standardabweichung 50,5 66,1 12,3 10,8 2,9
Minimum 9,0 10,0 8,0 8,0 10,0
Maximum 231,0 230,0 65,0 55,0 21,0

Der Kruskal-Wallis-Test ergab einen hoch signifikanten Unterschied zwischen den
Krankheitsgruppen auf Basis der absoluten Messwerte (p < 0,001) und fir die Hohe
der Werte die Rangfolge Tumor > Entzindung > orth. Krankheit >

Bandscheibenvorfall > idiopath. Epilepsie.

Im Einzelvergleich der Krankheitsgruppen durch den Mann-Whitney-Test zeigten sich
hoch signifikante Unterschiede zwischen Entzindung bzw. Tumor einerseits und
Bandscheibenvorfall, orthopadischer Krankheit und idiopathischer Epilepsie
andererseits (p < 0,01). AuBRerdem bestanden signifikante Unterschiede zwischen
Bandscheibenvorfall bzw. orthopadischer Krankheit und idiopathischer Epilepsie
(p < 0,05).
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2.2.2 Albumingehalt des Liquors

34 Hunden (28%) wiesen eine Erhdhung des Albumingehalts im Liquor auf. Das
waren 61% der Entzindungen, 64% der Tumore, 11% der Bandscheibenvorfalle,

15% der orthopadischen Krankheiten und 0% der idiopathischen Epilepsien.

Der Chi-Quadrat-Test hatte eine Signifikanz von p < 0,001. Das heif3t, es bestand ein
hoch signifikanter Unterschied zwischen den Krankheitsgruppen bezogen auf ihren

Anteil an veranderten Werten.

Der Einzelvergleich der Gruppen mit dem Exakten Test nach Fisher ergab hoch
signifikante Unterschiede  zwischen Entzindung bzw. Tumor  und
Bandscheibenvorfall und idiopathischer Epilepsie und zwischen Entzindung und
orthopadischer Krankheit (p < 0,01). AuRerdem zeigte sich ein signifikanter

Unterschied zwischen Tumor und orthopadischer Krankheit (p < 0,05).
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Abbildung 2: Vergleichende Darstellung des Liquoralbumingehalts. Die gestrichelte
Linie zeigt die obere Grenze des Referenzbereichs (11,4 mg/dl) an.
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Tabelle 18: Liquoralbumingehalt (in mg/dl)

Krankheitsgruppe Entz. Tumor Vorfall Orth. K. Id. Ep.
Mittelwert 16,5 14,4 8,4 9,1 5,9
Median 15,3 13,4 6,9 8,7 57
Standardabweichung 9,1 9,0 4,6 3,5 1,4
Minimum 3,5 2,6 3,4 4,5 4,0
Maximum 38,0 32,7 23,4 19,3 9,7

Der Kruskal-Wallis-Test ergab einen hoch signifikanten Unterschied zwischen den
Krankheitsgruppen auf Basis der absoluten Messwerte (p < 0,001) und fir die Hohe
der Werte die Rangfolge Entzindung > Tumor > orth. Krankheit >

Bandscheibenvorfall > idiopath. Epilepsie.

Im Einzelvergleich der Krankheitsgruppen durch den Mann-Whitney-Test zeigten sich
hoch  signifikante  Unterschiede zwischen Entzindung einerseits und
Bandscheibenvorfall und orthopadischer Krankheit andererseits, sowie zwischen
Entzindung, Tumor, Bandscheibenvorfall bzw. orthopadischer Krankheit und
idiopathischer Epilepsie (p < 0,01). AulRerdem bestand ein signifikanter Unterschied

zwischen Tumor und Bandscheibenvorfall (p < 0,05).
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2.2.3 Albuminquotient

Bei 37 (30%) der untersuchten Hunde war der Albuminquotient erhéht. Das waren
70% der Entzindungen, 64% der Tumore, 14% der Bandscheibenvorfalle, 10% der

orthopadischen Krankheiten und 0% der idiopathischen Epilepsien.

Der Chi-Quadrat-Test hatte eine Signifikanz von p < 0,001. Das heif3t, es bestand ein
hoch signifikanter Unterschied zwischen den Krankheitsgruppen bezogen auf ihren

Anteil an veranderten Werten.

Der Einzelvergleich der Gruppen mit dem Exakten Test nach Fisher ergab hoch
signifikante Unterschiede  zwischen Entzindung bzw. Tumor  und
Bandscheibenvorfall, orthopadischer Krankheit und idiopathischer Epilepsie
(p <0,01).
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Abbildung 3: Vergleichende Darstellung des Albuminquotienten. Die gestrichelte

Linie zeigt die obere Grenze des Referenzbereichs (3,5 x 10°) an.
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Tabelle 19: Albuminquotient (x107)

Krankheitsgruppe Entz. Tumor Vorfall Orth. K. Id. Ep.
Mittelwert 5,47 4,44 2,40 2,69 1,83
Median 5,12 4,18 2,16 2,65 1,73
Standardabweichung 3,23 2,53 1,21 1,06 0,48
Minimum 0,87 0,79 0,90 1,39 1,09
Maximum 17,39 8,90 5,76 6,42 2,86

Der Kruskal-Wallis-Test ergab einen hoch signifikanten Unterschied zwischen den
Krankheitsgruppen auf Basis der absoluten Messwerte (p < 0,001) und fir die Hohe
der Werte die Rangfolge Entzindung > Tumor > orth. Krankheit >

Bandscheibenvorfall > idiopath. Epilepsie.

Im Einzelvergleich der Krankheitsgruppen durch den Mann-Whitney-Test zeigten sich
hoch  signifikante  Unterschiede zwischen Entzindung einerseits und
Bandscheibenvorfall und orthopadischer Krankheit andererseits, sowie zwischen
Entzindung, Tumor bzw. orthopadischer Krankheit und idiopathischer Epilepsie
(p < 0,01). Aullerdem bestand ein signifikanter Unterschied zwischen Tumor und
Bandscheibenvorfall (p < 0,05).
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2.2.4 1gG-Gehalt des Liquors

64 Hunde (52%) zeigten einen erhdhten 1gG-Gehalt im Liquor. Das waren 88% der
Entzindungen, 82% der Tumore, 43% der Bandscheibenvorfalle, 45% der

orthopadischen Krankheiten und 5% der idiopathischen Epilepsien.

Der Chi-Quadrat-Test hatte eine Signifikanz von p < 0,001. Das heif3t, es bestand ein
hoch signifikanter Unterschied zwischen den Krankheitsgruppen bezogen auf ihren

Anteil an veranderten Werten.

Der Einzelvergleich der Gruppen mit dem Exakten Test nach Fisher ergab hoch
signifikante Unterschiede zwischen Entzindung einerseits und Bandscheibenvorfall,
orthopadischer Krankheit und idiopathischer Epilepsie andererseits, sowie zwischen
Tumor, Bandscheibenvorfall bzw. orthopadischer Krankheit und idiopathischer
Epilepsie (p < 0,01). AulRerdem zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen

Tumor und Bandscheibenvorfall (p < 0,05).

x 589
300
X
1 X
250 + %
| X
X
200 +
3
E
S 150 - x
= ] X
§ X
g XXX
-
1 X
100 x
l X
X X x X X
1 X x X 2 X s
50
1 X
X X X360
X xx X xx;( X
Fe e e e B - xS __ VS . $. %, S A K % — = —
. XX < X006 Sk TR % SR8
Entziindung Tumor Bandscheibenvorfall Orth. Krankheit Id. Epilepsie

Abbildung 4: Vergleichende Darstellung des IgG-Gehalts im Liquor. Die gestrichelte

Linie zeigt die obere Grenze des Referenzbereichs (15,3 mg/l) an.



Tabelle 20: IgG-Gehalt des Liquors (in mg/l)

Krankheitsgruppe Entz. Tumor Vorfall Orth. K. Id. Ep.
Mittelwert 95,5 75,1 17,4 17,7 9,7
Median 65,0 28,0 12,0 14,0 9,0
Standardabweichung 110,9 88,3 15,1 9,5 3,0
Minimum 4,0 4,0 4,0 7,0 6,0
Maximum 589,0 260,0 74,0 40,0 17,0

Der Kruskal-Wallis-Test ergab einen hoch signifikanten Unterschied zwischen den
Krankheitsgruppen auf Basis der absoluten Messwerte (p < 0,001) und fir die Hohe
der Werte die Krankheit >
Bandscheibenvorfall > idiopath. Epilepsie.

Rangfolge Entzindung > Tumor > orth.

Im Einzelvergleich der Krankheitsgruppen durch den Mann-Whitney-Test zeigten sich

hoch signifikante Unterschiede zwischen Entzindung bzw. Tumor und
Bandscheibenvorfall, zwischen Entzindung und orthopadischer Krankheit, sowie
zwischen Entzindung, Tumor bzw. orthopadischer Krankheit und idiopathischer
Epilepsie (p < 0,01). AulRerdem bestand ein signifikanter Unterschied zwischen

Tumor und orthopadischer Krankheit (p < 0,05).



62

2.2.5 1gG-Index

Bei 29 Hunden (24%) lag eine Erhdhung des IgG-Index vor. Das waren 67% der
Entzindungen, 36% der Tumore, 8% der Bandscheibenvorfdlle und 0% der

orthopadischen Krankheiten und idiopathischen Epilepsien.

Der Chi-Quadrat-Test hatte eine Signifikanz von p < 0,001. Das heif3t, es bestand ein
hoch signifikanter Unterschied zwischen den Krankheitsgruppen bezogen auf ihren

Anteil an veranderten Werten.

Der Einzelvergleich der Gruppen mit dem Exakten Test nach Fisher ergab hoch
signifikante Unterschiede zwischen Entzindung einerseits und Bandscheibenvorfall,
orthopadischer Krankheit und idiopathischer Epilepsie andererseits, sowie zwischen
Tumor und idiopathischer Epilepsie (p < 0,01). Aul3erdem zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen Tumor und Bandscheibenvorfall bzw. orthopadischer
Krankheit (p < 0,05).
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Abbildung 5: Vergleichende Darstellung des IgG-Index. Die gestrichelte Linie zeigt

die obere Grenze des Referenzbereichs (0,7) an.
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Tabelle 21: IgG-Index

Krankheitsgruppe Entz. Tumor Vorfall Orth. K. Id. Ep.
Mittelwert 1,69 3,08 0,52 0,45 0,49
Median 1,00 0,61 0,47 0,45 0,50
Standardabweichung 1,55 6,99 0,22 0,08 0,07
Minimum 0,36 0,40 0,28 0,31 0,35
Maximum 5,59 25,08 1,67 0,67 0,63

Der Kruskal-Wallis-Test ergab einen hoch signifikanten Unterschied zwischen den
Krankheitsgruppen auf Basis der absoluten Messwerte (p < 0,001) und fir die Hohe
der Werte die Rangfolge Entzindung > Tumor > Bandscheibenvorfall > idiopath.

