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|. EINLEITUNG

Erhohte Serumharnsaurelevel (Hyperurikamie) kdnnen zur Ablagerung von
Harnsaurekristallen auf viszeralen Hauten und in und um periphere Gelenke
fuhren. Ist dies der Fall, spricht man von Viszeral- oder Gelenksgicht
(Krautwald-Junghanns, 2011). In der Tiermedizin kommt dieses Krankheitsbild
nur bei urikotelen Tieren vor. Diese scheiden ihre giftigen Stickstoffverbindun-
gen des Stoffwechsels in Form von Harnséaure aus. Zu diesen Spezies geho-
ren beispielsweise Reptilien, Vogel und Insekten (Mader, 2006). Auch Men-
schen bauen Nukleinsduren zum Teil zu Harns&aure ab und kénnen daher an
Gicht erkranken. Sie wird in der Humanmedizin als entziindliche Arthritis, wel-
che durch die Ablagerung von Kristallen aus Mononatriumurat entsteht, defi-
niert (Perez-Ruiz et al., 2015). Am haufigsten ist das erste Metatarsophalange-
algelenk betroffen, weswegen die Krankheit von den antiken Griechen Po-
dagra (pous = Ful3, agra = Fessel) genannt wurde (Porter & Rousseau, 2000).
Gicht und die ursachliche Hyperurikamie spielen in der Humanmedizin eine
wichtige Rolle, da sie mit einer Pravalenz von 0,1 % bis 10 % die haufigste
Form der Arthritis darstellt und unbehandelt zu Gelenkszerstorung fihren kann
(Kuo et al., 2015). AuRRerdem stellt die Hyperurikémie wiederum einen Risiko-
faktor fur Zivilisationskrankheiten wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, das meta-
bolische Syndrom und Nierenerkrankungen dar (Kuo et al., 2015). In der Tier-
medizin ist Gicht zumeist die Folge von fltterungsbedingten, bei verschiede-
nen Zier- und Greifvogelspezies jedoch auch erblich bedingten Nierenerkran-
kungen und Haltungsfehlern. Sie kann ein Begleitsymptom von chronischen
Infektionserkrankungen (Mykobakteriose) u. a. bei Huhnervogeln sein und
fuhrt zu plotzlichen Todesféallen (Viszeralgicht) und schmerzhaften Malforma-
tionen der Gelenke, die meist nicht mehr reversibel sind (Lumeij, 1994; Mader,
2006; Siegmann & Neumann, 2012).

Aktuell ist der Goldstandard flr die Diagnose einer gichtinduzierten Arthritis
die Arthrozentese und die anschlieRende Identifizierung von Harnsaurekristal-
len unter dem Lichtmikroskop (Pascart & Lioté, 2018) oder die Durchfiihrung
einer Murexidprobe von Punktaten (Gylstorff & Grimm, 1998). Andere Metho-
den der Diagnostik sind bildgebende Verfahren, wie beispielsweise das kon-
ventionelle Rontgen, die Ultraschalluntersuchung, die Computer Tomographie
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(CT) und die Dual Energy CT (DECT).

Ein noch relativ neues bildgebendes Verfahren ist die Dunkelfeldradiographie
(DFR). Bei diesem Verfahren werden Schwankungen der Rontgenstrahlung
durch ein Gitterinterferometer sichtbar gemacht. Da Rdntgenstrahlen wie
sichtbares Licht einen Wellencharakter besitzen, kdnnen diese an Faserstruk-
turen und Porositaten eine Streuung erfahren. Durch die Streuung verandern
sich die periodischen Schwankungen der Rontgenstrahlen, was auf dem Dun-
kelfeldbild wiederrum als Signalverlust sichtbar wird. Durch diese Methode
kénnen kleinste Strukturverdnderungen im Mikrometerbereich detektiert wer-
den (Malecki et al., 2012). Das Potential dieser Bildgebung wurde in den letz-
ten Jahren in verschiedenen diagnostischen Bereichen untersucht. Vorteile
zeigten sich insbesondere bei der Diagnostik von Lungenerkrankungen
(Scherer et al., 2017), aber auch die Identifizierung und Unterscheidung von

Nierensteinen konnte bereits gezeigt werden (Scherer et al., 2015).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob Harnsaurekristalle aufgrund ihrer
mikroskopischen Nadelstruktur ein Dunkelfeldsignal erzeugen und ob dieses
Signal auch in biologischem Gewebe noch ausreichend stark ist. Im Anschluss
daran wurde im Tiermodell untersucht, ob die Dunkelfeldradiographie zur Di-
agnostik der Gichterkrankung bei Vogeln und Reptilien angewendet werden
kann und als neues, nicht invasives bildgebendes Verfahren fir die klinische

Gichtdiagnostik in der Humanmedizin geeignet ist.
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[l. LITERATURUBERSICHT

1. Gicht

In der Humanmedizin versteht man unter Gicht eine entziindliche Arthritis, wel-
che durch die Ablagerung von Kristallen aus Mononatriumurat (MNU) aufgrund
einer Hyperurikdmie entsteht (Perez-Ruiz et al., 2015).

Bei Vogeln und Reptilien spricht man von Gicht, wenn es aufgrund einer Hy-
perurikdmie zur Ausfallung dieser Kristalle auf und in viszeralen Geweben und
an Gelenken kommt (Krautwald-Junghanns, 2011). Dabei wird zwischen vis-
zeraler Gicht und Gelenksgicht unterschieden. Nur bei letzterer kommt es, wie
beim Menschen, zu einer Entziindungsreaktion (Gylstorff & Grimm, 1998;
Siller, 1981). Eine Ausnahme stellt die Pericarditis urica dar, bei der es auf-
grund einer Fremdkérperreaktion zu einer Entziindung im Epi- und Perikard
und einer nachfolgenden Verdickung und Versteifung dieser Strukturen kommt
(Wedel, 2004).

Als Gichttophi werden die lokalen, rundlichen Kristallablagerungen im Gewebe
bezeichnet. Sie machen das klinisch sichtbare Bild der Gelenksgicht aus
(Krenn & Mohr, 2016).

Neben der Gicht gibt es noch andere Kristallarthropathien, welche nach der
Art der abgelagerten Kristalle unterschieden werden und wichtige Differential-
diagnosen darstellen. Hierzu zahlen die Kalziumpyrophosphat-Arthritis,
Erkrankung mit basischer Kalziumphosphat-Kristallablagerung (Milwaukee-
Schulter-Syndrom und akute Pseudo-Podagra) und die Kalziumoxalat-Kristall-
arthropathie (Edwards,2018). Weitere Differentialdiagnosen fur Arthritiden
stellen bakterielle Infektionen und rheumatische Erkrankungen dar (Hlugle &
Krenn, 2016).

1.1. Gicht in der Humanmedizin

1.1.1. Epidemiologie

Gicht ist die haufigste Ursache fir eine entziindliche Arthritis beim Menschen
(Kuo et al., 2015). Weltweit liegt die Gichtpravalenz zwischen 0,1 % und ca.
10 %. Die hochste Pravalenz kommt dabei bei bestimmten ethnischen Grup-

pen aus Ozeanien vor (Maori und indigene Vdlker Taiwans) und ist in den
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Industrienationen tendenziell héher als in Entwicklungslandern. In Nordame-
rika und Westeuropa liegt die Pravalenz zwischen 1 % und 4 %. In den Jahren
2000 bis 2005 litten 1,4 % der deutschen Bevdlkerung an Gicht (Kuo et al.,
2015).

Nach der letzten Statistik des National Health and Nutrition Examination Sur-
vey (NHANES) liegt die Pravalenz fur Gicht in der US-Bevdlkerung fur die
Jahre 2015-2016 bei 3,9 %. Dies entspricht einer Anzahl von 9,2 Mio. Men-
schen mit einer Gichtdiagnose. Manner sind starker betroffen als Frauen
(5,2 % mannlich, 2,7 % Pravalenz bei Frauen). Gleichzeitig lag die Pravalenz
fur eine Hyperurikamie bei 20,1 % (Chen-Xu et al., 2019). Wahrend eine stei-
gende Inzidenz zwischen den Jahren 1977-78 und 1995-96 verzeichnet
wurde, blieben die Zahlen in den letzten 10 Jahren stabil (Arromdee et al.,
2002).

Die Inzidenz liegt weltweit zwischen 0,3 bis 6 Fallen pro 1000 Personen/ Jahr.
Sie steigt mit dem Alter zunehmend an und erreicht bei einem Alter von ca. 70
Jahren ein Plateau. Manner sind 2 bis 6 mal haufiger betroffen als Frauen (Kuo
et al., 2015). Dieser Umstand wird damit begriindet, dass Ostrogen die U-

ratabsorption in den Nierentubuli reduziert (Hak et al., 2010).

1.1.2. Risikofaktoren

Zu den Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Gichtattacke zahlen erhéhte
Harnsaurespiegel im Serum (Hyperurikdmie) und Gewebecharakteristika, die
lokal die Formation und das Wachstum von Kristallen fordern (Kuo et al.,
2015).

Es muss zwischen einer priméren und einer sekundaren Hyperurik&dmie unter-
schieden werden (Krenn & Mohr, 2016). Bei der primaren Hyperurikamie lie-
gen genetisch bedingte Stoffwechselstérungen vor, welche die Harnsaureaus-
scheidung oder -bildung beeintrachtigen. In ca. 5 % der Féalle konnten die re-
levanten Gene bereits identifiziert werden (Dalbeth & So, 2010; Nath et al.,
2007). Bei der sekundaren Hyperurikdmie ist die renale Harnsaureausschei-
dung durch eine bekannte Grunderkrankung reduziert oder es kommt zu ei-
nem vermehrten Anfall von Harnsaure aus exogenen oder endogenen Purinen
(Krenn & Mohr, 2016). Zu letzterem kommt es beispielsweise bei einer chro-

nischen myeloischen Leukamie, hamolytischen Anamien,
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Osteomyelosklerose, der Glukosespeicherkrankheit Typ | und zytostatischer

Therapie.

Exogene Purine werden durch eine purinreiche Ernahrung zugefuhrt. Fleisch-
und fischreiche Diaten sowie der Konsum von Alkohol, insbesondere von Bier,
und fruktosehaltigen Getranken erhéhen nachgewiesenermalRen das Risiko,
eine Hyperurikamie und nachfolgend Gicht zu entwickeln (Choi et al., 2004a,
2004b; Choi & Curhan, 2008). Des Weiteren konnen Medikamente Einfluss
auf den Harnsaurehaushalt nehmen. Schleifen- und Thiaziddiuretika konnten
mit einem erhdhten Gichtrisiko in Verbindung gebracht werden, kaliumspa-
rende Diuretika dagegen nicht (Bruderer et al., 2014). Ciclosporin fuhrte bei

Transplantationspatienten zu einer erhfhten Gichtinzidenz (Lin et al., 1989).

1.1.3. Klinisches Bild
Der Verlauf der Erkrankung und das klinische Bild werden klassischerweise in

vier Stadien aufgeteilt:

e Asymptomatische Hyperurikdmie. Dabei handelt es sich um eine asympto-
matische Phase, in der der Patient lediglich erhdhte Serumuratlevel (>
7 mg/dl) zeigt. Diese werden meist als Zufallsbefund erhoben (Ragab et
al., 2017).

e Akute Gichtarthritis. Diese, auch als Gichtattacke bezeichnet, tritt ein, wenn
die Ablagerung von MNU-Kristallen im Gelenk eine Entziindungsreaktion
auslost. Klassischerweise ist ein einzelnes Gelenk betroffen, welches in-
nerhalb weniger Stunden (< 24h) starke Entzindungszeichen entwickelt
und schmerzt. Die Pradilektionsstelle ist das erste Zehengrundgelenk. Das
Tarsal-, die Metatarsalgelenke und das Knie kdnnen aber ebenso betroffen
sein wie die Handgelenke und Ellenbogen (Roddy, 2011).

e Beschwerdefreie Phase zwischen zwei Anfallen. Die Hyperurik&dmie bleibt
bestehen und ohne Therapie wird es zu weiteren Attacken kommen
(Pascual et al., 1999).

e Chronische Gicht. Bleibt die Erkrankung unbehandelt und kommt es immer
wieder zu Gichtattacken, treten Gelenksschadigungen und palpierbare To-
phi an Gelenken und im subkutanen Gewebe auf (Ragab et al., 2017).

Durch die verbesserten Methoden der Diagnostik ist es nun mdglich, mittels

DECT und Ultraschall schon frih MNU-Kristalle in den Gelenken zu
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detektieren. Es fiel auf, dass es auch Patienten mit Kristallablagerungen aber
ohne klinische Symptomatik gibt. Dalbeth et al. (2014) und auch andere Auto-
ren (Perez-Ruiz et al., 2014) schlagen daher eine neue Einteilung der Erkran-
kung vor, in der die asymptomatische Phase in eine Hyperurikamie mit und
ohne MNU Ablagerungen eigeteilt wird, da dies auch Auswirkungen auf die

angeratene Therapie hat.

1.2. Gicht in der Kleintiermedizin

Im Gegensatz zum Menschen und den Primaten werden Purine bei unseren
Haussaugetieren mit Ausnahme des Dalmatiners zu Allantoin verstoffwech-
selt, welches sie anschlieRend Uber den Urin ausscheiden (Nelson & Cox,

2011). Aus diesem Grund kénnen Sie keine Gicht entwickeln.

Vogel und Reptilien hingegen scheiden giftige Stickstoffverbindungen des
Stoffwechsels in Form von Harns&ure Uber den Urin aus. Diese Tatsache so-
wie das Fehlen des Enzyms Urikase, welches fir die Spaltung von Urat zu
Allantoin notwendig ist, fihrt dazu, dass diese beiden Spezies an verschiede-
nen Formen der Gicht erkranken kdnnen. Unterschieden werden hier die Ge-
lenks- und die Viszeralgicht (Carretero et al., 2009). Der Vorteil, Stickstoff in
Form von Harnsaure auszuscheiden, besteht in der Moglichkeit der Ausschei-
dung und Lagerung hoher Mengen an Stickstoffabbauprodukten innerhalb
kleiner Wasservolumina. Diese Fahigkeit ist essentiell fur die Entwicklung des
Embryos im Ei und fiir das Leben in extrem trockenen Lebensraumen (Lumeij,
1994) und ist daher insbesondere bei Spezies, welche in Aridzonen leben (z.
B. Wellensittiche), sehr ausgepragt.