Epilepsie > orth. Krankheit.

Im Einzelvergleich der Krankheitsgruppen durch den Mann-Whitney-Test zeigten sich
hoch  signifikante  Unterschiede zwischen Entzindung einerseits und
Bandscheibenvorfall, orthopadischer Krankheit und idiopathischer Epilepsie
andererseits (p < 0,01). AuBerdem bestand ein signifikanter Unterschied zwischen
Tumor und orthopadischer Krankheit (p < 0,05).
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2.3 Korrelieren Gesamtproteingehalt und Liquorproteinprofil?

2.3.1 Gesamtproteingehalt erh6ht

38 (31%) der in dieser Arbeit betrachteten 122 Hunde wiesen einen erhohten
Gesamtproteingehalt im Liquor auf. Davon wiesen 37 Hunde (30%) auch ein

verandertes Liquorproteinprofil im Sinne einer Erhéhung des Albuminquotienten oder

des IgG-Index auf.
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OLiquorproteinprofil
unveridndert

M Liquorproteinprofil
verandert

97%

Abbildung 6: Relative Anteile des verédnderten bzw. nicht verédnderten
Liquorproteinprofils bei erh6htem Gesamtproteingehalt im Liquor

Bei den Hunden, die Ubereinstimmend einen erhohten Gesamtproteingehalt im
Liquor und ein verandertes Liquorproteinprofil aufwiesen, handelte es sich um 23
Hunde mit Entzindung, acht mit einem Tumor im Gehirn, vier mit einem

Bandscheibenvorfall und zwei mit einer orthopadischen Krankheit.

Die ZNS-Entzindungen waren im einzelnen neun gemischtzellige, vier

granulozytare, funf lymphozytare, drei lympho-monozytare und eine Entziindung
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ohne morphologischer Diagnose. Darunter waren drei FSMEs, zwei
Staupeenzephalitiden, zwei GMEs, eine SRMA, eine White-Dog-Shaker-Disease und
eine Polyradikuloneuritis.

Eine histopathologische Untersuchung der Tumore im Gehirn wurde in finf Fallen
durchgefuhrt, dabei wurden zwei maligne Lymphome, ein Ependymom, ein
Hypophysentumor und in einem Fall Metastasen eines Lungentumors festgestellt.

Die anderen Tumore wurden nur makroskopisch dargestellt.

Bei dem einen Hund, der einen erhohten Gesamtproteingehalt im Liquor bei
unverandertem Liquorproteinprofil aufwies, handelte es sich um einen Hund, der an

einem Bandscheibenvorfall litt. Die Erhdhung war geringgradig (31 mg/dl).
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Abbildung 7: Relative Anteile innerhalb der Krankheitsgruppen bei verdndertem

Liquorproteinprofil und erhéhtem Gesamtproteingehalt im Liquor
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2.3.2 Gesamtproteingehalt nicht erhoht

Bei 84 der 122 Hunde (69%) befand sich der Liquorproteingehalt im
Referenzbereich, wiederum 72 davon (59%) wiesen auch ein unverandertes
Liquorproteinprofil auf. Bei den verbleibenden zwdlf Hunden lag jedoch in funf Fallen
eine isolierte Blut-Hirn-Schrankenstorung, in sechs Fallen eine intrathekale 1gG-
Produktion ohne Blut-Hirn-Schrankenstérung und in einem Fall eine intrathekale 1gG-
Produktion mit Blut-Hirn-Schrankenstérung trotz unauffalligen Gesamtproteingehalts

im Liquor vor.
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Abbildung 8: Relative Anteile des verédnderten bzw. nicht verédnderten
Liquorproteinprofils bei unverdndertem Gesamtproteingehalt im Liquor

Unter den Hunden, die sowohl im Liquorproteingehalt als auch im Liquorproteinprofil
unauffallig waren, befanden sich 28 Hunde mit Bandscheibenvorfall, alle 21 Hunde
mit idiopathischer Epilepsie, 18 Hunde mit orthopadischer Krankheit, drei Hunde mit
ZNS-Entzindung und zwei Hunde mit Gehirn-Tumor. Das waren 100% der
idiopathischen Epilepsien, 90% der orthopadischen Krankheiten, 76% der

Bandscheibenvorfalle, 18% der Tumoren und 9% der Entzindungen.
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Die Entzindungen konnten als eine granulozytare, eine lympho-monozytare
(Staupeenzephalitis) und eine gemischtzellige Entzindung dargestellt werden.
Bei den beiden Tumoren wurde ein Gliom und ein Okulomotorius-Neurinom

diagnostiziert.

Von den zwoIf Hunden, die Ihre Liquorproteinveranderung nur im Liquorproteinprofil
zeigten, litten sieben an einer ZNS-Entziindung, vier an einem Bandscheibenvorfall

und einer an einem Tumor im Gehirn.

Es handelte sich um drei gemischtzellige (eine SRMA), drei lymphozytare (zwei
White-Dog-Shaker-Diseases)  und eine lympho-monozytare Entzindung
(Staupeenzephalitis)

und um ein Plexuskarzinom.
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Abbildung 9: Relative Anteile innerhalb der Krankheitsgruppen bei verdndertem

Liquorproteinprofil trotz unverdnderten Gesamtproteingehalts im Liquor
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2.4 Einteilung nach Befunden

Basierend auf den Parametern Albuminquotient und IgG-Index fand eine Einteilung
in Befundgruppen statt. Dabei wurden unterschieden: Hunde mit unverandertem
Liquorproteinprofil, Hunde mit isolierter Blut-Hirn-Schrankenstorung und Hunde mit
intrathekaler 1gG-Produktion mit und ohne Blut-Hirn-Schrankenstorung. Die
Verteilung der einzelnen Krankheitsgruppen innerhalb dieser Befundgruppen wird im

weiteren dargestellt.

2.4.1 Unverandertes Liquorproteinprofil

Ein unverandertes Liquorproteinprofil, das heifl3t Albouminquotient und IgG-Index im
Referenzbereich, wiesen 73 (60%) der in dieser Studie betrachteten Hunde auf. 29
dieser Hunde hatten einen Bandscheibenvorfall, 21 eine idiopathische Epilepsie, 18
eine orthopadische Krankheit, drei eine ZNS-Entzindung und zwei einen Tumor im
Gehirn.
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Abbildung 10: Relative Anteile innerhalb der Krankheitsgruppen bei unverdndertem

Liquorproteinprofil
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Bei den Entzindungen konnte man eine granulozytare, eine lympho-monozytare
(Staupeenzephalitis) und eine gemischtzellige Entziindung unterscheiden.

Bei den Tumoren wurde ein Gliom und ein Okulomotorius-Neurinom festgestellt.

2.4.2 |Isolierte Blut-Hirn-Schrankenstérung

Eine Bluthirnschrankenstdérung aufgrund eines erhdhten Albuminquotienten bei
normalem 1gG-Index wurde 20 Hunden (16%) zugesprochen. Bei diesen Hunden
wurden acht ZNS-Entzindungen, funf Tumore im Gehirn, funf Bandscheibenvorfalle
und zwei orthopadische Krankheiten diagnostiziert.

Als Entzindungen lagen drei granulozytare, drei gemischtzellige (eine SRMA), eine
lymphozytare und eine lympho-monozytare Entzindung vor.
Bei den Tumoren handelte es sich um zwei maligne Lymphome, ein Plexuskarzinom

und einen Hypophysentumor. Der finfte Tumor wurde nicht differenziert.
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Abbildung 11: Relative Anteile innerhalb der Krankheitsgruppen bei isolierter Blut-

Hirn-Schrankenstérung
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2.4.3 Intrathekale lgG-Produktion

Ein erhdhter IgG-Index und somit eine intrathekale 1gG-Produktion wurde bei 29
Hunden (24%) festgestellt. Das waren sowohl Hunde, die eine intrathekale 1gG-
Produktion mit Blut-Hirn-Schrankenstorung, als auch Hunde, die eine intrathekale
lgG-Produktion ohne Blut-Hirn-Schrankenstorung aufwiesen. Bei diesen 29 Hunden
wurden 22 Entzindungen, vier Tumore im Gehirn und drei Bandscheibenvorfalle

diagnostiziert.

Bei den Entzindungen handelte es sich um neun gemischtzellige (eine SRMA und
zwei GMEs), acht lymphozytare (drei FSMEs und drei White-Dog-Shaker-Diseases),
drei lympho-monozytare (drei Staupeenzephalitiden) und eine granulozytare
Entzindung. In einem Fall lag keine morphologische Diagnose vor (Polyradikulitis).

Die Tumore waren ein Ependymom, Metastasen eines Lungentumors und zwei

Tumore ohne weitere histopathologische Abklarung.
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Abbildung 12: Relative Anteile innerhalb der Krankheitsgruppen bei intrathekaler IgG-
Produktion
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In der Befundgruppe ,Intrathekale IgG-Produktion® wurden weiter unterschieden:

2431 Intrathekale IgG-Produktion mit Blut-Hirn-Schrankenstérung

Von den 29 Hunden mit intrathekaler 1gG-Produktion wiesen 17 Hunde (59% bzw.
14% von allen Hunden) einen erhdhten IgG-Index bei gleichzeitiger Erhohung des
Albuminquotienten auf. Das waren 15 Hunde mit Entzindung und zwei Hunde mit

Tumor im Gehirn.

Bei den Entzindungen handelte es sich um neun gemischtzellige Entzindungen,
drei lymphozytare, eine lympho-monozytare, eine granulozytare und eine
Entzindung ohne morphologische Diagnose. Eine atiologische Diagnose konnte in
acht Fallen gestellt werden: zwei FSMEs, zwei GMEs, eine Staupeenzephalitis, eine
SRMA und eine Polyradikuloneuritis.