1.2.1. Epidemiologie

Die Erkrankung kommt bei allen Vogelarten vor und ist alters- und ge-
schlechtsunabhéngig. Auch Wildvogel, wie das Rebhuhn (Perdix perdix), das
Auerhuhn (Tetrao urogallus), Greifvogel (Falconiformes) und Wildenten sind
betroffen (Gylstorff & Grimm, 1998).

Eine retrospektive Studie aus Georgia wertete die pathologischen Befunde
von 827 Vogeln aus, die aus privater Haltung oder zoologischen Einrichtungen
eingesendet wurden. Insgesamt litten 22 Tiere an Gicht, die sich durch eine
tubulointerstitielle Nephrose und intratubuléare Harnsauretophi manisfestierte.

2,5 % der untersuchten Papageien (Psittaciformes), 16,6 % der Spechtvigel
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(Piciformes), 11,1 % der Eulen (Stigiformes), 2,2 % der Sperlingsvogel (Pas-
seriformes), 5,6 % der Falken (Falconidae) und 6,7 % der Gansevogel (Anse-
riformes) waren betroffen (Nemeth et al., 2016). In einer Studie Uber die Krank-
heits- und Todesursachen von Greifvogeln (Falconiformes) in zoologischen
Garten in Deutschland und Osterreich wurde Gicht in 5 % der Falle als atiolo-
gisch gesicherte Todesursache angegeben (Bertram, 2003). In den Vereinig-
ten Arabischen Emiraten wird die chronische Viszeralgicht als Risikofaktor fur
die Entwicklung einer AA Amyloidose genannt, welche ursachlich fur eine
deutlich zunehmende Morbiditat und Mortalitat bei Jagdfalken ist (Hampel et
al, 2009).

Bei den Reptilien ist die Haufigkeit der Nierengicht artabhéangig. So scheiden
aquatisch lebende Arten nur einen geringen Anteil ihres Stickstoffs als Harn-
saure aus und sind so weniger pradisponiert, an einer Hyperurikédmie zu leiden
(O"Malley, 2008). Laut Scheinert et al. (1992) sind bestimmte Schlangenspe-
zies pradisponiert fur eine Viszeralgicht. In einer Studie, in der die Ergebnisse
von insgesamt 1941 Reptiliensektionen in einem Zeitraum von 1990 bis 2000
ausgewertet wurden, konnte Gicht als Primarerkrankung mit Todesfolge bei
4,2 % der untersuchten Echsen (Squamata), bei 2,8 % der Schlangen (Ser-
pentes) und 4,2 % der Landschildkroten (Testudinidae) festgestellt werden.
Wasserschildkroten erkrankten zwar mit 1,8 % auch an Nierengicht, diese war
aber nie als Todesursache aufgefuhrt. Insgesamt lag die Pravalenz der Nie-
rengicht bei Echsen (Squamata) bei 13,9 %, bei den Schlangen bei 8,2 %, bei
den Landschildkréten bei 10,6 % und bei den Wasserschildkréten bei lediglich
1,8 % (Sinn, 2004). Eine altere Studie mit 4000 untersuchten Reptilien fand in
10,9 % der Sektionen Anzeichen fur eine Viszeralgicht (Ippen & Schréder,
1977).

1.2.2. Wirtschaftliche Bedeutung

Besonders in der Nutzgefligelhaltung haben Viszeral- und Gelenksgicht auch
eine wirtschaftliche Bedeutung. So verzeichnete die chinesische Industrie im
Jahr 2016 beispielsweise einen Verlust von 10 %-50 % bei Gansekiken (An-
ser cygnoides), die im Alter zwischen einer und drei Wochen Symptome von
Gelenks- und Vizeralgicht entwickelten und starben. Die Ursache ist noch un-
klar, aber es wird ein Zusammenhang mit Astrovirusinfektionen vermutet (Jin

et al., 2018). In Indien wurden zu verschiedenen Zeitpunkten die Gichtinzidenz
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und Pravalenz untersucht. In Kaschmir wurde eine Mortalitat von 18,87 % bei
Haushihnern (Gallus gallus domesticus, Rasse Faverolles) im Alter von 8 - 30
Wochen in den Herbst-Wintermonaten zwischen 2002 und 2003 aufgezeich-
net. Es handelte sich um eine Intensivhaltung mit proteinreicher Fltterung
(16,39 % Rohprotein) und einem ungunstigen Ca : P Verhaltnis in der Ration.
Unter Anpassung der Diat kam es zu einem signifikanten Rickgang der Mor-
talitat (Mir et al., 2005). In Chhattisgarh herrschte 2013 eine Gichtpravalenz
von 21,47 % in verschiedenen Broilerhaltungen. Die Futterrationen enthielten
durchschnittlich einen Rohproteinanteil von 20,59 %. Auffallig war eine deut-
lich héhere Pravalenz in der kalten Jahreszeit. Die Autoren erklaren dies mit
der geringen Ldslichkeit von Harnsaure bei niedrigeren Temperaturen und der
geringen Wasseraufnahme durch die Kiken, wenn sie eng beieinander ste-

hen, um sich zu warmen (Singh et al., 2013).

1.2.3. Pathophysiologie

1.2.3.1. Nukleinséurestoffwechsel

Grundvoraussetzung fur die Entstehung von Viszeral- oder Gelenksgicht ist
die Ablagerung von Harnsaurekristallen (Mononatriumurate). Da die Harn-
saure ein Abbauprodukt des Nukleinsdurestoffwechsels ist, soll hier noch ein-
mal kurz auf diesen eingegangen werden. Die Nukleinsduren werden durch
Nukleasen zu Nukleotiden abgebaut. Diese sind aus den Basen Adenin, Gua-
nin, Cytosin, Thymin und Uracil, sowie einer Pentose und Phosphat aufgebaut.
Die Basen stammen jeweils von den beiden Anfangsverbindungen Pyrimidin
und Purin ab. Durch Hydrolyse werden schlief3lich Purin und Pyrimidin freige-
setzt, die entweder bei der Synthese neuer Nukleotide wiederverwendet wer-
den kénnen oder weiter abgebaut und ausgeschieden werden missen. Dabei
werden Pyrimidine zu CO2 und NHs abgebaut. Am Ende des Purinabbaus
steht die Harnséure, welche beim Menschen, den Primaten, dem Dalmatiner,
den Vogeln und manchen Reptilien nicht weiter verstoffwechselt wird, wie es
bei den meisten Saugetieren der Fall ist (Nelson & Cox, 2011). Die Abbildun-

gen 1 und 2 veranschaulichen diesen Stoffwechselweg.
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Nukleinsauren
(Nahrungsprotein oder Neusynthese)

Nukleasen

Nukleotide

Hydrolyse \

Purine Pyrimidine

l \ Wiederverwendung fiir / J'

Nukleinsduresynthese
Weiterer Abbau CO2 +NH3

Abbildung 1: Wege des Nukleinsdureabbaus (modifiziert nach Mader, 2006)

Abbau der Purinbasen

Guanin Adenin

|

Hypoxanthin

Guanin-Desaminase Xanthin-Oxidase

v

Xanthin

Xanthin-Oxidase

\ 4

Harnsaure

Abbildung 2: Purinbasenabbau (modifiziert nach Nelson & Cox, 2011)

1.2.3.2. Harnsaureausscheidung
Die Harnsaure wird in der Leber synthetisiert und zu 93 % tber die proximalen
Tubuli der Nieren aktiv ausgeschieden (Gylstorff & Grimm, 1998; Lumeij,

1994). Im Gegensatz dazu wird Harnstoff bei den Saugetieren durch Filtration
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eliminiert. Die Harns&aure liegt im Blut zum Grol3teil als Mononatriumurat vor,
welches nur schlecht wasserléslich ist (Mader, 2006). Bei den Végeln erfolgt
die Harnsauresekretion ausschliel3lich tGber die Nephrone des Reptilientyps
und ist daher unabh&ngig von der glomerularen Filtrationsrate (GFR) und dem
Hydratationszustand. Kommt es am Tubulus zu Epithelschadigungen, kann
die Harnsaure nicht mehr adaquat ausgeschieden werden und es kommt zu
einem Anstieg der Serumkonzentration an Harnsédure und Mononatriumurat.
Dieser Zustand wird als Hyperurikdmie bezeichnet. Wird ein bestimmter
Grenzwert Uberschritten, bei dem die Harnsaure im Serum nicht mehr 18slich
ist, kommt es zu Ausfallungen in pradisponierten Geweben, wie Herzbeutel,
serésen Hauten, Nierengewebe, Leber, Lunge und Gelenken. Warum insbe-
sondere diese Gewebe betroffen sind, ist wissenschaftlich noch nicht gesichert
belegt. Vermutet wird, dass es sich um stoffwechseltrage Gewebe handelt und
die niedrigere Temperatur an den Extremitaten eine Rolle fir die Entwicklung
einer Gelenksgicht spielt. Dort wo es bereits zu einem Ausfall der Harnsaure
und zur Bildung von Kristallen gekommen ist, lagern sich weitere Kristalle an
und es entsteht ein makroskopisch erkennbarer Tophus. Dieser besteht aus
den zusammengelagerten Uratkristallen und einem Randsaum aus Makropha-
gen, Lymphozyten und Fibroblasten. Die Bildung von Kristallen in den Nieren-
tubuli fahrt ihrerseits zu Obstruktionen der Harnwege und dadurch zu einer
weiteren Storung der Harnséureausscheidung (Fletcher et al., 2008; Lumeij,
1994; Mader, 2006; Zwart, 1997).

1.2.4. Ursachen und Risikofaktoren

Gicht darf demzufolge nicht als eigenstandige Erkrankung gesehen werden,
sondern stellt die Folge einer chronischen Hyperurikamie infolge einer chroni-
schen Nierenerkrankung dar (Lumeij, 1994). Diese Form der Gicht wird als
sekundare Gicht bezeichnet und ist die haufigste Form der Gicht bei Vogeln
und Reptilien. Weitere Ursachen fur eine sekundare Gicht sind Bluthochdruck,
myeloproliferative Stérungen und Krankheiten, die mit einem erhdhten Zellun-
tergang, bspw. einer Hamolyse, einhergehen, da es hier zu einer vermehrten

Freisetzung von Nukleinsauren kommt (Mader, 2006).

Alle Erkrankungen, welche zu einer Nierenschadigung fuhren, sind demzu-
folge auch Ursachen fiur eine Gichterkrankung. Hierunter fallen Intoxikationen,
Infektionen, Entztindungen und Neoplasien der Nieren (Heidenreich, 1995;
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Krautwald-Junghanns, 2011; Siegmann & Neumann, 2012). Bei Schildkréten
ist zum Beispiel haufig eine Infektion mit Hexamiten Ursache fur eine Nieren-
schadigung (Plenz, 2015). Im Zoovogelbereich tritt Gicht haufig in Zusammen-
hang mit Mykobakteriosen auf (Minch, 2006).

In der kommerziellen Geflligelhaltung spielen das infektibse Vogelbronchitis-
virus und Astroviren, wie das Chicken Astrovirus (CAstV) und das Avian Ne-
phritis Virus (ANV), eine Rolle. Die Astroviren verursachen unter anderem eine
Tubulonephrose und interstitielle Nephritis, welche ihrerseits zu Uratablage-
rungen und Gicht fuhrt (Bulbule et al., 2013; Jin et al., 2018).

In Malaysia konnte zwischen 2014 und 2017 ein neues Orthobunyavirus nach-
gewiesen werden, welches eine schwere Nierenerkrankung bei Broilern aus-
I6st und auch potenziell gefahrlich fir den Menschen werden kann (Palya et
al., 2019).

Bei Gansekuken (Anser cygnoides) konnte ein Zusammenhang zwischen eine
Dysbiose des Darms und einer Niereninfektion mit nachfolgender Viszeralgicht
nachgewiesen werden (Xi et al., 2019).

Da eine Hypovitaminose A zur Verhornung des Driisenepithels unter anderem
auch im Bereich der Ureteren die Harnausscheidung behindern kann, kann es
auch hierdurch zu einer Hyperurikamie kommen (Krautwald-Junghanns, 2011,
Siegmann & Neumann, 2012).

Aminoglykoside und Sulfonamide kdnnen nierentoxisch sein, wenn nicht
gleichzeitig der Hydratationsstatus des Patienten beachtet wird (Mader, 2006;
Montali et al., 1979). Des Weiteren werden nicht steroidale Antiphlogistika
(NSAIDs) mit Nierenschadigungen in Verbindung gebracht. Eine Studie aus
Pakistan konnte Ruckstdnde von Diclofenac in verstorbenen Nutztieren als Ur-
sache fur den dramatischen Rickgang der Weildrickengeierpopulation (Gyps
africanus) ausmachen. Die Tiere starben an Nierenversagen und viszeraler

Gicht, welche durch das Medikament ausgeldst wurden (Oaks et al., 2004).

Als weiterer Ausléser werden oft Haltungsfehler angegeben. Hierzu zahlen so-
wohl in der Vogel- als auch in der Reptilienmedizin ein Wassermangel sowie
eine zu geringe Luftfeuchtigkeit, was zu Dehydratation und sekundarer Nie-
renschéadigung fuhrt (Heidenreich, 1995; Lumeij, 1994, Plenz, 2015).

Viele Autoren gehen aufRerdem davon aus, dass eine zu proteinreiche Erndh-

rung, insbesondere herbivorer Arten, die mit tierischem Protein ernahrt
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werden, zu Hyperurikamie fiihrt, welche durch Ubersteigen der renalen
Clearance zu (Gelenks-)gicht fihren kann (Lumeij, 1994; Mader, 2006; Plenz,
2015). Neuere Experimente mit verschiedenen Futterrationen an Wirtschafts-
gefligel lassen allerdings die Vermutung zu, dass der Kalziumgehalt einer Ra-
tion die groRere Rolle spielt (Guo et al., 2005; Wideman Jr et al., 1985). So
zeigt eine Studie von Guo et al. (2005), in der Legehennen mit einer normalen
Ration, einer Ration mit deutlich erhéhtem Kalzium (HK), einer Ration mit deut-
lich erhéhtem Rohproteingehalt (HP) oder einer Ration mit erh6htem Kalzium-
und Rohproteingehalt (HKHP) aufgezogen wurden, dass es sowohl bei der
HK-Diat als auch bei der HKHP-Diat zu einer schweren Nierenschadigung
kam. Allerdings kam es nur bei der HKHP-Gruppe auch zur Ausbildung einer
Viszeralgicht, wahrend die HP-Gruppe lediglich erhéhte Serumharnsaurekon-
zentrationen aufwies, ohne eine Viszeralgicht zu entwickeln. Die Autoren ver-
muten, dass eine zu hohe Kalziumverfligbarkeit im Wachstum als Primarursa-
che fiir viszerale Uratablagerungen fungiert und ein Uberschuss an Protein
lediglich sekundéar dazu fuhrt, dass sich mehr Harnsaure im Gewebe ablagern
kann. Dartber hinaus konnte ein ungtinstig hohes Kalzium : Phosphor Ver-
haltnis in der Futterration zu einer metabolischen Alkalose fiihren, welche wie-
derum eine Ausfallung von Kalzium-Natrium-Uraten in den Eingeweiden und
Gelenken begunstigt (Mir et al., 2005). Eine weitere Studie an Nymphensitti-
chen zeigte, dass erhéhte Rohproteinmengen von bis zu 70 % der Futterration
bei dieser Spezies keinen Einfluss auf die Nierenfunktion haben und weder zu
Viszeral- noch zu Gelenksgicht fuhren (Koutsos et al., 2001). Da bei Greifvo-
geln eine Proteintberversorgung unwahrscheinlich erscheint, wurde ein Zu-
sammenhang mit einer einseitigen Ernédhrung und einem daraus resultieren-
den Aminosaurenmangel diskutiert. Da die fehlenden Aminoséuren aus kor-
pereigenen Reserven gewonnen werden mussen, kommt es zu einem erhoh-
ten Anfall von Stickstoffstoffwechselprodukten und einer Hyperurikamie
(Schoemaker & Redig, 1997). Bei Jagdfalken wird ein Zusammenhang zwi-
schen dem Auftreten einer geféahrlichen Hyperurikdmie und dem Fasten im

Rahmen der gezielten Gewichtsreduktion vermutet (Heidenreich, 1995).

1.2.5. Pathophysiologie der Gelenksgicht
Im Gegensatz zur viszeralen Form der Gicht, wird fir die Entstehung der Ge-

lenksgicht eine andere Pathophysiologie angenommen. Diese ist noch nicht
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ganz aufgeklart, aber eine dem Menschen &hnliche genetische Komponente,
sowie exzessives tierisches Protein werden vermutet, bspw. bei Wellensitti-
chen (Gylstorff & Grimm, 1998). Studien an Haushihnern zeigen, dass es bei
einer erhdhten Proteinzufuhr tGber den Ublichen 20 % der Futterration immer
zu einem Anstieg des Plasmaharnsaurespiegels kommt, es aber nur bei be-
stimmten Rassen (Komiyama et al., 1977) oder Tieren mit einer Genmutation
(Peterson et al., 1971) zur Ausbildung von Gichttophi an den FuRRgelenken
kommt. Cole und Austic (1980) konnten diese Annahme bestétigen, indem es
ihnen gelungen ist, gezielt eine Haushuhn-Linie mit genetischer Pradisposition
fur Gelenksgicht zu zlchten.

Die Aussage, dass Viszeral- und Gelenksgicht niemals gemeinsam auftreten
und daher eine unterschiedliche Pathogenese aufweisen mussen (Siller,

1981), ist durch neuere Beobachtungen widerlegt worden (Mir et al., 2005).

Die Pathophysiolgie der Arthritis wird, klinisch-empirisch basiert, aus der Hu-
manmedizin hergeleitet. Auch hier ist diese jedoch noch nicht vollstandig ge-
klart. In den Gelenken fuhrt die Akkumulation von MNU-Kristallen zur Induktion
pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine durch Phagozyten, was wie-
derum die akute Entziindung durch die weitere Einwanderung von neutrophi-
len Granulozyten und Monozyten auslost. Diese akute Reaktion 16st sich meist
innerhalb weniger Tage wieder auf. Verantwortlich dafir sind ebenfalls neutro-
phile Granulozyten, die nun aber durch die Ausbildung sogenannter neutrophi-
ler extrazellularer Fallen (NET) die Immunreaktion abmildern. NETs entstehen,
wenn Neutrophile oxidativen Stress erfahren und es zum Zelltod kommt (NE-
Tosis). Bei einer hohen Dichte an Neutrophilen im Gewebe induzieren die U-
ratkristalle die NETosis und es entstehen NET-Urat Aggregate. In diesen "Net-
zen" werden pro-inflammatorische Mediatoren nicht nur gebunden, sondern
durch Serinproteasen auch aktiv abgebaut. Hierdurch kommt es zur Eindam-
mung der Entztindung (Buckland, 2014). Der Abbau der Uratkristalle wird wei-
terhin durch die Temperaturerhohung im Gelenk gesteigert, da die Kristalle
eine bessere Loslichkeit bei hdheren Temperaturen aufweisen. Zudem wird
der Abtransport durch die gesteigerte Durchblutung geférdert (Hugle & Krenn,
2016).

Bei der chronischen Gelenksgicht kommt es hingegen zu Knorpel- und Kno-

chenschadigungen. Die intraartikularen Kristalle erhéhen die Bildung an COX-
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2, IL-8 und iINOS, was wiederum zu einer erh6hten Freisetzung von Stickoxid
aus den Chondrozyten fuhrt. Im Knochen werden Osteoklasten durch RANK
(Receptor Activator of nuclear factor-kB) aktiviert und so die typischen Kno-

chenlasionen induziert (Ragab et al., 2017).

1.2.6. Klinisches Bild

Die klinischen Symptome der viszeralen Gicht entsprechen den unspezifi-
schen Symptomen einer chronischen Nierenerkrankung. Dazu z&hlen Apa-
thie, Anorexie, Polydipsie und Polyurie, bei Nierenversagen auch Oligurie bis
hin zur Anurie (Gylstorff & Grimm, 1998; Lumeij, 1994; Plenz, 2015). Bei neo-
plastisch vergroRerten Nieren ist das Leitsymptom oftmals eine uni- oder bila-
terale LA&hmung der Hintergliedmaf3en, welche durch eine Kompression der
Nerven des Plexus lumbosacralis zustande kommt. Diese Tumore lassen sich

bei erkrankten Vogeln in 50 % der Falle ertasten (Lumeij, 1994).

Ebenso sind vergrol3erte Nieren bei den Ublicherweise gehaltenen Chamale-
onarten (z.B. Chamaeleo calyptratus, Trioceros jacksonii, Furcifer pardalis)
transabdominal palpierbar. Bei groRen Echsenarten wie dem griinen Leguan
(lguana iguana) kénnen die Nieren durch digitale kloakale Palpation evaluiert
werden (Plenz, 2015). Schildkréten entwickeln aufgrund des gestorten Elekto-
lythaushalts Odeme an den Augenliedern. Die vorgestellten Patienten zeigen
oftmals Anzeichen fur Dehydratation (Plenz, 2015).

Die Gelenksgicht hat spezifischere Symptome. So kénnen bei Arten mit din-
ner Haut die weil3lichen Tophi an den Gelenken durch die Haut durchschei-
nend gesehen werden. Insbesondere die Zehengelenke sind verdickt und ver-
formt. Aufgrund der Schmerzhaftigkeit der betroffenen Gelenke zeigt sich eine
Bewegungsunlust. Vogel sitzen vermehrt auf dem Boden oder nur noch auf
breiten Stangen (Gylstorff & Grimm, 1998; Lumeij, 1994; Mader, 2006; Mir et
al., 2005). Differentialdiagnostisch muss an Tuberkulose, gelenksnahe Frak-
turen, Abszesse, Fremdkorper, die sog. ,Staphylokokken-Zehenendnekrose"

und anderweitige Arthritiden gedacht werden (Krautwald-Junghanns, 2011).
1.3. Diagnostik

1.3.1. Klinische Diagnose

In der Vogel- und Reptilienmedizin stitzt sich die Gichtdiagnostik zumeist auf
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das klinische Bild und die Anamneseerhebung. Ungtinstige Haltungsbedin-
gungen und Futterungsfehler kénnen erste Hinweise geben (Mader, 2006).
Die klinischen Anzeichen einer Nierenerkrankung bzw. einer Viszeral- oder

Gelenksgicht wurden an friiherer Stelle bereits erlautert.

Auch in der Humanmedizin stitzt sich die Diagnose haufig auf die Klinik der
Erkrankung. In der primararztlichen Versorgung, wo weiterfihrende Untersu-
chungen nicht oder nur eingeschrankt moglich sind, werden klinische Kriterien
herangezogen, um zu einer Diagnose zu kommen (Neogi et al., 2015). Aller-
dings zeigen Studien, welche die klinische Diagnose mit der Untersuchung von
Synovia auf MNU-Kristalle vergleichen, dass die Sensitivitét und Spezifitat ge-
ring ist (70 % und max. 88,5 %) (Malik et al., 2009). Eine prospektive Kohor-
tenstudie zeigte, dass ca. 25 % der Patienten mit Monoarthritis im ersten Ze-
hengrundgelenk, welche als pathognomonisch gilt, nicht wie erwartet an Gicht
litten (Kienhorst et al., 2014). Die European League Against Rheumatism
(EULAR) empfiehlt daher auch bei typischen klinischen Anzeichen immer eine
Synovia-Analyse (Zhang et al., 2006).

1.3.2. Labordiagnostik

1.3.2.1. Hamatologie Vogel/Reptilien

Ahnlich den Saugetieren steigen auch beim Vogel die harnpflichtigen Nicht-
Protein-Stickstoffverbindungen im Blut erst an, wenn die Nierenfunktion be-
reits zu mehr als 70 % eingeschrankt ist. Bei physiologischen Harnsaure-,
Harnstoff- oder Kreatininkonzentrationen kann daher eine Nieren-erkrankung

nicht ausschlossen werden (Lumeij, 1994).

Da Gicht durch eine Prazipitation der Harnsaure (Natriumurate) zustande
kommt, liegt der Gedanke nahe, dass ein Harnsaurespiegel tber dem Niveau
der Loslichkeitsgrenze zur Erkrankung fuhren muss. Dieser Zustand wird als
Hyperurikdmie bezeichnet. Lumeij und Remple (1991) gehen von einer Lés-
lichkeit der Harnsaure beim Vogel bis ca. 600 umol/l aus. Harnsaurewerte tber
1190-1785 pmol/l werden beim Vogel als gichtverdachtig angesehen (Gylstorff
& Grimm, 1998). Allerdings ist bei der Messung des Harnsaurespiegels im Blut
zu beachten, dass es postprandial, insbesondere bei carnivoren Arten, zu ei-
nem physiologischen Anstieg der Harnsdureplasmakonzentration kommen

kann, welcher bis zu 12 Stunden anhélt. Lumeij und Remple (1991) konnten
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eine signifikant erhdhte Serumharnsaurekonzentration bei Wanderfalken
(Falco peregrinus) nachweisen, die den Konzentrationen beim Gichtpatienten
entsprach. Daher sollte man vor Blutuntersuchungen eine 24-sttindige Nuch-
ternphase einhalten und die Untersuchung ggf. wiederholen. Weitere Fakto-
ren, die zu erhdhten Harnsaurewerten fihren, sind Nierenerkrankungen ande-
rer Genese, massive Traumata und Hungerzustdnde (Gylstorff & Grimm,
1998).

Harnstoff und Kreatinin sind beim Reptilienpatienten ebenfalls keine verlassli-
chen Parameter fur die Nierenfunktion. Besser geeignet sind Kalzium, Harn-
saure und Phosphat (Divers et al., 1996). Allerdings variieren die Werte stark
zwischen den Spezies und auch innerhalb einer Art sind die Werte von Ge-
schlecht und Reproduktionsstatus abhéngig (Harr et al., 2001). Fur grine Le-
guane (Iguana iguana) wurden normale Harnsaurewerte von 40-400 pmol/l er-
mittellt (Divers et al., 1996; Harr et al., 2001). Ein Anstieg der Harnsaure im
Blut tritt aber genau wie bei Végeln meist erst nach weit fortgeschrittenem Nie-
renschaden auf (Hernandez-Divers, 2003). Als Grenzwert fur eine Ausfallung
von Harnsaurekristallen werden 1457 umol/l bei Reptilien angegeben (Zwart

nach (Hernandez-Divers, 2003).

1.3.2.2. Hamatologie Mensch

Beim Menschen liegt der Grenzwert fir Kristallablagerungen im Gewebe bei
6,8 mg/dl (404,6 umol/l) bei 37 °C Kdrpertemperatur (Loeb, 1972). Auch hier
sind aber hohe Serumharnsaurekonzentrationen kein zuverlassiger Marker fur
die Diagnose einer Gichterkrankung. Nur etwa 5 % der Patienten mit Hyperur-
ikdmie, die Werte tber 9 mg/dl (535,5 pumol/l) aufweisen, werden innerhalb des
folgenden Jahres eine akute Gichtattacke entwickeln (Dincer et al., 2002).
Hinzu kommt, dass die Serumharnsaurewerte wéahrend einer akuten Gichtat-

tacke auf Normalwerte sinken kbénnen (Badulescu et al., 2014).

Um differentialdiagnostisch eine septische Arthritis ausschlie3en zu kénnen,

sollte immer ein Blutbild angefertigt werden (Underwood, 2006).

1.3.2.3. Direkter Nachweis von Mononatrium-Kristallen
Der Goldstandard fur die Gichtdiagnose ist die Identifikation von MNU-Kristal-
len in der Synovia oder einem palpierbaren Tophus mittels Lichtmikroskopie.