Einer der beiden Tumore wurde nur makroskopisch festgestellt, bei dem anderen

handelte es sich um Metastasen eines Lungentumors.
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Abbildung 13: Relative Anteile innerhalb der Krankheitsgruppen bei intrathekaler IgG-

Produktion mit Blut-Hirn-Schrankenstérung
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243.2 Intrathekale IgG-Produktion ohne Blut-Hirn-Schrankenstorung

Diese restlichen zwdlf Hunde mit intrathekaler 19G-Produktion (41% bzw. 10% von
allen Hunden) wiesen eine Erhdhung des IgG-Index ohne Erhéhung des
Albuminquotienten auf. Darunter fielen sieben Hunde mit ZNS-Entzindung, drei

Hunde mit Bandscheibenvorfall und zwei Hunde mit Tumor im Gehirn.

Bei den Entzindungen wurden morphologisch funf lymphozytare und zwei lympho-
monozytare Entzindungen nachgewiesen. Drei dieser Hunde litten an White-Dog-
Shaker-Disease, zwei an Staupeenzephalitis und einer an FSME. Bei dem siebten
Hund konnte keine atiologische Diagnose gestellt werden.

Einer der Tumore war ein Ependymom, der andere Tumor wurde nicht weiter

differenziert.
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Abbildung 14: Relative Anteile innerhalb der Krankheitsgruppen bei intrathekaler 1gG-
Produktion ohne Blut-Hirn-Schrankenstérung



2.4.4 Ubersichtstabelle zu 2.4.1 bis 2.4.3.2

Tabelle 22: Ubersichtstabelle (iber die relativen Anteile innerhalb der

Krankheitsgruppen fiir die einzelnen Befunde

73

Krankheitsgruppe
Befund Entz. Tumor Vorfall Orth. K. Id. Ep.
AQ u. lgG-Ind. 0.b.B. 9% 18% 78% 90% 100%
n=73(s.2.4.1)
Nur AQ erhéht 24% 46% 14% 10% 0%
n =20 (s.2.4.2)
IgG-Index erhoht 67% 36% 8% 0% 0%
n =29 (s.2.4.3)
IgG-Ind. u. AQ erhdht 46% 18% 0% 0% 0%
n =17 (s. 2.4.3.1)
Nur IgG-Ind. erhoht 21% 18% 8% 0% 0%
n=12(s.2.4.3.2)
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IV. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde der differenzialdiagnostische Nutzen des
Nachweises einer Blut-Hirn-Schrankenstorung und intrathekalen 1gG-Produktion bei
neurologisch erkrankten Hunden wuntersucht. Dazu wurde, =zusatzlich zur
konventionellen Liquordiagnostik, der Albumin- und IgG-Gehalt in Liquor und Serum
von 122 Hunden nephelometrisch bestimmt und daraus der Albuminquotient und
lgG-Index berechnet. Zur konventionellen Liquordiagnostik zahlten
Zellzahlbestimmunag, Zelldifferenzierung, Pandy-Test und quantitative
Gesamtproteinbestimmung. Alle 122 Hunde konnten eindeutig einer von funf
Krankheitsgruppen — Entzindung, Tumor, Bandscheibenvorfall, orthopadische

Krankheit, idiopathische Epilepsie — zugeordnet werden.

Ein Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die Bestimmung eines Liquorproteinprofils —
bestehend aus Albuminquotient als Indikator einer Blut-Hirn-Schrankenstérung und
lgG-Index als Indikator einer intrathekalen IgG-Produktion - eine sinnvolle
Erweiterung der konventionellen Liquordiagnostik beim Hund darstellt.

Bei zwolf der 122 Hunde (10%) konnten pathologische Veranderungen im Liquor nur
anhand des veranderten Liquorproteinprofils aufgezeigt werden, wahrend der
Gesamtproteingehalt im Liquor unauffallig erschien. Dazu zahlten zwei Hunde mit
White-Dog-Shaker-Disease, einer mit SRMA, einer mit Staupe, zwei mit
gemischtzelliger und einer mit lymphozytarer Entzindung ohne atiologischer
Diagnose, ein Hund mit Plexuskarzinom und vier Hunde mit Bandscheibenvorfall.
Alle diese Hunde hatten auch einen negativen Pandy-Test und Uberwiegend eine
unauffallige Zellzahl.

Die beiden Hunde mit White-Dog-Shaker-Disease hatten einen Gesamtproteingehalt
im Liquor von 10 mg/dl bzw. 18 mg/dl und keine Zellzahlerh6hung. Die Veranderung
ihres Liquorproteinprofils bestand in einer alleinigen Erhdhung des 1gG-Index (1,13
bzw. 1,52).

Bei dem Hund mit SRMA betrug der Gesamtproteingehalt im Liquor 20 mg/dl, die
Zellzahl war jedoch hochgradig erhoht. Der Veranderung seines Liquorproteinprofils

lag eine leichte Erhthung des Albuminquotienten zugrunde (3,71 x 1073).
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Der Hund mit Staupe hatte einen Gesamtproteingehalt im Liquor von 11 mg/dl und
keine Zellzahlerhbhung, ein Befund, wie er fur akute nicht-entzindliche
demyelinisierende Staupe nicht untypisch ist (Greene und Appel, 1998). Bei diesem
Hund bestand die Veranderung des Liquorproteinprofils in einer deutlichen Erhdhung
des Albuminquotienten (8,75 x 10'3) und einer geringgradigen Erhdhung des IgG-
Index (0,83).

Von den drei Hunden ohne atiologische Diagnose hatten die beiden mit
gemischtzelliger Entzindung einen Gesamtproteingehalt im Liquor von 14 mg/dl bzw.
23 mg/dl, aber beide eine Pleozytose. Bei beiden wurde eine leichte Erhdhung des
Albuminquotienten festgestellt (3,62 x 102 bzw. 3,88 x 10°). Der Hund mit
lymphozytarer Entziindung hatte einen Gesamtproteingehalt im Liquor von 25 mg/dl
und auch eine Pleozytose. Bei Ihm war der IgG-Index deutlich erhéht (5,59).

Bei dem Hund mit Plexuskarzinom war der Gesamtproteingehalt im Liquor mit
30 mg/dl grenzwertig und die Zellzahl unauffallig. Der Albuminquotient war jedoch
deutlich erhoht (5,28 x 107).

Die vier Hunde mit Bandscheibenvorfall hatten Gesamtproteingehalte im Liquor von
19 mg/dl, 10 mg/dl, 8 mg/dl und 27 mg/dl, bei unauffalliger Zellzahl. Bei dreien war
die Veranderung des Liquorproteinprofils auf eine uberwiegend geringgradige
Erhéhung des IgG-Index zurtickzuflhren (1,67 bzw. 0,72 bzw. 0,76) bei dem vierten

auf eine leichte Erhdhung des Albuminquotienten (4,26 x 107).

Andererseits war, wenn das Gesamtprotein im Liquor erhdht war, zu 97% auch das
Liquorproteinprofil verandert. Die Ausnahme war ein Hund mit Bandscheibenvorfall.
Dieser Hund hatte eine grenzwertige Erhdhung des Gesamtproteingehalts im Liquor
(31 mg/dl), wahrend das Liquorproteinprofil, der Pandy-Test und die Zellzahl

unauffallig waren.

Im Auftreten von intrathekaler 1gG-Produktion und Blut-Hirn-Schrankenstérung bei
den einzelnen Krankheitsgruppen herrschte groRe Ubereinstimmung mit anderen

Arbeiten. Die Details werden im nachfolgenden besprochen.
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e Entzindung (n = 33)

Innerhalb  dieser  Krankheitsgruppe wurde in 70% der Falle eine
Gesamtproteinerhohung im Liquor festgestellt. Eine Liquoralbuminerhohung zeigten
61% und eine Erhdhung des Albuminquotienten 70% der Hunde. Der IgG-Gehalt im
Liquor war in 88%, der IgG-Index in 67% der Falle erhdht. Mit diesen Werten
unterschieden sich Entzindungen in keinem Parameter signifikant von Tumoren,

aber in allen Parametern hoch signifikant von den anderen Krankheitsgruppen.

Fur die absoluten Messwerte ergab der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test bei
Entzindungen im Vergleich mit den anderen Krankheitsgruppen die hdochsten Werte
in allen Parametern auler dem Gesamtproteingehalt im Liquor. Der Wert beim
Gesamtproteingehalt lag knapp unterhalb dessen der Tumore. Auch in Bezug auf die
absoluten Werte gab es keine signifikanten Unterschiede zu Tumoren, aber hoch

signifikante Unterschiede zu allen anderen Krankheitsgruppen.

91% der Hunde mit Entzindungen hatten ein auffalliges Liquorproteinprofil. Das
waren 24% mit einer reinen Blut-Hirn-Schrankenstérung, 21% mit intrathekaler 19G-

Produktion ohne und 46% mit intrathekaler IgG-Produktion mit Schrankenstorung.

Eine reine Blut-Hirn-Schrankenstérung wurde bei einer SRMA und bei drei
granulozytaren, zwei gemischtzelligen, einer lymphozytaren und einer lympho-
monozytaren Entzindung, fur die keine &tiologischen Diagnosen vorlagen,
gesehen.

Intrathekale IgG-Produktion ohne Schrankenstérung zeigten alle drei White-Dog-
Shaker-Diseases, zwei Staupe, eine FSME und eine lymphozytare Entzindung
ohne atiologische Diagnose.

Intrathekale 1gG-Produkton mit Schrankenstorung zeigten alle zwei GMEs, zwei
FSMEs, eine SRMA, eine Staupe, eine Polyradikulitis und sechs gemischtzellige,
eine lymphozytare und eine granulozytare Entzindung ohne &tiologische
Diagnose.

Ein unverandertes Liquorproteinprofii wurde bei einer Staupe und einer
gemischtzelligen und einer granulozytaren Entzindung ohne atiologischer

Diagnose gesehen.
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Besonders interessant sind die drei Hunde mit White-Dog-Shaker-Disease. Alle drei
hatten keine Pleozytose, einen negativen Pandy-Test und zwei auch einen
unauffalligen Gesamtproteingehalt im Liquor, der dritte einen geringgradig erhdhten
Wert. Aber bei allen dreien konnte eine intrathekale IgG-Produktion ohne Blut-Hirn-
Schrankenstérung nachgewiesen werden. Die IgG-Indizes waren im Durchschnitt
deutlich erhoht (2,40), Gesamtprotein im Liquor und Albuminquotient unauffallig
(21,3 mg/dl; 1,58 x 107).