Dort kdnnen sie in jedem Krankheitsstadium gefunden werden (Kienhorst et
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al., 2015; Underwood, 2006). Unter dem Lichtmikroskop sind die nadelférmi-
gen Kristalle bei 600-facher VergroRerung gut zu sehen. Bei groRerer Vergro-
Berung kdnnen diese auch von anderen Kristallen, beispielsweise Kalziumpy-
rophosphaten, unterschieden werden. Unter polarisierendem Licht sind sie
stark negativ-doppelbrechend (Krenn & Mohr, 2016; Pascual et al., 1989) und
weisen eine Gréf3e von 3 um bis 30 um auf (Omoumi et al., 2016). Zu beden-
ken ist, dass die Probenanalyse viel Erfahrung und ein spezielles Training er-
fordert, weswegen es vom Untersucher abhangt, ob Kristalle erkannt und rich-
tig identifiziert werden kdnnen. Eine Fehlerquelle fur falsch negative Ergeb-
nisse kann beispielsweise eine sehr niedrige Konzentration an Kristallen in der
Probe sein (Dieppe & Swan, 1999). Aul3erdem kann die Arthrozentese unan-
genehmen fir den Patienten sein und birgt das Risiko eine Keimverschlep-
pung (Geirsson et al., 2008). Obwohl die Arthrozentese als Goldstandard fur
die Gichtdiagnose qilt, wird sie in primararztlichen Einrichtungen nur sehr sel-
ten angewandt (3 %) (Owens et al., 2008; Pascart & Lioté, 2018).

Bei Vogeln kann es bei hochgradiger Storung der Nierenfunktion zu Urataus-
scheidungen Uber die Kropfschleimhaut kommen. Das Krankheitsbild der
urikémischen Ingluveitis entsteht durch das Absinken des pH-Wertes und fihrt
zu Vomitus. In diesem Fall kdnnen Harnsaurekristalle in Kropfausstrichen

nachgewiesen werden (Carretero et al., 2009).

1.3.2.4. Murexidprobe

Alternativ kann eine Diagnose anhand der Gewinnung von Tophusmaterial
und anschlieRender Murexidprobe gestellt werden. Bei der Murexidprobe wird
das Probenmaterial mit 10 %iger Salpetersaure versetzt und nach Trocknung
mit Ammoniak bedampft. Bei Anwesenheit von Harnsaure farbt sich die Probe
rot (Gylstorff & Grimm, 1998).

1.3.3. Bildgebung

1.3.3.1. Viszeralgicht

Pathologische Ausféllungen von Harnsaurekristallen im Nierengewebe (Nie-
rengicht) kdonnen rontgenologisch nicht nachgewiesen werden (Krautwald-
Junghanns et al., 2010). Urolithen und Nephrolithen, die aus Mononatriumurat

bestehen, sind rontgenologisch nicht erkennbar, kdnnen es aber werden,
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wenn sich zusatzlich Kalzium einlagert (Mader, 2006). Laterolaterale Rontgen-
bilder kbnnen bei Vogel- und Reptilienpatienten dazu genutzt werden, die
GroRe der Nieren zu evaluieren und so beispielsweise Nierentumore oder
Abszesse differentialdiagnostisch auszuschlieRen (Lumeij, 1994). Um die
Aussagekraft solcher Rontgenbilder zu verstarken, kdnnen intravendse Uro-
graphien durchgefuhrt werden (Hernandez-Divers, 2003). Ein durch die fla-
chenhafte Auflagerung von Uratkristallen verdicktes Perikard kann auf Ront-
genaufnahmen einen unregelméafligen und rontgendichteren Herzschatten
hervorrufen (Krautwald-Junghanns & Kummerfeld, 2011). Dieses Rontgenzei-
chen ist jedoch nicht spezifisch und kann bei jeglicher Art von Perikarditis oder

Hypertrophie des Herzens auftreten.

Durch endoskopische Untersuchungen kénnen die Uratablagerungen auf den
serésen Hauten dargestellt und eine eventuelle Nierenbiospie zur weiteren Ab-
klarung der zugrunde liegenden Erkrankung entnommen werden. Bei der Ult-
raschalluntersuchung kann die Morphologie der Nieren insbesondere im Hin-
blick auf Nierensteine, Zysten oder Massen beurteilt werden (Hernandez-
Divers, 2003; Plenz, 2015). Typische Parenchymverdnderungen der Nieren
entsprechend spezifischer Erkrankungen sind jedoch bisher nicht bekannt
(Silverman, 2006). Beim Ziervogel ist die ultrasonographische Darstellung der
Nieren nicht mdglich, wenn diese nicht vergroRRert sind (Krautwald-Junghanns
& Pees, 2010). Eine Perikarditis kann ultrasonographisch durch eine erhdhte
Echogenitat des Perikards erkennbar sein (Krautwald-Junghanns et al., 2010).

1.3.3.2. Gelenksgicht

1.3.3.2.1. Konventionelles Réntgen

Konventionelle Réntgenbilder sind fur die Diagnose einer ersten akuten
Gichtattacke nicht geeignet. Hier kdnnen lediglich die das Gelenk umgebende
Weichteilschwellung und ggf. ein Gelenkerguss erkannt werden (Omoumi et
al., 2016). In der symptomlosen interkritischen Phase sind die Bilder ohne be-
sonderen Befund. Spezifische Veranderungen sind erst bei jahrelang beste-

hender tophdser Gicht zu erkennen. Dazu zahlen in der Humanmedizin

e asymmetrische weichteildichte Knoten, die den Tophi entsprechen
e typische Knochenlasionen, welche sich als klar definierte intra- oder

juxtaartikulare Lasionen mit uberhangenden Randern darstellen
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e kalzifizierte MNU Ablagerungen, die den Knochen penetrieren kénnen

e normalerweise keine Minderung der Knochendichte im angrenzenden
Knochen

e im weit vorangeschrittenen Stadium eine Verengung des Gelenkspalts
(Omoumi et al., 2016).

Die durch die Tophi verursachten Umfangsvermehrungen sind réntgenolo-
gisch nicht von Abszessen zu unterscheiden, da es in beiden Fallen auch zu
Kalzifikationen kommen kann (Hoffmann and Pees, 2010).

Da das konventionelle Rontgen erst sehr weit fortgeschrittene Félle der Ge-
lenksgicht aufzeigen kann, erlangen andere bildgebende Verfahren wie die
Computertomographie (CT), insbesondere die Dual-Energy-CT (DECT), und

die Ultraschalldiagnostik mehr an Bedeutung.

1.3.3.2.2. Ultraschall

Durch die kontinuierliche technische Weiterentwicklung der Ultrasonographie
ist diese neben der Radiographie ein beliebtes Mittel zur Diagnose von Kris-
tallarthropathien geworden (Omoumi et al., 2016). Spezifische Veranderungen
treten bereits bei geringen Ablagerungen von MNU-KTristallen noch vor der ers-
ten Gichtattacke, wahrend der asymptomatisch Phase auf (Puig et al., 2016).
Dies hatte zur Folge, dass eine neue Klassifizierung der Gichtstadien vorge-
schlagen wurde, in der die asymptomatische Phase weiter unterteilt wird
(Dalbeth & Stamp, 2014).

Spezifische Ultraschallzeichen fur Gicht sind das Double Contour Sign des
Gelenkknorpels (DCS), Tophi, Aggregate und Knochenlasionen. Das DCS
wird definiert als abnormale hyperechogene Linie auf der Oberflache des hy-
alinen Gelenkknorpels. Diese Linie bleibt dabei auch bei Veranderung des Ein-
dringwinkels bestehen (Omoumi et al., 2016). Allerdings sind Ergebnisse zur
Sensitivitat und Urteileribereinstimmung je nach untersuchtem Gelenk und
bewertetem Ultraschallzeichen noch sehr heterogen (Girish et al., 2013;
Terslev et al., 2015).

1.3.3.2.3. Dual-Energy-Computertomographie
Die Dual-Energy-Computertomographie (DECT) ist eine erweiterte Computer-

tomographie, bei der mit zwei Rontgenquellen Strahlung unterschiedlicher
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Energien (150 kV und 80 kV) erzeugt werden. Durch das unterschiedliche Ab-
sorptionsverhalten von Gewebe und insbesondere Mineralen kénnen RUck-
schlisse auf deren physikalische und chemische Eigenschaften gezogen wer-
den. So kann beispielsweise Kalzium im Knochen von Harnsdure unterschie-
den und eine farblich kodierte Rekonstruktion erstellt werden. Das DECT ist
auch geeignet, zwischen unterschiedlichen Kristallarthropathien zu unter-
scheiden und kann durch die Quantifizierbarkeit der Befunde auch zur Uber-
wachung des Therapieerfolgs genutzt werden (Jayakumar et al., 2017). Sen-
sitivitdt und Spezifitdt sind sehr gut (90 % und 83 %), wenn die Bilder durch
einen erfahrenen Radiologen ausgewertet werden (Bongartz et al., 2015).
Falsch positive Ergebnisse treten auf, wenn eine fortgeschrittene Osteoarthri-
tis vorliegt. Da Keratin dhnliche Absorptionseigenschaften wie MNU-Kristalle
aufweisen, kdbnnen auch um das Nagelbett herum falsch positive Ergebnisse
auftreten. Falsch negative Ergebnisse werden durch eine zu geringe Kristall-
menge oder Tophusgro3en unter 2 mm bedingt (Omoumi et al., 2016). Insge-
samt ist die DECT hilfreich bei der Diagnose komplizierter Falle und wird auf-
grund seiner eingeschrankten Verfugbarkeit vorerst auch diesen vorbehalten
bleiben (Pascart & Lioté, 2018).

1.3.4. Pathologische Untersuchung in der Vogel- und Reptilienmedizin
Die pathologische Untersuchung ist unerlasslich in der Vogel- und Reptilien-
medizin. Sie dient nicht nur der Aufklarung plétzlicher Todesfalle, sondern
auch der Bestatigung oder Berichtigung klinischer Diagnosen sowie der Auf-
klarung eines scheinbaren Therapieversagens. So kann der Kliniker durch
jede pathologische Untersuchung neue Erkenntnisse fir die tagliche Praxis
gewinnen und seine diagnostischen Fertigkeiten verbessern. Da nur wenige
Krankheiten pathognomonische makroskopische Verdnderungen zeigen,
sollte die makroskopische pathologische Untersuchung von einer bakteriolo-
gischen, virologischen, parasitologischen und auch histologischen Untersu-
chung begleitet sein. Um keine Befunde zu Gibersehen und forensischen Vor-
gaben zu genugen, ist es wichtig, stets einem standardisierten schriftlichen
Protokoll zu folgen (Latimer & Rakich, 1994).

1.3.4.1. Pathologische Veranderungen bei Gicht
Da es in dieser Arbeit um die pathologische Untersuchung im Hinblick auf die
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Erkennung einer Gicht geht, soll hier auch nur auf die besonderen Organver-
anderungen eingegangen werden, die typischerweise bei dieser Erkrankung
vorzufinden sind. Je nach Auspragung der Gicht werden weil3liche Verschat-
tungen der serésen Haute beschrieben (Mir et al., 2005). Besonders betroffen
sind hier die Leberkapsel und das Perikard, in dem sich kreideahnliche Mas-
sen ablagern kénnen (Guo et al., 2005). Die Uratkristalle kbnnen dabei in
Folge einer Fremdkdrperreaktion eine Perikarditis auslosen. Eine mogliche
Folge dieser Pericarditis urica ist eine Verdickung und Verkalkung des Herz-
beutels, welcher die Ausdehnung des Herzens in der Diastole einschrankt
(sog. ,Panzerherz®) (Dommer, 1991). Veranderungen an den Nieren prasen-
tieren sich als stecknadelkopfgroR3e Tophi, die das gesamte Organ lUberziehen
(Cooper, 1997). Aufhellungen und eine Schwellung des Organs sowie durch
Uratablagerungen gestaute und erweiterte Ureteren kdbnnen vorkommen (Guo
et al., 2005; Mir et al., 2005). Bei der Gelenksgicht werden weil3e, kreide&hn-
liche Ablagerungen in und um die Gelenke herum beschrieben. Diese stellen
sich unter dem Mikroskop als polarisierende Nadeln dar (Latimer & Rakich,
1994; Mir et al., 2005). Jones und Fitzgerald (2009) beschreiben einen Fall, in
dem allein weiche bis halbfeste Knotchen von gelber bis braunlicher Farbe in
den periartikularen Faszien und der Muskulatur, sowie weil3liches Material auf

den Gelenkflachen vorkamen. Andere Organe waren nicht betroffen.

1.3.4.2. Histopathologische Verdnderungen

Harnsaure l6st sich in wassrigen Fixationslosungen aus dem Gewebe und hin-
terlasst eine azellulare eosinophile Matrix. Die Tophi haben einen Randsaum
aus Riesenzellen, welche wiederum von einer Zone aus Makrophagen, Lym-
phozyten und Fibroblasten umgeben sind. Typische Verdnderungen einer Nie-
rengicht sind Tubulusnekrose, eine Infiltration mit Lymphozyten, interstitielle
Fibrose sowie das Vorhandensein von Harnsaurekristallen und Tophi (Abdul-
Aziz et al., 2008).

1.4. Therapie

In der Humanmedizin setzt sich die Behandlung der Gicht aus verschiedenen
Ansatzen zusammen. Der akute schmerzhafte Gichtanfall wird mit nichtstero-
idalen Antiphlogistika (NSAIDs), Steroiden und Colchizin behandelt. Die Be-

handlung der chronischen Erkrankung hat die Reduktion der Hyperurikdmie
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zum Ziel. Der Ansatz ist multimodal. Wichtig ist die Aufklarung der Patienten
und eine Umstellung des Lebensstils hin zu einer purinarmen Diat und einer
Starkung des Herzkreislaufsystems, sodass blutdrucksenkende Medikamente
und Diuretika unnétig werden. Zusatzlich kénnen Urat-senkende Medika-
mente (Allopurinol, Febuxostat) und Medikamente zur Forderung der Urataus-
scheidung (urikosurische Medikamente) verwendet werden (Ragab et al.,
2017).

Die Tiermedizin kann sich an diesen Ansatzen orientieren. Am wichtigsten ist
hier die Optimierung der Haltungsbedingungen, wie eine artgerechte Ftte-
rung und Haltung mit einer Erhéhung der Luftfeuchtigkeit und ausreichender
Wasserversorgung (Mader, 2006). Damit diese Mal3nhahmen eine Wirkung er-
zielen kdnnen, ist jedoch eine ausreichend friihe Diagnosestellung notwendig.
Die Wirksamkeit von Allopurinol wird kontrovers diskutiert. Studien an Rot-
schwanzbussarden (Buteo jamaicensis) haben gezeigt, dass es nach der Ap-
plikation von Allopurinol (50 mg/kg) eher noch zu einem Anstieg der Serumu-
ratkonzentration, Erbrechen und Nierenschadigungen kam (Lumeij et al.,
1998). Eine Dosisreduktion auf 25 mg/kg zeigte gar keine Effekte mehr
(Poffers et al., 2002). Uratoxidase wurde hier als das vielversprechendere Me-
dikament getestet (Poffers et al., 2002). In der Reptilienmedizin scheint Allopu-
rinol eine bessere Wirksamkeit zu haben. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht tiber
Fallstudien an Schildkréten und Grinen Leguanen, bei denen eine Reduktion
der Serumuratkonzentration und der Gelenkentztindungsreaktion gezeigt wer-
den konnten. Ist das Tier schmerzhaft, ist der Einsatz von Analgetika ange-
zeigt. Betroffene Gelenke konnen in Narkose ausgeraumt werden (Plenz,
2015). Zusatzlich wird die Supplementation von Vitamin A und das Verabrei-
chen von Natriumbikarbonat Gber das Trinkwasser empfohlen (Krautwald-

Junghanns, 2011; Siegmann & Neumann, 2012).

Insgesamt ist die Prognose jedoch als unginstig einzustufen. Insbesondere

bei der Viszeralgicht wird die Erkrankung oft erst post mortem festgestellt.
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Tabelle 1: Literaturibersicht Gber Allopurinolanwendungen bei Reptilien

Dosierung

Tierart

Tierzahl

Ergebnis

Referenz

50 mg/kg SID 30 Tage,

Européische Land-

97.3% der Tiere zeigten eine Senkung des

Kolle, 2001 nach Mader,

u/d Diatfutter

kréte (Trachemys
scripta elegans)

nat

anschlieRend 50 mg/kg  schildkroten (Te- 73 :
alle 72h 3 Jahre lang studo hermanni) Serumuratlevels bis zum 7. Tag 2006
9,93 mg/kg S.ID ber 30 Maurische Bach- Verschwinden der Gelenkentziindung . L
Tage, anschlielend - . . . Figueres & Veterinarians,
schildkrote (Te- 1 nach 5 Monaten, alle klinischen Zeichen
3,31 mg/kg SID 90 Tage d h d h wei 1997
lang studo graeca) verschwunden nach weiteren 7 Monaten
24,2 mg/kg SID uber 7 Gruner Leguan (I- 19 signifikant niedrigere Serumuratlevel als S. Hernandez-Divers et
Tage guana iguana) bei der Placebogruppe al., 2008
Rotwangen-
20 mg/kg, SID und Hills  schmuckschild- 1 Verbesserung der Klinik nach einem Mo- Lee, Kim & Park, 2011
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2. Einfihrung in die Dunkelfeldbildgebung

2.1. Physikalische Grundlagen

Phasen- und Dunkelfeldkontrast entstehen, wenn Lichtwellen an einer Struktur
gebrochen oder gestreut werden. Der Phasenkontrast beruht dabei auf dem
physikalischen Effekt der Brechung des Lichts an Gewebelbergangen, wah-
rend der Dunkelfeldkontrast durch Kleinwinkelstreuung entsteht. Letzterer tritt
vor allem an Grenzflachen und kleinsten Faserstrukturen im Mikrometerbe-
reich auf. Da Rontgenstrahlung ebenfalls einen Wellencharakter hat, kbnnen
durch Messung der Winkelanderung der Rontgenstrahlen, die aufgrund der
Streuung und Brechung an einem Objekt im Strahlengang entstehen, Phasen-
und Dunkelfeldkontrast in der Réntgenbildgebung genutzt werden (Pfeiffer et
al., 2018).

Dafur werden Gitterinterferometer verwendet. Die Gitterinterferometrie basiert
auf zwei optischen Effekten, dem Moirée-Effekt und dem Talbot-Lau-Effekt.
Ersterer tritt auf, wenn sich regelmaflige Muster ungleichmaRig tberlagern.
Auf diese Weise konnen kleinste Unterschiede Ubereinanderliegender, glei-
cher Gitter sichtbar gemacht werden. Solche Unregelmafigkeiten kénnen
auch dann entstehen, wenn zwischen zwei optischen Gittern ein strahlenbre-
chendes Objekt platziert wird. Die Gitterschatten hinter dem ersten Gitter G1
werden um den entsprechenden Refraktionsgradienten verformt und auch die
Moirée-Linien hinter dem zweiten Gitter G2 zeigen die gleiche Ablenkung. Auf
diese Weise kann der Beugungswinkel bestimmt werden. Je kleiner dieser
Winkel ist, desto groRer muss der Abstand zwischen den beiden Gittern wer-
den. Deshalb nutzt man den Talbot-Lau-Effekt. Dieser bewirkt, dass ein durch
monochromatisches Licht beleuchtetes optisches Gitter in bestimmten Talbot-
Abstanden immer wieder abgebildet wird. Stellt man nun G2in die Ebene eines
solchen ,Talbot“-Bildes und rotiert es leicht im Vergleich zur Achse von G,
entstehen hinter G2 Moirée Linien. Diese Linien werden, wie anfangs beschrie-

ben, durch ein hinter G platziertes Objekt abgelenkt (Lohmann & Silva, 1971).

2.2. Talbot-Lau-Gitterinterferometer
Die fur die Réntgen-Dunkelfeldbildgebung verwendeten optischen Gitter ha-
ben einen sehr kleinen Abstand von nur 5-20 um-zwischen ihren Lamellen.

Sie bestehen aus Silizium- und Goldstrukturen (David et al., 2007). Zur
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Nutzung der oben beschriebenen Effekte wird monochromatische Strahlung
bendtigt. Um die DFR mit herkdmmlichen Réntgenréhren, welche polychroma-
tische Strahlung erzeugen, durchfiihren zu kénnen, werden Interferometer mit
3 Gittern verwendet. Das erste Gitter ist ein Quellengitter Go, das zweite ein
Phasengitter G1 und das dritte ein Analysatorgitter G2. Abbildung 3 zeigt sche-
matisch einen solchen Aufbau. Das Quellengitter, welches meist nah an der
Rontgenquelle platziert wird, ist eine Lochmaske mit weiterleitenden Schlitzen.
Es erzeugt ein feines periodisches Muster von Réntgenstrahlen und ermdg-
licht dadurch die Nutzung grof3er Rontgenquellen. Der Bildkontrast wird durch
G1 und G2 gebildet. Das Phasengitter G1 erzeugt ein Interferenzmuster an den
Talbot-Abstanden und erzeugt durch den Talbot-Lau-Effekt ein lineares Gitter-
muster hinter G2. Das Analysatorgitter G2 besteht aus hochabsorbierenden
Goldlinien und wird deshalb auch Absorptionsgitter genannt. Es steht direkt
vor dem Detektor. Wird nun eines der Gitter Gi1 oder G2 entlang der Transver-
salachse der optischen Achse um eine Periodenlange verschoben, erhalt man
fur jedes Pixel eine sinusoidale Intensitatskurve. Wird ein Gegenstand zwi-
schen Go und die beiden anderen Gitter platziert, verandert sich diese Kurve
entsprechend der Eigenschaften des Objekts. Vergleicht man die Referenz-
kurve mit der neu entstandenen Kurve, erhalt man gleichzeitig Informationen
Uber die Attenuation, die Phasenverschiebung und den Dunkelfeldkontrast fur
jeden Detektorpixel (siehe Abbildung 4). Beim Dunkelfeldkontrast wird die
durch Streuung der Rontgenstrahlung verursachte Verkleinerung der
Amplitude im Vergleich zur Referenzkurve gemessen. Dieser Signalverlust
wird durch Kleinwinkelstreuung der Strahlung an Porositaten und Strukturver-
anderungen im Mikrometerbereich verursacht. Beim Phasenkontrast kommt
es zu einer Verschiebung der Kurve in transversaler Richtung entlang der
Achse x. Bei absorbierenden Gegenstanden kommt es zu einer Schwankung
der Kurve mit einer Verkleinerung des Mittelwertes ao (Schwéachung/Attenua-
tion) (Pfeiffer et al., 2008; Pfeiffer et al., 2018; Pfeiffer et al., 2006).
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines Gitter-Interferometers mit Rontgenquelle,
Quellengitter, Phasengitter, Probe, Analysatorgitter und Detektor. Das erzeugte Interfe-
renzmuster wird durch die Streuung der Rontgenstrahlen an der Probe verbreitert (mo-
difiziert nach Pfeiffer et al., 2008).
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Abbildung 4: Schematische Abbildung der sinusoidalen Intensitatskurve, welche bei
der Verschiebung der Gitter G1 oder G2 um eine Periodenlange fir jedes Pixel am De-
tektor entsteht. Die gestrichelte Kurve zeigt die Veranderung, welche die Kurve durch
Platzierung eines Objektes in den Strahlengang erfahrt. Absorption erzeugt eine Ver-
kleinerung des Mittelwertes ao, Streuung erzeugt eine Verkleinerung der Amplitude a;
(Dunkelfeldkontrast) und beim Phasenkontrast kommt es zu einer Verschiebung der
Kurve in transversaler Richtung (A®).

2.3. Anwendungsbereiche

Die Nutzung des Dunkelfeldkontrasts in der Rontgenbildgebung kann den In-
formationsgehalt eines Bildes enorm steigern. Da in der konventionellen Ront-
genbildgebung nur Absorptionsunterschiede in Gewebe gemessen werden

kénnen, diese innerhalb des Weichteilgewebes aber gering sind, ist der
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Informationsgehalt, den ein Rontgenbild liefern kann, meist beschrankt. Ge-
webe, welche nur kleine Absorptionsunterschiede hervorrufen oder kaum ab-
sorbieren, kbnnen aber strahlenstreuende oder —brechende Eigenschaften
haben, welche, wenn sie zusatzlich ausgewertet werden kénnen, den Informa-
tionsgehalt eines Rontgenbildes enorm steigern kénnen. Das Ergebnis ist ein
hoherer Kontrast, der erlaubt kleinere Details zu erkennen. Die Anwendungs-
gebiete fur die Phasen- und Dunkelfeldkontrastradiographie umfassen neben
der technischen Materialuntersuchung, beispielsweise bei der zerstérungs-
freien Werkstoffprifung (Shashev et al., 2017), bei der Lebensmittelprifung
oder der Sicherheitstechnik am Flughafen (Gaizsch, 2020) auch die Radiolo-
gie. Forschungsergebnisse der letzten Dekade zeigen das Potential dieser
Methode als Ergénzung zur herkdmmlichen Réntgenbildgebung in der Medi-

zin.

Die Lunge ist mit ihren zahlreichen Grenzflachen an den Alveolen ein Organ,
welches einen starken Phasen- und Dunkelfeldkontrast bietet. Insbesondere
Strukturveranderungen, wie sie bei der Lungenfibrose oder Emphysemen auf-
treten, werden auf diese Weise deutlich sichtbar. Yaroshenko et al. (2015) ver-
glichen in einer in vivo Mausestudie konventionelles und Dunkelfeldrontgen
der Lungen nach Induktion einer Fibrose mittels orotrachealer Bleomycingabe.
Es zeigte sich, dass der Dunkelfeldkontrast eine signifikant hGhere Sensitivitat,
vor allem bei der Detektion friher Stadien der Erkrankung (noch vor signifi-
kanter Veranderungen in den durchgefihrten Lungenfunktionstests), besal3.
Der Vorteil der Methode wird hier auch in der geringeren Strahlendosis im Ver-
gleich zu einer CT gesehen. Hellbach et al. (2017) bestétigen diese Aussage,
indem zusatzlich eine Reader Studie durchgefuhrt wurde. Selbiges konnte fir
die Diagnose von Lungentumoren bei Mausen gezeigt werden. Hier besteht
die Herausforderung vor allem darin, kleine Knétchen im frihen Stadium der
Erkrankung rechtzeitig zu erkennen (Scherer et al., 2017). Weitere Untersu-
chungen schlieRen die Diagnostik von Emphysemen (Hellbach et al., 2015;
Meinel et al., 2014; Yaroshenko et al., 2013) und akuten Entziindungen der
Lunge (Hellbach et al., 2018) mit ein. Grundlage der Detektierbarkeit dieser
Erkrankungen ist, dass die Grenzflachen von Luft zu Gewebe in der Lunge
eine starke Streuung der Rontgenstrahlen verursachen. Eine gesunde Lunge

erzeugt demnach ein starkes Dunkelfeldsignal auf dem generierten Bild. Dort
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wo funktionales Lungengewebe zerstort oder verdrangt wurde, bleibt die
Streuung aus und es kommt nur noch zu einem abgeschwachten Dunkel-
feldsignal. Untersuchungen an Schweinen (Gromann et al., 2017; Hellbach et
al., 2018) und die Messung einer menschlichen Lunge im Leichnam (Willer et
al., 2018) konnten die Anwendbarkeit der Methode mit grof3eren Sichtfeldern
und Schichtdicken, wie sie fur die klinische Anwendung bei Menschen notwen-

dig sein werden, zeigen.

Die strahlenstreuenden Eigenschaften von Kristallen und Kalzifikationen ma-
chen den Dunkelfeldkontrast auch im Bereich der Materialcharakterisierung zu
einem interessanten Werkzeug. Mehrere Studien konnten zeigen, dass mittels
Dunkelfeldbildgebung die Mikrokalzifikationen in Mammakarzinomen detek-
tiert werden kénnen (Scherer et al., 2016; Stampanoni et al., 2011). Gleiches
gilt fir Nierensteine. Scherer et al.(2015) zeigen in ihrer Studie, dass Kalzi-
umoxalat- von Harnsauresteinen unterschieden werden kdnnen, wenn Dun-

kelfeld- und Absorptionsbild miteinander verglichen werden.