Als mogliche Ursachen der White-Dog-Shaker-Disease werden Viren oder ,immun-
mediierte“ Prozesse diskutiert (Oliver et al.,1997); bei beiden ist eine intrathekale
lgG-Produktion durchaus denkbar. Die Beobachtung, dass bei dieser Krankheit das
Gesamtprotein im Liquor nicht oder nur geringgradig erhoht ist, wurde auch von
Fenner (2000) gemacht. Die Blut-Hirn-Schranke und intrathekale 1gG-Produktion bei
White-Dog-Shaker-Disease wurden von anderen Autoren bisher nicht beurteilt.

In der Humanmedizin wurden ahnliche Beobachtungen bei Virusenzephalitiden und
Autoimmunprozessen wie beispielsweise systemischem Lupus erythematodes mit
ZNS-Beteiligung gemacht. Bei diesen Erkrankungen wurde sehr haufig eine
intrathekale 1gG-Produktion festgestellt, aber keine oder eine nur leichte Blut-Hirn-
Schrankenstoérung, sowie keine oder eine nur geringgradige Erhohung des
Gesamtproteins im Liquor und keine oder eine nur geringgradige Pleozytose
(Winfield et al., 1983; Hirohata et al., 1985; Graef et al., 1994; Felgenhauer, 1999).
Bei sehr schweren Lasionen des ZNS sahen Winfield et al. (1983) jedoch auch bei

systemischem Lupus erythematodes sekundar eine deutliche Schrankenstorung.

Von den drei Hunden mit FSME zeigten alle eine intrathekale 1IgG-Produktion, davon
zwei mit Blut-Hirn-Schrankenstorung. Einer davon hatte eine hochgradige
Pleozytose, aber einen negativen Pandy-Test. Von den anderen beiden lag keine
Zellzahlung und kein Pandy-Test vor. Der Gesamtproteingehalt im Liquor war bei
allen dreien deutlich erhoht. Die Mittelwerte des Gesamtproteins im Liquor,
Albuminquotienten und IgG-Index waren deutlich erhdht und die hdchsten aller in
dieser Arbeit vorkommenden Entziindungen (164 mg/dl; 9,39 x 107%; 2,51).

Auch Tipold et al. (1993 und 1994) haben eine intrathekale 1IgG-Produktion bei FSME

beschrieben, die Blut-Hirn-Schranke dabei aber nicht beurteilt.
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Beim Menschen geht die FSME ebenfalls mit einer Pleozytose, Blut-Hirn-
Schrankenstoérung und intrathekaler IgG-Produktion einher (Kaiser und Holzmann,
2000).

Vier Hunde mit Staupeenzephalitis wurden untersucht. Zwischen akuter und
chronischer Form wurde nicht differenziert. Drei Hunde hatten eine intrathekale 1gG-
Produktion, einer davon mit Blut-Hirn-Schrankenstérung. Eine Erhdéhung des
Gesamtproteingehalts im Liquor und ein positiver Pandy-Test lagen nur bei den
beiden Hunden mit isolierter intrathekaler IgG-Produktion vor. Eine Pleozytose wurde
nur in einem Fall nachgewiesen, bei einem der Hunde mit isolierter intrathekaler 1gG-
Produktion. Der Hund mit unauffalligem Liquorproteinprofil war auch in allen anderen
Liquoruntersuchungen unauffallig. Der Mittelwert des Gesamtproteingehalts im
Liquor war nicht erhoht (29 mg/dl), der des Albuminquotienten leicht erhoht
(4,42 x 10'3) und der des IgG-Index deutlich erhdht (2,47) und der zweithdchste aller
beurteilten Entziindungen.

Ahnliche Ergebnisse wurden in der Literatur berichtet. Vandevelde et al. (1986)
sahen eine intrathekale 1gG-Produktion ohne oder mit leichter Schrankenstorung bei
Staupe mit entzundlicher Demyelinisierung. Bei Staupe mit nicht-entzindlicher
Demyelinisierung konnten sie weder intrathekale IgG-Produktion noch
Schrankenstérung feststellen. Bichsel et al. (1984), Johnson et al. (1988) und Tipold
et al. (1993 und 1994) wiesen eine intrathekale 1gG-Produktion in allen Fallen
chronischer Staupe nach und keine oder nur eine geringgradige intrathekale 1gG-
Produktion bei akuter Staupe. Keine Schrankenstérungen beziehungsweise in einem
Drittel der Falle leichte Schrankenstérungen sahen Bichsel et al. (1984) bei akuter
und chronischer Staupe. Im Gegensatz dazu und auch zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit beobachteten Sorjonen et al. (1989) bei allen Hunden mit Staupe
Schrankenstérungen, am deutlichsten bei akuter Staupe.

Zwischen chronischer Staupe und SSPE beim Menschen, beide durch ein
Morbillivirus verursacht, bestehen viele Gemeinsamkeiten in den pathologischen
Auswirkungen auf das ZNS (Johnson et al.,, 1988). In Bezug auf die lokale
Immunglobulinproduktion und die Blut-Hirn-Schranke wurde auch bei SSPE vor allem
eine intrathekale 1gG-Produktion gesehen, leichte Schrankenstérungen konnten aber
nicht ausgeschlossen werden (Schliep und Felgenhauer, 1978; Silva et al., 1985;
Reiber, 1998; Felgenhauer, 1999).
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In beiden Fallen von GME wurde eine intrathekale IgG-Produktion mit Blut-Hirn-
Schrankenstoérung nachgewiesen. Beide hatten einen erhdhten Gesamtproteingehalt
im Liquor und Pleozytose, nur einer einen positiven Pandy-Test. Die Mittelwerte des
Gesamtproteins im Liquor, Albuminquotienten und IgG-Index waren leicht erhdht
(58 mg/dl; 5,56 x 107%; 1,09).

Damit Ubereinstimmende Beobachtungen wurden in der Literatur nur zur
intrathekalen 1gG-Produktion gemacht. Tipold et al. (1993 und 1994) sahen bei allen
ihren Hunden mit GME eine intrathekale IgG-Produktion, bei einem eine besonders
hohe. Die Blut-Hirn-Schranke wurde von ihnen nicht beurteilt. Bichsel et al. (1984)
untersuchten zwei Hunde mit GME und fanden bei einem eine isolierte intrathekale
IgG-Produktion, bei dem anderen eine massive isolierte Schrankenstorung. Auch

Sorjonen (1987) stellte massive Schrankenstérungen bei GME fest.

Zwei Hunde mit SRMA wurden beurteilt. Einer hatte eine intrathekale 1gG-Produktion
mit Blut-Hirn-Schrankenstérung, einen deutlich erhdhten Gesamtproteingehalt im
Liquor, einen zweifach positiven Pandy-Test und eine Pleozytose. Der andere hatte
eine isolierte Blut-Hirn-Schrankenstorung und eine deutliche Pleozytose, aber einen
unauffalligen Gesamtproteingehalt im Liquor und Pandy-Test. Die Mittelwerte des
Gesamtproteins im Liquor, Albuminquotienten und IgG-Index waren leicht erhdht
(74 mg/dl; 4,62 x 107 1,44).

Dagegen stellten Tipold et al. (1993 bzw. 1994) bei funf von sechs beziehungsweise
bei elf von zwolf Hunden mit SRM eine intrathekale IgG-Produktion fest. Die Blut-
Hirn-Schranke wurde dabei nicht beurteilt.

Auch bei ,immun-mediierten Enzephalitiden des Menschen wurde, wie schon
erwahnt, in den meisten Fallen eine intrathekale IgG-Produktion gesehen.
Schrankenstérungen konnen vereinzelt vorkommen, sind dann aber eher leicht
(Winfield et al., 1983; Hirohata et al., 1985; Graef et al., 1994).

Der eine Hund mit Polyradikulitis hatte eine intrathekale IgG-Produktion mit
dominierender Blut-Hirn-Schrankenstorung und eine Gesamtproteinerhdhung im
Liquor. Von ihm lag keine Zellzahlung und kein Pandy-Test vor. Der
Gesamtproteingehalt im Liquor lag bei 69 mg/dl, der Albuminquotient bei 8,40 x 10
und der IgG-Index geringgradig erhoht bei 1,0.
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Auch Murray und Cuddon (2002) stellten Blut-Hirn-Schrankenstérungen bei Hunden
mit Polyradikulitis fest, allerdings nur in lumbalem Liquor. Sie verglichen den
zisternalen und lumbalen Liquor von 15 Hunden mit Polyradikulitis mit dem von zehn
gesunden Kontrollhunden. Die Hunde mit Polyradikulitis hatten im lumbalen Liquor
einen signifikant hoheren Mittelwert des Albuminquotienten als die Kontrollgruppe,
nicht aber im zisternalen. Im IgG-Index gab es sowohl im zisternalen als auch im
lumbalen Liquor keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Tipold et
al. (1993) haben eine Erhdhung des IgG-Index bei einem Hund mit Polyradikulitis
beschrieben, den Grad der Erhdhung jedoch nicht beurteilt. Auch die Blut-Hirn-
Schranke wurde dabei nicht untersucht.

Die akute Polyradikulitis beim Hund wird als Tiermodel fur die akute axonale Form
des Guillain-Barré-Syndroms beim Menschen betrachtet. Schwellungen im Bereich
der Spinalwurzeln fuhren bei Guillain-Barré-Syndrom zu Liquorabflussbehinderungen
und damit zu teilweise hochgradigen Erhohungen des Albuminquotienten. Ein
typisches Bild ist dabei die albuminozytologische Dissoziation, eine Erhdhung des
Proteingehalts, vor allem des Albumins, bei normaler Zellzahl, am deutlichsten zu
sehen im lumbalen Liquor. Eine intrathekale 1gG-Produktion findet dabei nicht statt
(Schliep und Felgenhauer, 1978; Reiber, 1995 a; Felgenhauer, 1999; Murray und
Cuddon, 2002).

Die 18 Entziindungen unbekannter Atiologie verteilten sich morphologisch auf neun
gemischtzellige, funf granulozytare, drei lymphozytare und eine lympho-monozytare
Entzindung.