Ein weiteres strahlenstreuendes Gewebe ist der trabekulare Knochen. Thiring
et al (2013) konnten in einer Machbarkeitsstudie zeigen, dass Dunkelfeld- und
Phasenkontrastradiographie die Bildqualitat fur die Gelenksbeurteilung ver-
bessern kdnnen. Dabei erhéht der Dunkelfeldkontrast insbesondere an Kno-
chengrenzen und -kanten die Bildqualitat, sodass die Mikroarchitektur des
Knochens und der Gelenkspalt besser beurteilt werden kénnen (insbesondere
im Hinblick auf periartikulare Kalzifikationen). Zusatzlich konnte gezeigt wer-
den, dass dies an einer kompletten menschlichen Hand machbar ist. Die Au-
toren sehen ein Potential fur die Methode in der taglichen Anwendung in der
Klinik, um rheumatoide und degenerative Gelenkserkrankungen friher diag-
nostizieren und iberwachen zu kénnen. Diese Beobachtung konnte durch wei-
tere Studien bestatigt und weiterverfolgt werden (Jud et al., 2017; Tanaka et
al., 2013).
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3. Zielsetzung und Fragestellungen

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob Harnsaurekristalle aufgrund ihrer
mikroskopischen Nadelstruktur ein Dunkelfeldsignal erzeugen und ob dieses
Signal auch in biologischem Gewebe noch ausreichend stark ist, um es mit
der Dunkelfeldbildgebung zu detektieren. Im Anschluss daran wurde unter-
sucht, ob die Dunkelfeldradiographie zur Diagnostik der Gichterkrankung bei
Vogeln und Reptilien angewendet werden kann und als neues, nicht invasives

bildgebendes Verfahren fur die klinische Gichtdiagnostik geeignet ist.
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[1l. EXEMPLARISCHE DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

Die folgenden drei Grafiken werden den Publikationen vorangestellt, um dem

Leser die gewonnenen Ergebnisse zu verbildlichen.

[ e e
0.3 rel. attenuation 0.7 0.4 / rel. dark-field 0.9

Dunkelfeldsignal der MNU-Kristalle

Abbildung 5: Dunkelfeldsignal von subkutan injizierten MNU-Kristallen am Beispiel
zweier Mausehintergliedmalen (Braig et al., 2020).

Die obere Reihe zeigt die Gliedmal3en vor der Kristallinjektion, die untere
Reihe nach der Injektion. Links im Bild ist jeweils das Absorptionsréontgenbild,
links das Bild mit Dunkelfeldkontrast zu sehen.
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Harnsauregranulome
auf der Leber

Durch die Haut
scheinender
Gichttophus

Miliare Gichttophi in den
aufgehellten und ge-
schwollenen Nieren

} A >
Perikard: durch Auf- und Einla-
gerungen von Uraten verdickt.

Sog. ,Panzerherz*

Abbildung 5: Beispielhafte Befunde aus der Sektion. Obere Reihe: Leopardgecko mit
Gelenks- und Viszeralgicht. Untere Reihe: Griunsittich mit Gelenks- und Viszeralgicht

(modifiziert nach Roiser et al., 2022).
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Abbildung 6: Darstellung von drei Gelenken mit Gichttophi im Vergleich mit einer

gesunden Kontrolle (Scholz et al., 2021).

Zu sehen sind von links nach rechts: Karpus einer Bartagame, Karpus einer
Wasseragame, Knie eines Leopardgeckos, Karpus desselben Leopard-
geckos. In der oberen Reihe ist jeweils das Absorptionsréntgenbild, in der un-
teren Reihe das Bild mit Dunkelfeldkontrast zu sehen. Das durch die MNU-
Kristalle verursachte Dunkelfeldsignal wird durch rote Pfeile markiert. Bei der
Wasseragame ist aul3erdem eine Knochenlyse im Karpalgelenk (roter Kreis)

zu sehen.
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X-ray Dark-Field Radiography

Potential for Visualization of Monosodium Urate Deposition

Eva-Maria Braig, MSc,* Nathalie Roiser, DVM, 1 Melanie A. Kimm, PhD,} Madleen Busse, PhD,*
Jana Andrejewski, MSc,* Josef Scholz, MSc,* Christian Petrich, BSc,* Alex Gustschin, MSc,*
Andreas Sauter, MD,} Jannis Bodden, MD,} Felix Meurer, MD,} Riidiger Korbel, PhD, 1
Franz Pfeiffer, PhD,*} Julia Herzen, PhD,* and Daniela Pfeiffer, MD}

Objective: The aim of this study was to evaluate the potential of x-ray dark-field
radiography for the noninvasive detection of monosodium urate (MSU) crystals
as a novel diagnostic tool for gout.

Materials and Methods: Contrast-to-noise ratios of MSU crystals in conven-
tional radiography and dark-field radiography have been compared in a proof
of principle measurement. Monosodium urate crystals have been injected into
mouse legs in an ex vivo experimental gout setup. Three radiologists independently
evaluated the images for the occurrence of crystal deposits in a blinded study for at-
tenuation images only, dark-field images only. and with both images available for
acomprehensive diagnosis. All imaging experiments have been performed at an ex-
perimental x-ray dark-field setup with a 3-grating interferometer, a rotating anode
tube (50 kVp), and a photon-counting detector (effective pixel size, 166 pm).
Results: X-ray dark-field radiography provided a strong signal increase for MSU
crystals in a physiological buffer solution compared with conventional attenua-
tion radiography with a contrast-to-noise ratio increase from 0.8 to 19.3. Based
on conventional attenuation images only, the reader study revealed insufficient di-
agnostic performance (sensitivity, 11%; specificity, 92%) with poor interrater
agreement (Cohen's coefficient k = 0.031). Based on dark-field images, the sen-
sitivity increased to 100%, specificity remained at 92%, and the interrater
agreement increased to k = 0.904. Combined diagnosis based on both image
modalities maximized both sensitivity and specificity to 100% with absolute
interrater agreement (x = 1.000).

Conclusions: X-ray dark-field radiography enables the detection of MSU crys-
tals in a mouse-based gout model. The simultancous avaliability of a conventional
attenuation image together with the dark-field image provides excellent detection
rates of gout deposits with high specificity.

Key Words: x-ray dark-field radiography, mono sodium urate crystals, gout,
grating interferometry

(Invest Radiol 2020:00: 00-00)

out is one of the most common inflammatory arthritides with a

worldwide prevalence ranging between 0.1% and 10%. Due to se-
vere pain and danger of joint destruction, early diagnosis and treatment
is crucial for patients.' The inflammation is caused by the deposition of
monosodium urate (MSU) crystals in tissue and around joints when a
certain threshold of serum urate is surpassed.>

Received for publication January 7, 2020; and accepted for publication, after revision,
February 9, 2020.

From the *Chair of Biomedical Physics, Department of Physics and Munich School of
BioEngineering, Technical University of Munich, Garching; {Clinic for Birds,
Small Mammals, Reptiles, and Omamental Fish, Center for Clinical Veterinary
Medicine, LMU University of Munich, Oberschleiheim; and {Department of Di-
agnostic and Interventional Radiology, School of Medicine and Klinikum rechts
der Isar, Technical University of Munich, Miinchen, Germany.

Eva-Maria Braig and Nathalie Roiser contributed equally to this work.

Conflicts of interest and sources of funding: none declared.

Correspondence to: Eva-Maria Braig, MSc, Chair of Biomedical Physics, Department
of Physics and Munich School of BioEngineering, Technical University of Munich,
James-Franck Str. 1, 85748 Garching, Germany. E-mail: eva.braig@mytum.de.

Copyright © 2020 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

ISSN: 0020-9996/20/0000-0000

DOI: 10.1097/RLL000000000000067 1

Investigative Radiology e Volume 00, Number 00, Month 2020

It is important for primary care facilities to be able to confidently
diagnose gout and rule out other conditions with similar symptoms such
as septic arthritis because insufficient treatment can have severe conse-
quences for the patient.

At present, MSU crystal analysis from synovial fluid (arthrocentesis)
is considered the criterion standard for diagnosing gout.® However, differ-
ent studies have shown that this technique requires specialized knowledge
and training in reliably assessing synovia samples because recognition and
identification of crystals vary extremely between different examiners.*
Sensitivity, specificity, and reproducibility of crystal analysis was esti-
mated as poor by a systematic review.® Furthermore, the arthrocentesis
can be painful for the patient and bears the risk of joint infection.”

Other diagnostic methods include conventional radiography, ul-
trasonography, conventional computed tomography (CT), and dual-energy
CT (DECT). Although conventional radiography is not suited to detect
early stages of gout and ultrasonography is time-consuming and requires
a well-trained examiner,® CT has been established as the best imag-
ing technique for the assessment and characterization of crystal ar-
thropathies in the past. Specifically, DECT has been reported to be
able to identify MSU crystals with a specificity of 75% to 100%.
False-negatives occur when crystal amounts are low or the size of
tophi/crystals is less than 2 mm.”

The potential of x-ray dark-field radiography has been investi-
gated in a variety of diagnostic fields: lung imagin;, mammography,
or kidney stone characterization, among others.'® '” Most recently, it
has been implemented into a prototype x-ray system close to routine hu-
man applications.'®'? Hereby, the use of a grating interferometer makes
subresolutional refractive index fluctuations visible in terms of signal loss
in the dark-field image channel. This signal loss is evoked by small angle
scattering at porosities or fiber structures within the micrometer range.>’

The purpose of this study was to investigate whether MSU crys-
tals with microscopic needle structure elicit a signal in x-ray dark-field
radiography. In addition, the noninvasive detection of crystals within bi-
ological tissue exhibiting the background of bones and soft tissue was
evaluated. To this aim, an ex vivo mouse-based gout model was used.

MATERIALS AND METHODS

X-ray Dark-Field Imaging With a Talbot-Lau
Interferometer

X-ray dark-field radiography at conventional x-ray sources can
be realized by using a 3-grating interferometer as illustrated in Figure 1.
The highly absorbing source grating guarantees the necessary lateral
beam-coherence for interference effects by serving as a series of line
sources if placed in front of a conventional x-ray tube. The phase-grating
produces a periodic intensity modulation at specific distances, known
as Talbot distances. The phase shift of a sample causes then a slight
transverse displacement of this intensity pattern, much smaller than
the spatial resolution of the detector. To resolve the small shift, another
absorbing grating is used. By moving one of the gratings in discrete
steps over one period, a sinusoidal intensity curve is obtained for every
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FIGURE 1. Schematic principle of a Talbot-Lau interferometer. A, The source grating splits the extended source into a series of line sources, providing the
necessary beam coherence. The phase-grating produces a periodic interference pattern, which is scanned in discrete steps by an analyzer grating,
leading to the so-called stepping curve (B and C). Inserting a sample into the beam path causes attenuation and scattering of the x-ray beam, causing a
lowering of the mean value a, of the stepping curve (B) and a decrease of its amplitude a; (C). Subsequent postprocessing then yields the conventional

attenuation image and the dark-field image.

pixel. Comparison with the undisturbed reference curve yields simulta-
neously the attenuation (from the mean value a,), the phase shift, and
the loss of visibility (decrease of the amplitude a,) for every detector pixel.
The latter is related to small angle scattering caused by subresolutional re-
fractive index fluctuations in the imaged object. A more detailed de-
scription of the method can be found in Pfeiffer et al.'”?!

Technical Parameters of the Imaging System

The measurements were conducted at a laboratory rotating anode
tube (MicroMax HF007, Rigaku Inc, USA) operated at 50 kVp with a
photon-counting detector (Eiger 500k, DECTRIS Ltd, Switzerland) with
a pixel size of 75 x 75 um? and a 450-um-thick Si sensor. The detector
was used in a 4-time binning mode such that, together with the geometric
magnification, the effective pixel size was 166 x 166 pm?.

The grating interferometer consists of a symmetric 3-grating setup
with periods of 5.4 um and gold-filling heights of 70, 5.2, and 65 pum,
respectively. For every image, 11-phase steps were conducted with an
exposure time of 1 second per step.

Preparation of MSU Crystals

Monosodium urate crystals were prepared as previously de-
scribed.”*?? Briefly, equimolar quantities (10 mM) of uric acid so-
dium salt (Merck, Germany) and NaOH (Merck, Germany) were
dissolved by heating the solution to 90°C. Subsequently, the solution
was filtered and incubated at 40°C until MSU crystal precipitation was
complete. Size and structure of the crystals were inspected by light mi-
croscopy (Axio Imager Z1, Zeiss, Germany) and found to be needle
shaped and approximately 50um long, which is consistent with the ap-
pearance of crystals described in the literature.”* 2° C rystals were air
dried and stored at room temperature until usage.

Animals

This study was approved by the government of Upper Bavaria,
Germany, and followed the 3Rs guiding principles. Thirteen- to
14-week-old female C57B6/N mice (Janvier Laboratories) were euthanized
with an injectable anesthetic overdose of ketamine-xylazine, and hind legs
(n=7) were removed post mortem. Legs were chosen based on similar size,
muscular mass, and the amount of skin left on the lateral thigh, fixated
in 4% neutral-buflered formalin and stored at 4°C until usage.

In Vitro and Ex Vivo X-ray Dark-Field
Radiography Measurements

For in vitro studies, 10mg MSU crystals were resuspended in
100 uL 1x phosphate-buffered saline (PBS) and imaged ina 1.5-mL re-
action tube (Eppendorf, Germany). The contrast-to-noise ratio (CNR)
was measured in the obtained x-ray dark-field and attenuation image

2 | www.investigativeradiology.com

in 2 representative regions of interest of 50 pixels. For ex vivo imaging,
formalin-fixated mouse hind legs were attached on a rubber board to
avoid moving artifacts during scanning. Twenty to 80 mg of MSU crys-
tals in 50 uLL 1x PBS were carefully injected subcutaneously with a
22-G cannula (Braun, Germany) into 3 hind legs, caudal of the knee
joint. Images of each leg were taken before and immediately after crys-
tal injection. Each image acquisition provides the conventional attenua-
tion image simultaneously with the dark-field image.x

Reader Study

Images were evaluated by 3 experienced radiologists (with 2, 3,
and 6 years of experience, respectively). In addition, the readers had re-
ceived a short introduction to x-ray dark-field imaging (by an experi-
enced radiologist with additionally more than 8 years of experience in
grating-based x-ray imaging research) by demonstrating 2 test images,
which were not included into the image set of the reader study. Within
the study, 3 of 7 cases contained MSU crystals (positive samples) and 4
of 7 cases did not contain MSU crystals (negative control).

All image sets were evaluated for the appearance of MSU crystals
in the form of a yes/no decision. The evaluation was divided into 3 read-
ing sessions, which were conducted with a time delay of 2 weeks and a
randomized order to minimize recall bias. In the first sequence, only
the attenuation images were evaluated, in the second sequence, only
the dark-field images were analyzed, and in the last sequence, both
images together were available for the readers. The readers were
asked whether they could detect crystals on the x-ray images and
how confident they were about their statement on a 4-point scale from
0 to 3 (0, not confident; 1, moderately confident; 2, quite confident; and
3, highly confident).

Statistical Analysis

The sensitivity and specificity were determined for detecting the
MSU crystals in the attenuation image, in the dark-field image and
when evaluating both images simultaneously.