Bei den neun gemischtzelligen Entzindungen wurde in acht Fallen eine Blut-
Hirn-Schrankenstorung festgestellt, in sechs Fallen mit zusatzlicher intrathekaler 1gG-
Produktion. Alle sechs hatten eine Gesamtproteinerhhung im Liquor, funf eine
Pleozytose und zwei einen positiven Pandy-Test. In zwei Fallen wurde eine isolierte
Blut-Hirn-Schrankenstérung festgestellt. Beide hatten eine Pleozytose, aber einen
unauffalligen Liquorproteingehalt und Pandy-Test. Im verbleibenden Fall lag trotz
leichter Pleozytose keine Veranderung des Liquorproteinprofils vor. Auch das
Gesamtprotein im Liquor und der Pandy-Test waren unauffallig. Die Mittelwerte des
Gesamtproteins im Liquor, Albuminquotienten und IgG-Index waren leicht erhdht
(65 mg/dl; 5,49 x 107 1,50).
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Von den funf granulozytaren Entzindungen verliefen vier mit Blut-Hirn-
Schrankenstorung, davon eine zusatzlich mit intrathekaler IgG-Produktion. Diese vier
hatten eine Gesamtproteinerhdhung im Liquor, alle finf eine Pleozytose und einen
negativen Pandy-Test. Die Mittelwerte des Gesamtproteins im Liquor und
Albuminquotienten waren leicht erhéht (51 mg/dl; 5,40 x 10) und der des 1gG-Index
unauffallig (0,66).

Bei den drei lymphozytaren Entzindungen wurde eine intrathekale IgG-
Produktion ohne und eine mit Blut-Hirn-Schrankenstérung, sowie eine isolierte
Schrankenstorung festgestellt. Die Hunde mit Schrankenstorung hatten auch eine
Gesamtproteinerhohung im Liquor, alle drei eine Pleozytose und einen negativen
Pandy-Test. Die Mittelwerte des Gesamtproteins im Liquor und Albuminquotienten
waren leicht (44,3 mg/dl; 5,35 x 107°), der des IgG-Index deutlich erhoht (2,60).

Die lympho-monozytare Entzundung verlief mit einer isolierten Blut-Hirn-
Schrankenstorung, bei erhdhtem Liquorprotein, Pleozytose und negativem Pandy-
Test. Der Gesamtproteingehalt im Liquor lag bei 69 mg/dl, der Albuminquotient bei
8,73 x 107 und der IgG-Index bei 0,42.

Bei Entzindungen aller Zelltypen wurden in der vorliegenden Arbeit sowohl
intrathekale 1gG-Produktionen als auch Blut-Hirn-Schrankenstorungen festgestellt,
wobei die Schrankenstérungen immer Uberwogen. Diese Beobachtung machten
auch Bichsel et al. (1984).

In der Humanmedizin werden dagegen bei bakteriellen Enzephalitiden (dominant
granulozytares Zellbild) mittlere bis schwere Schrankenstorungen bis hin zu
Schrankenzusammenbrichen und bei viralen Enzephalitiden (dominant
mononukleares Zellbild) keine bis leichte Schrankenstérungen gesehen. Eine
intrathekale 1gG-Produktion kommt in beiden Fallen vor (Reiber, 1995 a;
Felgenhauer, 1999).

e Tumor (n=11)

Innerhalb  dieser  Krankheitsgruppe wurde in 73% der Falle eine
Gesamtproteinerhéhung im Liquor festgestellt. Eine Liquoralbuminerhéhung zeigten
64% und eine Erhdhung des Albuminquotienten auch 64% der Hunde. Der IgG-
Gehalt im Liquor war in 82%, der IgG-Index in 36% der Falle erhoht. Mit diesen

Werten unterschieden sich Tumore in keinem Parameter signifikant von
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Entzindungen, aber in allen Parametern aul3er dem Liquor-IgG signifikant bis hoch
signifikant von den anderen Krankheitsgruppen. Im Liquor-lgG unterschieden sich
Tumore signifikant von Bandscheibenvorfallen und hoch signifikant von

idiopathischer Epilepsie.

FUr die absoluten Messwerte ergab der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test bei
Tumoren im Vergleich mit den anderen Krankheitsgruppen die hochsten Werte im
Gesamtproteingehalt des Liquors, die zweithéchsten in allen anderen Parametern.
Auch in Bezug auf die absoluten Werte gab es keine signifikanten Unterschiede zu
Entzindungen. Signifikante bis hoch signifikante Unterschiede bestanden im
Gesamtproteingehalt und IgG-Gehalt im Liquor zu allen anderen Krankheitsgruppen,
im Liquoralbumingehalt und Albuminquotient zu Bandscheibenvorfallen und

idiopathischer Epilepsie, sowie im IgG-Index zu orthopadischen Krankheiten.

82% der Hunde mit Tumor hatten ein auffalliges Liquorproteinprofil. Das waren 46%
mit einer reinen Blut-Hirn-Schrankenstérung, 18% mit intrathekaler 19G-Produktion

ohne und 18% mit intrathekaler IgG-Produktion mit Schrankenstorung.

Eine reine Blut-Hirn-Schrankenstérung wurde bei zwei malignen Lymphomen,
einem Hypophysentumor, einem Plexuskarzinom und einem nicht weiter
differenzierten Tumor im Gehirn gesehen.

Intrathekale 19G-Produktion ohne Schrankenstdrung zeigten ein Ependymom und
ein nicht weiter differenzierter Tumor im Gehirn.

Intrathekale 1gG-Produkton mit Schrankenstdrung zeigten ein malignes Lymphom
und Gehirnmetastasen eines Lungentumors.

Ein unverandertes Liquorproteinprofii wurde bei einem Gliom und einem

Okulomotorius-Neurinom gesehen.

Drei Hunde mit malignem Lymphom wurden untersucht. Alle drei zeigten eine Blut-
Hirn-Schrankenstorung, davon einer mit zusatzlicher intrathekaler IgG-Produktion.
Dieser hatte einen positiven Pandy-Test und deutlich erhdhten Gesamtproteingehalt
im Liquor, aber keine Pleozytose. Die anderen beiden hatten einen leicht erhdhten
Gesamtproteingehalt im Liquor, einen negativen Pandy-Test, einer eine Pleozytose

und der andere einen unauffalligen Zellgehalt. Die Mittelwerte des Gesamtproteins im
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Liquor und Albuminquotienten waren leicht bis deutlich (97,3 mg/dl; 7,94 x 10'3), der
des IgG-Index leicht erhoht (1,05).

Auch Bichsel et al. (1984) wiesen bei einem Lymphosarkom eine intrathekale 1gG-
Produktion mit Blut-Hirn-Schrankenstérung nach. Von Tipold et al. (1993) wurde eine
intrathekale IgG-Produktion bei Lymphom beschrieben, die Blut-Hirn-Schranke dabei
aber nicht beurteilt.

Von den Hunden mit Tumoren der Neuroglia hatte einer ein Gliom und einer ein
Ependymom.

Bei dem Hund mit Gliom wurden keinerlei Veranderungen des Liquors festgestellt.
Auffallend war der Hund mit Ependymom. Er hatte eine isolierte intrathekale 1gG-
Produktion, Pleozytose und dreifach positiven Pandy-Test. Das Gesamtprotein im
Liquor war hochgradig erhoht (230 mg/dl), ebenso der IgG-Index (25,08), wahrend
der Albuminquotient sehr niedrig war (0,79 x 10'3). Bei diesem Hund wurde der mit
groRem Abstand hochste IgG-Index - der nachstfolgende Wert war 5,59 - aller
beteiligten Hunde gemessen. In der Sektion konnte eine Kompression der
angrenzenden Hirnareale mit sekundarer Entzindung festgestellt werden. Doch es
ist fraglich, ob die Entziundungsreaktion und die unmittelbare Nachbarschaft des
Tumors zum Liquorkompartiment ausreichen, um diesen extrem hohen IgG-Index zu
erklaren. Der betroffene Hund hatte mit einem Liquoralbumingehalt von 2,6 mg/I und
einem Albuminquotienten von 0,79 x 107 die niedrigsten Werte aller untersuchten
Hunde; in der Referenzgruppe von Fischer et al. (1999) wurden bei gesunden
Hunden 5 mg/l und 1,56 x 10 als niedrigste Werte gemessen. Woméglich hat die
extreme HoOhe dieses IgG-Index also auch mathematische Grinde. Auf diesen
Aspekt wird an spaterer Stelle noch intensiver eingegangen.

Bei Tumoren der Neuroglia wurden die intrathekale IgG-Produktion und die Blut-Hirn-
Schranke auch von Bichsel et al. (1984) beurteilt. Sie untersuchten drei Hunde mit
Oligodendrogliom und einen mit Glioblastom. Ihre Ergebnisse gleichen denen des
gerade beschriebenen Glioms, nicht aber denen des Ependymoms. Bei einem Hund
mit Oligodendrogliom wiesen sie eine leichte intrathekale IgG-Produktion, bei einem
zweiten eine leichte Schrankenstérung nach. Der dritte und der Hund mit Glioblastom

zeigten weder eine intrathekale IgG-Produktion noch eine Schrankenstérung.
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Ein Hund mit Hypophysentumor hatte eine isolierte Blut-Hirn-Schrankenstérung. Die
Zellzahl war unauffallig, der Pandy-Test negativ, der Gesamtproteingehalt im Liquor
und der Albuminquotient waren leicht erhoht (32 mg/dl; 4,18 x 107).

Bichsel et al. (1984) untersuchten einen Hund mit hypophysarem Retikulosarkom.

Dieser hatte keine intrathekale |gG-Produktion, aber auch keine Schrankenstorung.

Auch bei einem Hund mit Plexuskarzinom wurde eine isolierte Blut-Hirn-
Schrankenstérung festgestellt. Es lag keine Pleozytose, ein negativer Pandy-Test,
keine Erhohung des Liquorproteins (30 mg/dl) und ein leicht erhohter
Albuminquotient (5,28 x 10°) vor.

Ein Hund mit Gehirnmetastasen eines Lungentumors wies eine intrathekale 1gG-
Produktion mit Blut-Hirn-Schrankenstorung auf. Er hatte eine unauffallige Zellzahl,
einen negativen Pandy-Test, einen deutlich erhdhten Gesamtproteingehalt im Liquor
und IgG-Index (131 mg/dl; 2,60) und einen leicht erhdhten Albuminquotienten
(4,11 x 10).

Bei einem Hund mit Okulomotorius-Neurinom wurden keinerlei Veranderungen des

Liquors festgestellt.