The interrater agreement between the 3 readers was quantified
via the Cohen's kappa coefficient (k). To compare the reader’s confidence
between the 3 viewing sessions, the nonparametrical Friedman test was
used. Pairwise post hoc comparisons were Bonferroni corrected (IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 25.0; IBM Corp, USA). The level
of significance was set at P < 0.05.

RESULTS
X-ray Dark-Field Imaging of MSU Crystals In Vitro

To assess the ability to target MSU crystals with x-ray dark-field
radiography, we imaged MSU crystals dispersed in a physiological buffer

© 2020 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

Copyright © 2020 Wolters Kluwer Health, Inc. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
This paper can be cited using the date of access and the unique DOI number which can be found in the footnotes.



Publikationen

37

Investigative Radiology e Volume 00, Number 00, Month 2020

Gout Detection With X-ray Dark-Field Radiography

A B

—_—

50pum

0.3 attenuation

dark-field 0.9

0.7 03

FIGURE 2. Microscope image and x-ray images of plain monosodium urate (MSU) crystals. A, Light microscopy image of the needle-like shaped MSU
crystals. B, X-ray attenuation image, where 10 mg MSU crystals in a physiological buffer solution (PBS) show no visible contrast between the 2
components. C, X-ray dark-field image, where the sedimented MSU crystals can clearly be separated from the PBS solution. The fluid level can be slightly

seen as a subtle line without further contrast from the background.

solution. Monosodium urate crystal formation and shape was controlled
by light microscopy imaging (Fig. 2A). The attenuation x-ray image
of the MSU crystals demonstrated a homogeneous attenuation (Fig. 2B)
throughout the suspension. The x-ray dark-field image, however, showed
a strong signal increase at the bottom of the reaction tube where the
MSU crystals were sedimented (Fig. 2C). The increase in the CNR
confirms the visual impression. The CNR between the MSU crystals
and the PBS solution was (.8 in the attenuation image and 19.3 in the
dark-field image.

Visual Ex Vivo Dark-Field Signal Detection of
MSU Crystals

Figure 3 presents the attenuation (Figs. 3A-C, left column) and
dark-field images (Figs. 3A-C, right column) of 3 hind legs before
and after MSU crystal application, respectively. There was no visual
signal correlation detected in the attenuation images (Figs. 3A-C, left
columns) verifying the results of the in vitro analysis. Visual
differences within the attenuation images can be related to static grating
imperfections, which appear as more or less round radiolucent spots.

Comparison of the dark-field images before and after the injection of

MSU crystals demonstrated a strong signal increase in the soft tissue
ventral of the proximal fibula (Figs. 3A—C, bottom row, right columns,
circles). The signal was strongest at the head of the fibula (Fig. 3A),
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the regio poplitei with extension into the tuberositas tibiac (Fig. 3B),
and in the soft tissue of the regio genus posterior (Fig. 3C). In all cases,
the signal extended with blurred margins into the periphery due to the
injection technique. The corresponding attenuation images did not show
any density changes in the described areas. Therefore, the signal can
unambiguously be attributed to the refractive index fluctuations caused
by the injected MSU crystals.

Reader Study Evaluation

The interrater agreement for assessment of attenuation images (7
test cases, 3 with MSU crytals, and 4 without) alone was poor
(k= 0.031). In contrast, there was strong agreement for the assessment
of the dark-field images (k = 0.904) and absolute agreement when both
images were assessed together (x = 1.000). Based on the conventional
attenuation image, a reliable diagnosis was not possible (sensitivity,
11%; specificity, 92%), and the readers indicated a confidence level
of 0 in 81% of the cases.

The assessment of the dark-field images yielded a 100% sensi-
tive and 92% specific diagnosis and a confidence level of 3 was indi-
cated in 71% of the cases (24% indicated a level of 2).

The comparative diagnosis with both images available resulted
in sensitivity and specificity of 100%, respectively. Eighty-one percent
of confidence ratings had a level of 3, 19% a level of 2. Figure 4 shows
an overview of the confidence ratings during the 3 reading sessions.

—
0.704 0.9

FIGURE 3. Ex vivo detection of MSU crystals using dark-field imaging. X-ray attenuation (left column) and dark-field images (right column) of 3 mouse
legs before (top row) and after MSU crystal injection (bottom row). Crystals were injected into the popliteal region close to the knee joint (circles) to
reflect the pathophysiological situation in vivo. The scale bar corresponds to 4 mm.
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FIGURE 4. Results of a reader study, showing the distribution of confidence
ratings between 3 viewing sessions. The attenuation images, the
dark-field images, and both images together have been examined in 3
rounds with a time delay by 3 readers. Every image was examined for the
appearance of crystal deposition and every diagnosis was assigned with a
confidence level. Distribution of confidence ratings between the 3
viewing sessions are displayed in bar charts. Significance (***) P< 0.001.

" attenuation
not confident
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Confidence ratings differed highly significant between the evalu-
ation of attenuation and dark-field images (z =-4.629, Pyrectea < 0.001).
They also differed highly significant between attenuation and combined
dark-field and attenuation images (z = —5.092, Peorrectea S 0.001).
These results indicate that the signal increase in the dark-field imaging
technique improves the radiographic sensitivity of MSU crystals signif-
icantly, and the combined simultaneous availability of attenuation and
dark-field minimizes the risk of false-positive diagnosis.

DISCUSSION

The present study demonstrates the ability of MSU crystal detec-
tion with x-ray dark-field radiography in a mouse-based gout model.
The simultaneous availability of the conventional attenuation image to-
gether with the dark-field image provides excellent detection rates of
gout deposits with high specificity.

Monosodium urate crystals in PBS solution led to a significant
increase of dark-field signal compared with standard attenuation radi-
ography, which has been quantified by calculation of the CNR value.
The crystal suspension has been injected post mortem into mouse hind legs
to simulate gout-crystal deposition. Additional to qualitative description
and demonstration of the noninvasive detectability of the crystals ex vivo,
a blinded reader study has confirmed the highly beneficial effect of dark-
field imaging for detecting MSU crystals in radiography. Particularly, the
simultaneous presentation of the attenuation and dark-field image allows
for comparative diagnostics and maximizes the diagnostic reliability.

The potential diagnostic benefit from the x-ray dark-field signal in
addition to the conventional attenuation signal has been widely investi-
gated during the last decade. Especially the strong visibility of structural
changes in the lung was demonstrated in many animal studies, which
showed how dark-field imaging can sngmﬁcantly improve the diagnostic
of pulmonary diseases such as fibrosis,”*?’ lung cancer,”® emphy-
sema.'" 2930 and pneumothorax®' as well as acute inflammation of the
lung The latter has not only been examined in murine models but also
in plgs and human corpses.>> ** These results show that x-ray dark-field
imaging has a high potential as a novel diagnostic tool in the clinics.

4 | www.investigativeradiology.com

Beside the high potential in lung imaging, first studies evaluated
the impact of x-ray dark-field imaging for advanced material character-
ization based on the structure of crystals and calcifications in nanoscale.
It has been shown that kidney stones and breast microcalcifications can
be detected and differentiated when comparing dark-field and absorp-
tion signal strength in x-ray dark-field radiography.'*'>33-3¢

As a first proof of concept, the current study contains some lim-
itations that should be addressed in subsequent studies. Due to the ana-
tomical small size of the mouse leg, an injection directly into the joint
was not reliably feasible and should be realized in a follow-up study
with larger animals. Besides, the sensitivity and signal strength at higher en-
ergies as necessary for x-ray imaging of larger animals must be analyzed.

No clear cutoff regarding the critical MSU amount for joint in-
flammation is known so far. Faires and Mccarty®® reported an amount
of 6 mg MSU crystals causing inflammation in dogs' knees. In the study,
the amount of injected MSU crystals was 20 to 80 mg. However, regard-
ing the strong signal increase compared with conventional attenuation ra-
diography, it is expected that dark-field imaging can contribute to more
reliable, less invasive, and clearly simplified gout detection. Future stud-
ies should focus on different crystal concentrations to determine the low-
est detectable MSU crystal deposition close to the bone as the dark-field
signal arising from structural variations of bone structures around the
joint may limit the detectability of small amounts of crystal deposition.

At last, it should be mentioned that the amount of test cases for
the statistical analysis was relatively low. Still, the clear signal improve-
ment demonstrates the potential of the method for noninvasive crystal
detection, and it can serve as a first prove of principle to encourage fur-
ther investigation on this approach.

Especially in context of the current state of the art in gout detec-
tion, which relies mostly on invasive joint puncture, the noninvasive
character of x-ray dark-field imaging makes the technique promising
for gout diagnosis and monitoring. As mentioned earlier. joint puncture
can lead to infections, and crystal analysis of the synovial fluid is not al-
ways reliable. Ultrasound as a diagnostic method is suitable to detect
joint effusions and synovitis, and to study cartilage, tendons, and bone
contour.” However, ultrasound is a time-consuming procedure, which
requires specialized examiners. Conventional radiography can show
typical changes in late state gout patients, such as erosions and deformi-
ties of the bones as well as soft tissue and intraosseous tophi. However,
in early state gout, conventional radiography is not suitable to make the
diagnosis. Therefore, ultrasound and conventional radiography are both
examinations important to stage and monitor the destruction that has al-
ready been inflicted on the joint and periarticular structures. Dual-energy
CT can help to differentiate between different materials, and thus, detec-
tion of MSU crystals is possible. Today, DECT is mainly used to establish
the diagnosis of gout in difficult cases.*® However, the restricted avail-
ability prevents DECT from being the method of choice. Furthermore,
it may not detect small amounts of MSU crystals.

The main advantage of x-ray dark-field radiography is its
noninvasiveness with potentially lower x-ray dose levels than CT being
a single projection technique. X-ray dark-field imaging always comes
with a conventional attenuation-based radiograph, and an additional
dark-field image, which adds information on the scattering characteris-
tics of the examined object. Therefore, x-ray dark-field radiography re-
veals the anatomical changes in bones and soft tissue as it is known
from conventional radiography but adds the complimentary informa-
tion of material-dependent x-ray scattering. Thus, x-ray dark-field radi-
ography provides information on the microstructure, which helps to
detect crystals because of their scattering properties, despite the only
weak attenuation contrast due to the low density of MSU crystals.

The next step must be to evaluate x-ray dark-field radiography for
carly detection of gout in patients. The occurrence of tophi in chronic
gout affects most frequently the joints and especially the metatarsal-
phalangeal joint of the first toe but also the fingers, the knees, or the
wrists. These body parts can already be examined with existing x-ray
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dark-field scanners, for example, a system which is approved for pre-
clinical examinations of cartilage in joints.'” Most recently, a technical
realization of a Talbot-Lau scanner has been presented, which fulfills
even the strict dose requirements for mammography.*® Therefore, we
believe that this technique has a strong potential to complement present
imaging tools, soon. Accordingly, the further probing of the clinical rel-
evance of x-ray dark-field gout detection must be forwarded to make the
advantages of the new technique accessible for a broad range of patients.
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X-ray dark-field radiography
for in situ gout diagnosis by means
of an ex vivo animal study

Josef Scholz!"*, Nathalie Roiser?, Eva-Maria Braig', Christian Petrich’, Lorenz Birnbacher?,
Jana Andrejewski’, Melanie A. Kimm?>*, Andreas Sauter’, Madleen Busse?, Ridiger Korbel?,
Julia Herzen® & Daniela Pfeiffer®>®

Gout is the most common form of inflammatory arthritis, caused by the deposition of monosodium
urate (MSU) crystals in peripheral joints and tissue. Detection of MSU crystals is essential for definitive
diagnosis, however the gold standard is an invasive process which is rarely utilized. In fact, most
patients are diagnosed or even misdiagnosed based on manifested clinical signs, as indicated by

the unchanged premature mortality among gout patients over the past decade, although effective
treatment is now available. An alternative, non-invasive approach for the detection of MSU crystals
is X-ray dark-field radiography. In our work, we demonstrate that dark-field X-ray radiography can
detect naturally developed gout in animals with high diagnostic sensitivity and specificity based on
the in situ measurement of MSU crystals. With the results of this study as a potential basis for further
research, we believe that X-ray dark-field radiography has the potential to substantially improve gout
diagnostics.

Gout is a form of arthritis caused by the deposition of monosodium urate (MSU) crystals at peripheral joints'.
The crystal deposition is caused by hyperuricemia defined by an elevated level of serum uric acid. Causes of
hyperuricemia can be of primary or secondary nature including reduced tubular urate excretion?, endogenous
overproduction of purines (tissue decay, chemotherapy, leukemia)®, or an excessive purine intake (purine rich
diet, consumption of alcohol)**. Gout can lead to severe joint damage if left untreated and is often accompanied
with cardiovascular, metabolic, or renal syndromes®. Therefore, a quick and reliable diagnosis is essential to
prevent extending damage.

To date, the analysis of synovial fluid and the identification of MSU crystals using polarized light microscopy is
the diagnostic standard of reference, however studies have shown that this method is rarely used in primary care
facilities”. In addition, however, synovial fluid extraction is an invasive procedure that requires joint aspiration
(arthrocentesis). Only chronic joint lesions caused by gout can be detected via conventional radiography, which
is thus not suitable for the diagnosis of an acute gout arthritis®. Further imaging techniques such as ultrasound
and dual-energy CT (DECT) have shown their potential in early diagnosis of gout and have been integrated
into the new American College of Rheumatology (ACR) and European League Against Rheumatism (EULAR)
classification criteria together with clinical characteristics’. Sonography is a time consuming examination which
requires a well-trained examiner'”. DECT is reported to have specificity rates of 75% to 100% in detecting MSU
crystals®, but it is only available in specialized clinics so far and causes radiation exposure'’.

Grating-based X-ray dark-field radiography is an advanced X-ray imaging technique that utilizes X-ray
scattering to reveal microstructural information far below image resolution'’. The origin of contrast of this
imaging technique is small-angle scattering induced by micrometer-scale fluctuations in electron density. The
potential of X-ray dark-field radiography has been investigated in different diagnostic fields over the last decade.
Previous studies in animals have confirmed high diagnostic sensitivity of pulmonary emphysema and fibrosis,
lung cancer, and pneumothorax'?-'*, Furthermore, human ex vivo studies have shown that dark-field radiog-
raphy can be used to visualize otherwise non-resolvable microcalcifications and to assess the morphology of
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Figure 1. Hind limb of a water dragon with an opened metatarsophalangeal joint (red circle) containing chalky,
white material.