Von zwei Hunden mit nicht weiter differenziertem Tumor im Gehirn hatte einer eine
isolierte Blut-Hirn-Schrankenstorung und der andere eine isolierte intrathekale 1g9G-
Produktion. Beide hatten keine Pleozytose, einen negativen Pandy-Test und leicht
erhdhtes Gesamtprotein im Liquor (42 mg/dl bzw. 57 mg/dl). Der eine hatte einen
leicht erhdhten Albuminquotienten (4,56 x 107), der andere einen leicht erhéhten
lgG-Index (0,75).

In der vorliegenden Arbeit hatten alle Hunde mit ZNS-Tumor aufl’er dem mit
Ependymom normale oder nur leicht erhdhte IgG-Indizes. Die Blut-Hirn-Schranke
war haufig leicht gestort. Damit Ubereinstimmende Beobachtungen beim IgG-Index
machten sowohl Bichsel et al. (1984) als auch Tipold et al. (1993). Bei der
Beurteilung der Blut-Hirn-Schranke stellten Bichsel et al. (1984) und Sorjonen (1987)

aber eher schwere Stérungen fest.
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Dagegen werden in der Humanmedizin bei primaren Hirntumoren, mit der Ausnahme
von Dysgerminom und Non-Hodgkin-Lymphom, reine Schrankenstorungen
beschrieben (Schliep und Felgenhauer, 1978; Reiber, 1980; Reiber, 1995 a;
Felgenhauer, 1999). Felgenhauer (1999) beurteilte die Blut-Hirn-Schrankenstorung

bei Glioblastomen als leicht, die bei Lymphomen und Metastasen als mittel.

Bei sechs der elf Hunde mit Tumor war die Zellzahl unauffallig und das
Gesamtprotein im Liquor zum Teil deutlich erhdht, bei finf davon auch das
Liquoralbumin. Diese albuminozytologische Dissoziation ist typisch fur stenosierende
Tumore des Zentralnervensystems, beim Menschen auch fur das Guillain-Barré-

Syndrom.

e Bandscheibenvorfall (n = 37)

Innerhalb  dieser  Krankheitsgruppe wurde in 14% der Falle eine
Gesamtproteinerhohung im Liquor festgestellt. Eine Liquoralbuminerhohung zeigten
11% und eine Erhdhung des Albuminquotienten ebenfalls 11% der Hunde. Der IgG-
Gehalt im Liquor war in 43%, der IgG-Index in 8% der Falle erhdht. Mit diesen
Werten unterschieden sich Bandscheibenvorfalle in keinem Parameter signifikant von
orthopadischen Krankheiten, aber in allen Parametern signifikant bis hoch signifikant
von Entzindungen und Tumoren, im Liquor-lgG auch signifikant von idiopathischer

Epilepsie.

FUr die HOhe der absoluten Messwerte ergab der nichtparametrische Kruskal-Wallis-
Test bei Bandscheibenvorfallen im Vergleich mit den anderen Krankheitsgruppen
Rang drei im IgG-Index und Rang vier in allen anderen Parametern. Auch in Bezug
auf die absoluten Werte gab es keine signifikanten Unterschiede zu orthopadischen
Krankheiten. Signifikante bis hoch signifikante Unterschiede bestanden im
Gesamtproteingehalt und Albumingehalt im Liquor zu Entzindungen, Tumoren und
idiopathischer Epilepsie, im Albuminquotient und IgG-Gehalt im Liquor zu

Entzindungen und Tumoren, sowie im IgG-Index zu Entzindungen.
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22% der Hunde mit Bandscheibenvorfall hatten ein auffalliges Liquorproteinprofil.
Das waren 14% (funf Hunde) mit einer reinen Blut-Hirn-Schrankenstorung und 8%

(drei Hunde) mit einer reinen intrathekalen 1gG-Produktion.

Die funf Hunde mit isolierter Blut-Hirn-Schrankenstérung hatten leicht erhdhte
Albuminquotienten (4,04 x 10 bis 5,76 x 10°). Vier davon hatten ein leicht
erhdhtes Gesamtprotein im Liquor (33 mg/dl bis 65 mg/dl), einer einen positiven
Pandy-Test und keiner eine Pleozytose.

Bei den drei Hunden mit intrathekaler IlgG-Produktion waren die IgG-Indizes leicht
erhoht (0,72 bis 1,67), Gesamtprotein im Liquor, Pandy-Test und Zellzahl aber
unauffallig.

Von den 29 Hunden ohne Liquorproteinveranderung hatten alle einen
unauffalligen Pandy-Test und keine Pleozytose, aber einer eine leichte Erhdhung
des Gesamtproteingehalts im Liquor (31 mg/dl).

Diese Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen anderer Autoren Uberein. So
stellten auch Bichsel et al. (1984) isolierte leichte Blut-Hirn-Schrankenstorungen bei
drei von zehn Hunden mit Bandscheibenvorfall fest. Sorjonen (1987) berichtete
ebenfalls von leichten Schrankenstérungen bei Hunden mit Bandscheibenvorfall,
ohne eine intrathekale 1gG-Produktion zu bericksichtigen. Tipold et al. (1993) fanden
bei Hunden mit Bandscheibenvorfall Uberwiegend normale, zum Teil leicht erhohte
IgG-Indizes, die Blut-Hirn-Schranke wurde dabei nicht beurteilt.

Auch beim Menschen beschrieben Schliep und Felgenhauer (1978) Blut-Hirn-
Schrankenstérungen bei zervikalem Bandscheibenvorfall. Der Grad der Stérung hing
vom Ausmall des Vorfalls ab, wobei ein zusatzlicher vaskularer Einfluss nicht
ausgeschlossen werden konnte. Ob eine intrathekale |gG-Produktion stattfand,
beurteilten sie nicht. Rao und Boker (1987) sahen bei 8% ihrer Patienten mit
lumbalem Bandscheibenvorfall eine intrathekale IgG-Produktion mit Blut-Hirn-

Schrankenstérung.

e Orthopadische Krankheiten (n = 20)

Innerhalb  dieser  Krankheitsgruppe wurde in 10% der Falle eine

Gesamtproteinerhéhung im Liquor festgestellt. Eine Liquoralbuminerhéhung zeigten
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15% und eine geringgradige Erhdhung des Albuminquotienten 10% der Hunde. Der
lgG-Gehalt im Liquor war in 45%, der IgG-Index jedoch in keinem Fall erhoht. Mit
diesen Werten unterschieden sich orthopadische Krankheiten in keinem Parameter
signifikant von Bandscheibenvorfallen, aber in allen Parametern hoch signifikant von
Entzindungen. Sie unterschieden sich signifikant bis hoch signifikant in allen
Parametern aul3er dem IgG-Gehalt im Liquor von Tumoren und im IgG-Gehalt im

Liguor hoch signifikant von idiopathischer Epilepsie.

FUr die HOhe der absoluten Messwerte ergab der nichtparametrische Kruskal-Wallis-
Test fur orthopadische Krankheiten im Vergleich mit den anderen Krankheitsgruppen
Rang funf im 1gG-Index und Rang drei in allen anderen Parametern. Auch in Bezug
auf die absoluten Werte gab es keine signifikanten Unterschiede zu orthopadischen
Krankheiten. Hoch signifikante Unterschiede bestanden in allen Parametern zu
Entzindungen, signifikante  bis  hoch  signifikante Unterschiede im
Liquorproteingehalt, Liquor-lgG-Gehalt und IgG-Index zu Tumoren, sowie im
Liquorproteingehalt, Liquoralbumingehalt, Alouminquotient und Liquor-lgG-Gehalt zu

idiopathischer Epilepsie.

10% der Hunde mit orthopadischer Krankheit hatten ein auffalliges
Liquorproteinprofil. Das waren zwei Hunde mit einer isolierten Blut-Hirn-

Schrankenstorung.

Beide Hunde mit isolierter Blut-Hirn-Schrankenstérung hatten einen leicht
erhohten Albuminquotienten (3,85 x 10 bzw. 6,42 x 10), eine leichte Erhéhung
des Gesamtproteingehalts im Liquor (41 mg/dl bzw. 55 mg/dl), aber keine
Veranderung im Pandy-Test und in der Zellzahl.

Von den 18 Hunden ohne Liquorproteinveranderung zeigte keiner Auffalligkeiten

im Gesamtproteingehalt im Liquor, im Pandy-Test und in der Zellzahl.

Die Blut-Hirn-Schranke und intrathekale IgG-Produktion wurde von anderen Autoren

bei orthopadischen Krankheiten nicht beurteilt.

Die Krankheitsgruppe ,orthopadische Krankheiten“ war als Kontrollgruppe gedacht,

da in dieser Gruppe keine Veranderung des Liquorproteinprofils zu erwarten war.
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Spricht dann dieses Ergebnis gegen die Spezivitdt des Albuminquotienten als
Indikator einer Blut-Hirn-Schrankenstorung?

Bei beiden Hunden mit erhdhtem Albuminquotienten konnten die orthopadischen
Befunde, eine hochgradige beidseitige Coxarthrose und eine Subluxation im rechten
Huftgelenk, die Schrankenstorung nicht erklaren. Auch eine Myelographie ergab in
beiden Fallen keinen pathologischen Befund. Bei beiden Hunden war allerdings auch
der Gesamtproteingehalt im Liquor erhoht. Das deutet auf eine parallel verlaufende
zweite Erkrankung hin, die den pathologischen Liquorbefund womdglich hatte
erklaren konnen, zum Zeitpunkt der Untersuchungen aber nicht nachweisbar war.
Die Kritik muss also eher an der Auswahl der Kontrollgruppe ansetzen als an der

Eignung des Albuminquotienten als Indikator einer Blut-Hirn-Schrankenstérung.

e |diopathische Epilepsie (n = 21)

Innerhalb dieser Krankheitsgruppe waren der Gesamtproteingehalt im Liquor der
Liquoralbumingehalt, der Albuminquotient und der IgG-Index in keinem Fall erhoht.
5% der Hunde zeigten eine Erhohung des 1gG-Gehalts im Liquor. Mit diesen Werten
unterschied sich idiopathische Epilepsie hoch signifikant in allen Parametern von
Entziindungen und Tumoren und im Liquor-IgG-Gehalt von Bandscheibenvorfallen

und orthopadischen Krankheiten.

Fur die Hohe der absoluten Messwerte ergab der nichtparametrische Kruskal-Wallis-
Test fUr idiopathische Epilepsie im Vergleich mit den anderen Krankheitsgruppen
Rang vier im 1gG-Index und Rang funf in allen anderen Parametern. In Bezug auf die
absoluten Werte gab es hoch signifikanten Unterschiede zu Entzindungen in allen
Parametern, zu Tumoren und orthopadischen Krankheiten in allen Parametern auller
dem IgG-Index, sowie signifikante bis hoch signifikante Unterschiede zu

Bandscheibenvorfallen im Liquorproteingehalt und Liquoralbumingehalt.

Kein Hund mit idiopathischer Epilepsie hatte ein auffalliges Liquorproteinprofil, was
so auch erwartet wurde. Ein Hund hatte eine leichte Erhéhung des IgG-Gehalts im
Liquor (17 mg/l), sonst waren alle Liquoruntersuchungen in dieser Krankheitsgruppe
unauffallig. Von anderen Autoren wurde das Liquorproteinprofil bei Hunden mit
idiopathischer Epilepsie bisher nicht beurteilt.
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Hat die Bestimmung des Liquorproteinprofils einen differenzialdiagnostischen
Nutzen?

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kombination aus konventioneller Liquordiagnostik
und differenzierter Proteinbestimmung im Liquor eine hdhere Sensitivitat aufweist als
die konventionelle Liquordiagnostik alleine. Die Hohe der Werte und die Anzahl
veranderter Werte des IgG-Index oder Albuminquotienten sind jedoch nicht far
bestimmte Krankheiten oder Krankheitsgruppen spezifisch. Der
differenzialdiagnostische Nutzen besteht also weniger in der Maoglichkeit einer
Zuordnung zu einer bestimmten Krankheit als in der Mdglichkeit der Unterscheidung
von ,unverandert” und ,verandert®. Dieser Nutzen wird in dieser Arbeit besonders am
Beispiel der Hunde mit White-Dog-Shaker-Disease und idiopathischer Epilepsie
deutlich.

Wunschenswert ware gewesen vor allem bei den Entzindungen haufiger auch eine
atiologische Diagnose zu haben. Da die Hunde aber alle aus dem normalen
Patientengut der Kliniken stammten, waren die diagnostischen Moglichkeiten
teilweise durch den Wunsch der Patientenbesitzer limitiert. Das kann sicher in
einzelnen Fallen auch dazu gefuhrt haben, dass bei eigentlich multimorbiden Tieren
letztendlich nur eine Krankheit erkannt wurde. Aullerdem flhrten die strengen
Kriterien bei der Zuteilung zu einer Krankheitsgruppe dazu, dass zahlreiche Hunde in
dieser Arbeit keine Berucksichtigung fanden, obwohl ein Verdacht auf eine
bestimmte Krankheit bestand. Dazu zahlten beispielsweise viele Hunde, bei denen
zwar die Anamnese, die neurologische Untersuchung und die Computertomographie
den Verdacht auf einen Tumor nahe legten, aber keine (histo-) pathologische
Untersuchung des betroffenen Bereichs durchgefuhrt werden konnte. Das erklart die
geringe Anzahl der Tumore in dieser Arbeit.

Die Krankheitsgruppen Entziindung und Tumor sind in sich sehr inhomogen.
Es ware sicherlich sinnvoller nicht die Krankheitsgruppen sondern nur die einzelnen
Krankheiten vergleichend zu betrachten. Aus genannten Grinden ist die Anzahl der
einzelnen Krankheiten in dieser Arbeit aber sehr niedrig, so dass keine
reprasentativen Aussagen hatten getroffen werden konnen. Daher wurde sich darauf
beschrankt, Tendenzen aufzuzeigen. Diese Tendenzen zu verifizieren, konnte das

Ziel zukunftiger Untersuchungen sein.
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Die HOohe des IgG-Gehalts im Liquor ist von drei Faktoren abhangig, dem IgG-Gehalt
im Serum, dem Status der Blut-Hirn-Schranke und von der intrathekalen 1gG-
Produktion. Der absolute IgG-Gehalt im Liquor kann deshalb nicht als Indikator einer
intrathekalen 1gG-Produktion in Erwagung gezogen werden. Stattdessen wurden in
der Humanmedizin zahlreiche mathematische Modelle entworfen, von denen die
Intrathekale Syntheserate nach Tourtellotte (1975), das Modell nach Reiber und
Felgenhauer (1987) und der IgG-Index nach Link und Tibbling (Tibbling et al., 1977)
in der Routinediagnostik verbreitet angewendet werden. Die Intrathekale
Syntheserate nach Tourtellotte und das Modell nach Reiber und Felgenhauer
basieren beide auf empirischen Erkenntnissen und werden von den Autoren anhand
neuerer Patientendaten auch immer wieder aktualisiert. Sie sind also am Menschen
fur den Menschen entwickelt und ihr Einsatz in der Tiermedizin ware zumindest
fraglich. Der 1gG-Index dagegen ist ein rein mathematisches Modell, entwickelt auf
der Grundlage theoretischer Uberlegungen.

In der Tiermedizin wird deshalb zum quantitativen Nachweis intrathekal gebildeten
IgGs der IgG-Index verwendet. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen sehr
anschaulich, dass der IgG-Index das Auftreten einer intrathekalen 1gG-Produktion
deutlich besser eingrenzt als der IgG-Gehalt im Liquor. Wahrend beispielsweise
Hunde mit orthopadischen Krankheiten zu 45% und Hunde mit idiopathischer
Epilepsie zu 5% Erhéhungen des IgG-Gehalts im Liquor aufwiesen, zeigte
erwartungsgemaf keiner dieser Hunde eine Erhohung des IgG-Index.

Poloni et al. (1979) machen darauf aufmerksam, dass der Berechnung des IgG-Index
die Bestimmung von vier Proteinkonzentrationen zugrunde liegt, die als vier
unabhangige, mit einem gewissen Grad an Ungenauigkeit behaftete Variablen
angesehen werden konnen. Alleine ein niedriges Liquoralbumin oder Serum-IgG bei
sonst normalen Werten reicht aus, den IgG-Index zu erhdhen. Ein Problem, das von
Bichsel et al. (1984) bei gesunden Hunden und in der vorliegenden Arbeit bei einem
Hund mit Ependymom beobachtet wurde. In der Humanmedizin wird unter anderem
aus solchen Grunden heutzutage die Kombination aus quantitativem IgG-Nachweis
und qualitativem Nachweis oligoklonaler Immunglobulinbanden mittels isoelektrischer
Fokusierung als Standard in der MS-Diagnostik formuliert (Andersson et al., 1994).
Inwieweit das auch eine sinnvolle Erganzung der IgG-Index-Bestimmung beim Hund

darstellen kdnnte, musste in entsprechenden Versuchsreihen untersucht werden.
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Die Ubrigen Ergebnisse dieser Arbeit und die Vergleiche mit den anderen Autoren
sprechen jedoch daflr, dass der IgG-Index auch alleine geeignet ist, intrathekale
IgG-Produktion beim Hund nachzuweisen. Der in dieser Arbeit verwendete
Referenzbereich von 0,1 - 0,7 (Fischer et al., 1999), der niedriger als die in
vergleichbaren Arbeiten verwendeten Referenzbereiche (Bichsel et al., 1984,
Vandevelde et al., 1986; Johnson et al., 1988; Tipold et al., 1993 und 1994), aber
ahnlich den Referenzbereichen beim Menschen ist (Tibbling et al., 1977; Poloni et
al., 1979; Souverijn et al., 1991; Ohmann et al., 1992; Syndulko et al., 1993; Blennow

et al., 1994; Felgenhauer, 1999), erscheint als fur die klinische Anwendung geeignet.

Krakowka et al. (1981), Bichsel et al. (1984) und Vandevelde et al. (1986) berichten
von einer grof3en Variation der Albuminkonzentrationen im Liquor bei gesunden
Hunden, die nicht eng mit den Serumalbuminkonzentrationen korrelieren und ziehen
deshalb den absoluten Albumingehalt im Liquor als Maf3 der Blut-Hirn-Schranke dem
Albuminquotienten vor. Diese Erfahrung konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
geteilt werden. Akzeptiert man die Hunde mit idiopathischer Epilepsie als
Kontrollgruppe, kommt man zu ahnlichen Ergebnissen wie Fischer et al. (1999) bei
gesunden Hunden. Der absolute Albumingehalt im Liquor lag zwischen 4 mg/dl und
9,7 mg/dl (5 und 11,8 mg/dl), der Mittelwert bei 5,9 mg/dl (8,6 mg/dl) und die
Standardabweichung bei 1,4 mg/dl (1,4 mg/dl). FUr den Albuminquotienten ergaben
sich Werte zwischen 1,09 x 10 und 2,86 x 10° (1,56 x 10° und 3,45 x 10), ein
Mittelwert von 1,8 x 10° (2,7 x 10) und eine Standardabweichung von 0,5 x 10
(0,4 x 10°). Die Angaben in Klammern geben die Referenzwerte von Fischer et al.
(1999) wieder.

Vielmehr scheint der Albuminquotient dem absoluten Albumingehalt als Indikator
einer Schrankenstorung Uberlegen. Bei 33 Hunden bestand zwischen beiden
Parametern eine Ubereinstimmung in den erhéhten Werten, bei finf Hunden jedoch
nicht. Bei drei Hunden mit gemischtzelliger Entzindung, davon eine GME, und bei
einem Hund mit Bandscheibenvorfall gab nur der Albuminquotient Hinweise auf eine
Schrankenstérung, wahrend der Liquoralbumingehalt unauffallig war. Sowohl bei
GME, als auch bei Bandscheibenvorfallen berichten aber auch andere Autoren von
einer Schrankenstorung (Bichsel et al., 1984; Sorjonen, 1987). Umgekehrt verhielt es

sich bei dem flnften Hund. Dieser hatte einen erhdohten Liquoralbumingehalt bei
einem unauffalligen Albuminquotienten. Der Hund litt an einer orthopadischen
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Erkrankung (Zustand nach Implantatentfernung am rechten Knie), bei der eine
Schrankenstérung eindeutig ausgeschlossen werden konnte. Auch dieser Fall spricht

also wie schon die vier vorherigen fiir die Uberlegenheit des Albuminquotienten
gegenuber dem absoluten Albumingehalt als Indikator einer Blut-Hirn-
Schrankenstérung.

In der Humanmedizin wird der Albuminquotient langst als der beste Indikator einer
Blut-Hirn-Schrankenstérung akzeptiert (Schliep und Felgenhauer, 1978; Andersson
et al., 1994; Blennow et al., 1994). Die Bedenken von Krakowka et al. (1981), Bichsel
et al. (1984) und Vandevelde et al. (1986) gegenuber der Anwendung des
Albuminquotienten als Mal} der Blut-Hirn-Schrankenfunktion beim Hund haben sich
in dieser Arbeit nicht bestatigt. Vielmehr lassen die Ergebnisse und die Vergleiche
mit anderen Autoren den Albuminquotient auch beim Hund als geeigneten Indikator
einer Blut-Hirn-Schrankenstérung und den verwendeten Referenzbereich
(1,9 — 3,5 x 10®) von Fischer et al. (1999) als fiir die klinische Anwendung geeignet
erscheinen. Dieser Referenzbereich liegt deutlich unter den in der Humanmedizin

verwendeten Referenzbereichen (Wick et al., 1987; Felgenhauer, 1999).

Die Nephelometrie hat sich als eine geeignete Methode zur Aufdeckung von Blut-
Hirn-Schrankenstérungen und intrathekaler lIgG-Produktion beim Hund erwiesen.
Wiederfindungsmessungen und Prazisionskontrollen in Serie und von Tag zu Tag
konnten eine hohe Genauigkeit und Stabilitdt dieses Verfahrens aufzeigen. Die
Abweichungen bei den Wiederfindungsmessungen waren nie grofer als 10% und
betrugen im Mittel 5%. Die Variationskoeffizienten der Prazisionsmessungen in Serie
lagen bei 3%, die der Prazisionsmessungen von Tag zu Tag bei 3 — 7%. Die
Durchfihrung der Messungen ist sehr einfach, wenn die zu messenden Parameter
einmal in das Computerprogramm des Gerats eingegeben sind.

Allerdings ist die Nephelometrie nicht zur Messung einzelner Proben geeignet. Dazu
ist sie zu kostenintensiv, da eine stérungsfreie Messung relativ gro3e Totvolumen an
Antiseren bendtigt und diese teuer sind. Aullerdem muss, wenn das Nephelometer
nicht in einem klimatisierten Raum steht, aufgrund der Temperaturabhangigkeit der
Antigen-Antikorper-Reaktion an jedem Messtag neu kalibriert werden, was den Zeit-
und Kostenaufwand zusatzlich deutlich erhoht. Als nachteilig hat sich auch das mit
300 pl recht groRe Mindestvolumen der Proben herausgestellt.
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In dieser Arbeit wurde erstmals ein Liquorproteinprofil beim Hund anhand des IgG-
Index und des Albuminquotienten bestimmt. In allen bisherigen Arbeiten wurde dazu
entweder nur der IgG-Index oder der IgG-Index beziehungsweise der IgG-Gehalt des

Liquors zusammen mit dem absoluten Liquoralbumingehalt verwendet.

Es konnte gezeigt werden:

e Der IgG-Index und der verwendete Referenzbereich eignen sich als Indikator
einer intrathekalen 1gG-Produktion beim Hund.

e Der Albuminquotient und der verwendete Referenzbereich eignen sich als
Indikator einer Blut-Hirn-Schrankenstérung beim Hund.

e Die Nephelometrie ist eine geeignete Methode zur Bestimmung dieser beiden
Parameter.

e Die Bestimmung des IgG-Index und Albuminquotienten ist eine sinnvolle
Erganzung der Routinediagnostik. Bei 14% der Hunde, bei denen der
Gesamtproteingehalt im Liquor keine Veranderung aufzeigte, konnten der IgG-
Index und der Albuminquotient jedoch einen pathologischen Liquorbefund

aufdecken.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde der differenzialdiagnostische Nutzen des IgG-Index
und des Albuminquotienten bei neurologisch erkrankten Hunden beurteilt und der
Frage nachgegangen, ob die Bestimmung dieser beiden Parameter eine sinnvolle
Erweiterung der konventionellen Liquordiagnostik darstellt. Der IgG-Index diente als
Indikator einer intrathekalen 1gG-Produktion und der Albuminquotient als Indikator

einer Blut-Hirn-Schrankenstorung.

Von 122 Hunden wurden die Albumin- und IgG-Konzentrationen in Liquor und Serum
nephelometrisch bestimmt und daraus der Albuminquotient und IgG-Index berechnet.
Zur konventionellen Liquordiagnostik gehorten Zellzahlung, Zelldifferenzierung,
Pandy-Test und quantitative Proteinbestimmung. Alle 122 Hunde konnten einer von
funf Krankheitsgruppen zugeordnet werden: Entziindung (n = 33), Tumor (n = 11),
Bandscheibenvorfall (n = 37), orthopadische Krankheit (n = 20) und idiopathische
Epilepsie (n = 21).

Bei 10% aller untersuchten Hunde (12 von 122) konnte der pathologische
Liquorbefund nur durch den IgG-Index oder Albuminquotienten aufgedeckt werden,
wahrend das Gesamtprotein unauffallig war. Dies entsprach 14% aller Hunde mit
unauffalligem Gesamteiweild. Darunter befanden sich Hunde mit White-Dog-Shaker-
Disease, Staupe, SRMA und Plexuskarzinom. Andererseits, wenn bei einem Hund
das Gesamtprotein im Liquor erhdht war, so war zu 97% auch der IgG-Index oder der

Albuminquotient erhoht.

Von den Hunden aus der Gruppe der Entzindungen zeigten 67% eine Erhdhungen
des IgG-Index und 70% eine Erhéhungen des Albuminquotienten. Bei 46% der Tiere
waren beide Parameter erhdht. Die héchsten Veranderungen waren bei den Hunden
mit FSME zu beobachten. Hunde mit White-Dog-Shaker-Disease waren die einzigen,
die ausschlieBlich eine Erhohung des IgG-Index aufwiesen. Von den Tumor-
Patienten zeigten 36% eine Erhdhung des IgG-Index und 64% eine Erhéhung des
Albuminquotienten. Bei 18% der Tiere waren beide Parameter erhoht. Bei einem

Ependymom wurde der hochste aller IgG-Indizes gemessen. Patienten mit
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Bandscheibenvorfallen hatten zu 8% eine geringgradige Erhdhung des 1gG-Index, zu
14% eine geringgradige Erhdhung des Albuminquotienten und nie eine Kombination
aus beiden. Von den Hunden mit orthopadischen Krankheiten war bei zweien (10%)
eine leichte Erhéhung des Gesamtproteingehalts im Liquor wund des
Albuminquotienten festzustellen, die mit dem orthopadischen Befund nicht zu
erklaren war und eine zusatzliche neurologische Krankheit indizierte. Bei
idiopathischer Epilepsie traten erwartungsgemaf keine Veranderungen auf.

Auch wenn es zwischen einzelnen Krankheitsgruppen zum Teil hoch signifikante
Unterschiede gab, so unterschied sich eine Gruppe in den beiden Parametern doch
nie signifikant von allen Krankheitsgruppen — weder in der absoluten Hohe ihrer

Werte, noch im Anteil an veranderten Werten.

Bei Hunden mit neurologischem Befund, ohne erhohtem Gesamtprotein, konnen 1gG-
Index und Albuminquotient helfen, einen pathologischen Liquorbefund Uberhaupt zu
erkennen. Aus diesem Grund wird die IgG-Index- und Albuminquotient-Bestimmung
in Zukunft eine nitzliche Erweiterung der routinemafig durchgeflhrten Diagnostik

von neurologisch erkrankten Hunden darstellen.
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SUMMARY

Investigation of IgG index and albumin quotient for the differential diagnosis of

dogs with neurological diseases

In the present study the benefit of IgG index and albumin quotient for the differential
diagnosis in dogs with neurological diseases was investigated. The question whether
the determination of these two parameters is a convenient extension of the
conventional cerebrospinal fluid (CSF) examination was explored. The IgG index
served as an indicator for intrathecal IgG synthesis, the albumin quotient as an

indicator for disturbances in the blood-brain barrier.

The concentrations of albumin and IgG in CSF and serum of 122 dogs were
determined with the help of nephelometry, followed by the calculation of the albumin
quotient and IgG index. The conventional CSF examination included cell count, cell
morphology, Pandy’s test, and protein content. All 122 dogs could be categorized
into five different groups according to the clinical and pathological findings:
inflammatory diseases (n = 33), tumors (n = 11), disc prolaps (n = 37), orthopedic

diseases (n = 20), and idiopathic epilepsy (n = 21).

In 10% of the examined dogs (12 of 122), pathological findings of the cerebrospinal
fluid could only be exposed with the help of IgG index or albumin quotient, with the
total protein level being normal. This result was equivalent to 14% of the dogs with
normal total protein levels. Among these patients were dogs with white dog shaker
disease, distemper, steroid responsive meningitis arteritis, and plexus carcinoma. On
the other side, dogs with increased CSF total protein had a 97% chance of increased

IgG index or albumin quotient.

67% of the dogs with inflammatory diseases showed an increase in IgG index and
70% an increase in albumin quotient. In 46% of these animals both parameters were
elevated. Maximum changes were observed in dogs with central European tick-borne
encephalitis. Dogs with white dog shaker disease were the only ones to exhibit an

exclusive increase in the IgG index. 36% of the patients with tumors showed an



97

increase in 1gG index and 64% an increase in albumin quotient. In 18% of the
animals both parameters were elevated. The highest level of all IgG indices was
obtained in a patient with an ependymoma. Patients with disc prolapse showed in 8%
of the cases a mild increase in IgG index and in 14% a mild increase in albumin
quotient, but never a combination of both. In dogs with orthopedic diseases, two
(10%) had a slight increase in CSF total protein and albumin quotient, which could
not be explained with the orthopedic findings and which indicated an additional
neurological disease. As expected, no changes occurred with idiopathic epilepsy.

Even when there were highly significant differences between the single groups of
patients, one group never differed significantly from all of the others groups in both

parameters — neither in absolute levels nor in the proportion of altered values.

In dogs with neurological symptoms without increased levels of protein, IgG index
and albumin quotient can help to identify pathological findings of the cerebrospinal
fluid. In the future, the determination of IgG index and albumin quotient will be an
useful extension of the routinely used CSF examination in dogs with neurological

diseases.
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