Animal #1 Righthind | No N/a

Animal #1 Left front No N/a

Animal #2 Right front | Yes Elbow, carpus

Animal #2 Righthind | Yes Metatarsophalangeal joint, tarsus, toe joints
Animal #3 Left front | No N/a

Animal #4 Right front | No N/a

Animal #5 Left front Yes Elbow, carpus

Animal #5 Left hind Yes Hip, metatarsophalangeal joint, knee

Table 1. Overview of the MSU crystal analysis findings and crystal deposition sites of all excised animal limbs.

microcalcifications. In atherosclerosis, the presence of microcalcifications is considered an indicator of plaque
stability, whereas the morphological characteristics provide information about the malignancy of the observed
lesions in mammography'®-'%. A recent orientation study has demonstrated that X-ray dark-field radiography
is able to detect MSU crystals in a murine gout model based on the injection of synthetic crystals'”. To date,
there is only sparse information available on the concentration of MSU at which inflammatory reactions are to
be expected. Faires and McCarthy™ reported an amount of 6 mg MSU crystals above which inflammatory reac-
tions were observed after injection into dog knees. Whether gout can be diagnosed by dark-field radiography is
therefore difficult to answer by in vitro experiments.

In contrast to humans and primates, most other mammals metabolize purines to urea, which is then excreted
in the urine®'. The latter cannot develop gout naturally, so in classical animal experiments with mice, rats and
rabbits, gouty arthritis needs to be artificially induced by injection of exogenous MSU crystals. To date, there are
no environmentally or genetically induced animal models targeting the development of gouty arthritis™. Birds
and reptiles on the other hand have a similar purine break down into uric acid and are therefore able to develop
gout by MSU crystal deposition causing an inflammatory reaction corresponding to gouty arthritis™. This makes
these animals a suitable model for in situ gout studies.

This work aims to evaluate the diagnostic value of X-ray dark-field radiography for the detection of MSU
crystals in situ in animals with naturally developed gout by means of an explorative ex vivo animal study. In
detail, we measured several different reptile joints with X-ray dark-field radiography and corresponding X-ray
attenuation radiography, assessed the data in a reader study, and compared our results with polarized microscopy
being the ground truth.

Results

Necropsy findings. Three of five animals had a history of suspected gout, which in two cases (one leopard
gecko and one water dragon) could be confirmed by pathological examination and arthrocentesis. Both animals
had severely deformed limbs. Especially the carpus, tarsus and the metatarsophalangeal joints were swollen and
contained a chalky, white material. Figure 1 shows a hind limb of a water dragon with the described articular
deposits in an opened proximal interphalangeal joint indicated by a red circle. In further pathological examina-
tion, the kidneys were swollen and lightened in color. The leopard gecko also showed multiple yellowish to white
granulomas covering its serosa, especially the liver capsule.

Arthrocentesis. Microscopically, MSU crystals were found in the joints of two animals. Table 1 indicates
whether needle shaped MSU crystals were detected at all and the location of MSU crystals. The crystals were
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Figure 2. Microscope image of needle shaped MSU crystals, which were extracted from the knee of a leopard
gecko.

found to range in size from 2.5 to 56 pm, and the average size of the crystals varied between the different localiza-
tions (i.e. leopard gecko hip: 25 pm, tarsus: 8 pm, internal granuloma: 46 pm).

Figure 2 shows a microscope image of needle shaped MSU crystals extracted from the knee of the leopard
gecko.

Dark-field measurements. Prior to arthrocentesis, X-ray dark-field and attenuation radiographies of the
excised animal limbs were taken. Figure 3 shows attenuation contrast (ATC) and dark-field contrast (DFC)
radiographs of one healthy (Fig. 3a) and three proven MSU positive (Fig. 3b-d) excised animal limbs. In the
attenuation radiography of the healthy sample a strong signal from bones can be measured, but no visible signs
of bone deformation or crystal deposition. In the dark-field radiography there is also a signal from the bones and
a stronger signal at the joints of the fingers as well as at the elbow. Further, a slight signal at the soft-tissue borders
can be observed. The ATC radiographs of the MSU positive samples also show a signal originating from the
bone. However, in contrast to the healthy specimen, bone deformations on the carpus in one of the MSU positive
samples are visible (Fig. 3b, red circle). No ATC signal can be detected in the MSU positive samples indicating
the presence of no MSU deposits. In contrast to the healthy sample, the dark-field radiographs of MSU positive
samples show a strong signal in the soft tissue around joints and bones. In Fig. 3b-d the corresponding regions
are indicated by red arrows. Figure 3b shows an extended dark-field signal in the soft tissue surrounding the
carpus, metacarpals and finger joints. In the specimen shown in Fig. 3¢, two areas with a strong dark-field signal
are visible around the knee. Inside the third MSU positive sample (Fig. 3d), an increased dark-field signal can be
observed in the soft tissue surrounding the carpus and the metacarpalia.

In all dark-field radiographs, a signal emanating from the bones is visible and more pronounced in the area
of the joints. The visibility of bone in dark-field radiographs is attributable to the bone microstructure, but also
partly to beam-hardening effects®’. Accordingly, the beam-hardening induced dark-field signal correlates with
the corresponding ATC radiographs. The increased signal from bone in areas close to joints originates from the
microstructure in trabecular bone”. The slight dark-field signal occurring at soft tissue transitions is an artifact
caused by strong electron density gradients’®*”. Due to the same effect, small air bubbles adhering to the skin
surface of the samples are also visible in the dark-field signal (cf. Fig. 3c). In contrast to these features, which
occur in all dark-field images, extensive signals in peripheral soft tissue around joints occur only in the MSU
positive samples and are not visible in the corresponding attenuation images. The locations of these areal dark-
field signals are consistent with regions in which MSU crystals were detected during pathological examinations.
The image impressions for the remaining samples were similar to the examples shown in Fig. 3. Radiographs
of all animal samples as listed in Table 1 are available as supplementary digital content (Supplemental Digital
Content 1, Figure SI 1 and Figure SI 2).

Reader study. A reader study was conducted to evaluate the potential of dark-field imaging compared to
standard absorption-based imaging for the detection of gout in situ.

The detection of MSU crystals was not possible based on attenuation radiographs alone (sensitivity = 0%,
specificity =87.5%). In contrast, evaluation based on dark-field data only (sensitivity = 60%, specificity = 100%)
as well as the combination of dark-field and attenuation images (sensitivity = 60%, specificity = 100%) provided
a much better diagnostic value. Each MSU-positive sample in this study had multiple regions of MSU deposits,
which could not all be identified by the radiologists. However, at least one region was detected in each of the
MSU-positive samples. For this purpose, if only the general presence of MSU crystals in the examined samples is
taken into account, independent of a specification of certain regions, the sensitivity reaches a value of 100% with
a specificity of 100% if dark-field images alone or dark-field in combination with attenuation data are provided.

Regarding the assessment of the dark-field data alone and the combined data of attenuation and dark-field
data, there is a perfect agreement (k=1.000) between the individual readers in both cases. The calculation of
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Figure 3. Attenuation (upper row) and dark-field (bottom row) radiographs of an MSU negative (‘healthy’) (a)
and three MSU positive (b)-(d) reptile limbs. The attenuation images do not show any signs of MSU deposits.

In (b) however, osseous destruction of the carpus are visible (red circle), which are a sign but do not explicitly
indicate gout. In contrast to the healthy specimen, the X-ray dark-field radiographs of the MSU-positive samples
show areas with increased signal in the peripheral soft tissue around joints and bones (red arrows), which
indicate the presence of MSU crystals. The locations of these areal dark-field signals are consistent with regions
in which MSU crystals were detected during pathological examinations. In all cases, the dark-field radiographs
show a signal emanating from bones and joints and also from the water-soft tissue boundaries.

a Cohen’s Kappa was not possible in the case of attenuation images only because the assessment of one reader
showed zero variance (no sample was given a positive diagnosis of gout by this reader).

Figure 4 shows the distribution of confidence scores for all three scenarios, where either only attenuation
images, only dark-field images, or both attenuation and dark-field images are available simultaneously. In the
ssment of attenuation images alone the readers reported a confidence level of 1 (‘not confident’) in 100%
f cases, in the assessment of dark-field images alone a confidence level of 3 (‘quite confident’) in 43.75% and
4 (‘highly confident’) in 50% of all cases. For the evaluation of the combined attenuation and dark-field data,
the confidence level was 4 (‘highly confident’) in 100% of all cases. The confidence ratings differed significantly
between attenuation only and the combined dark-field and attenuation data assessment (z-score = — 4.950,
Peors < 0.001) and the attenuation only and the dark-field only data assessment (z-score =~ 3.536, p.,.,=0.001).
No significant difference was observed between the dark-field only and the combined attenuation and dark-field
data assessment (z-score=— 1.414, p,,,=0.157).

Discussion

In total, MSU crystals distributed over ten separate regions could be identified in four of the eight excised limbs
via crystal analysis using light microscopy, and the presence of a dark-field signal could be visually observed
in MSU-positive regions. The reader study showed that based on attenuation images alone, the detection of
MSU crystals is not possible (sensitivity =0%). Although the attenuation image in Fig. 3b already displays bone
deformities, this is not explicitly a sign of gout and therefore was not labeled as gout positive by the readers.
Based on the dark-field and combined dark-field and attenuation data, overall MSU positivity within the excised
limbs could be diagnosed with a specificity and sensitivity of 100%. However, several samples contained multiple
MSU positive regions, of which not all could be identified by the readers. The sensitivity under consideration of
individual crystal deposits was 60% for the dark-field only as well as the combined dark-field and attenuation
data. This can be caused by a variety of factors, such as the dependence of the strength of the dark field signal on
the structure size and concentration of the crystals****, as well as the properties of the measured samples per se.
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Figure 4. Summary of the confidence ratings given by the readers based on attenuation only (ATC), dark-

field only (DFC) and the combination of attenuation and dark-field data (ATC + DFC). There was a significant
difference in the confidence scores between the attenuation only and dark-field only (**p=0.001) as well as the
attenuation only and the combined attenuation and dark-field data (*p=0.001). Between the dark-field only and
the combined attenuation and dark-field data, there was no significant difference (***p=0.157).

A correlation between the structural size of the extracted crystals and false negatives was not observed within
this study. Since the crystals were not artificially injected and the extracted crystals do not allow conclusions to
be drawn about the concentrations in the tissue and synovial fluid, correlation with any concentrations was not
possible. Dark-field signals originating from the squamulose skin structure or adhered air bubbles can further
complicate the detection of MSU crystals in squamata. The necessity to measure the samples submerged in
water inside Falcon™ tubes and the rigid condition of the ex-vivo samples have further complicated an accurate
positioning of the samples, so that in some cases overlapping of individual fingers in the corresponding radio-
graphs could not be avoided. For example, the hind limb of animal #5 (Fig. 5a) contained MSU deposits at the
hip, knee, and metatarsophalangeal joints, but of these, the metatarsophalangeal joints could not be identified as
MSU-positive by the radiologists. All corresponding regions show extended dark-field signals, indicated by red
arrows and, in the case of the metatarsophalangeal joints, by a red box. It is noticeable that a particularly large
number of air bubbles have accumulated in the area of the metatarsophalangeal joints, which could presumably
have made it more difficult for the radiologists to detect MSU crystals in this area. Another possible reason for
the reduced sensitivity may be the difficulty of detecting small amounts of MSU crystals that are confined to the
intra-articular space. Figure 5b shows a forelimb specimen from animal #5. In this specimen MSU crystals could
be extracted from the carpus as well as the elbow. As in the area of the carpus, a broad dark-field signal s visible,
this cannot be observed in the area of the elbow. MSU crystals located exclusively in the synovial fluid cannot
be detected with the experimental setup of this study because the image resolution is not sufficient to resolve
the intra-articular space of the animals used. Although the aforementioned limitations were readily observed
in the dark-field radiographs, the influence of low crystal concentrations on the detectability of MSU deposits
still cannot be excluded.

In terms of confidence ratings, confidence was higher based on the combined dark-field and attenuation data
than on the dark-field-only data, although there was no difference in sensitivity and specificity. By incorporating
attenuation radiographs, dark-field contrast signals that do not arise explicitly from scattering can be identified.
Hence, MSU deposits can be recognized more reliably.

Besides gouty arthritis, there are other crystal-related arthropathies caused by the deposition of calcium
pyrophosphate dihydrate (CPPD) or basic calcium phosphate (BCP). So far, there are no dark-field studies on
CPPD and BCP crystals. However, CPPD and BCP deposits are detectable and can even be distinguished from
each other by conventional radiography™. Because of the multimodality of dark-field imaging, it should be
possible to rule out confusion with other crystal-related arthropathies on the basis of the attenuation contrast
images that are simultaneously available.

Due to the intent of this explorative study to evaluate the diagnostic value of dark-field imaging for the detec-
tion of gout in situ by means of animal samples with naturally developed gout, the scope of the statistics is limited
by the availability of animal specimens with suspected gout. The occurrence of gout among animals is mainly
restricted to birds and reptiles. Further, pathological examination revealed that in the animals with proven gout
show that the disease was already well progressed. The extraction of white chalky material indicates high MSU
crystal concentrations in the measured limbs. The question whether dark-field imaging can be used to detect
early gout cannot be answered within this work.

To date, the standard of reference for a definite diagnosis of gout is the synovial fluid analysis using polar-
ized light microscopy*"*2. Although the identification of MSU crystals is crucial for a definite diagnosis of gout,
synovial fluid analysis is rarely used in clinical routine*. The extraction of synovial fluid is an invaluable but
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Figure 5. Exemplary darkfield image of two sample in which not all MSU deposits could be detected by the
radiologists. The hind limb of animal #5 (a) contained MSU deposits in three different regions: Hip, knee
(indicated by red arrows) and the metatarsophalangeal joints (red box). All regions show a more or less
increased dark-field signal. From the zoom-in box it is clear that the detection of such areas can be made
significantly more difficult by the increased presence of adhering air bubbles. The front limb (b) of the same
animal contained MSU deposits around the carpus (indicated by red arrows) and the elbow (red box). As in the
area of the carpus, a widely extending dark field signal can be seen, this cannot be observed in the area of the
elbow.

invasive procedure, which can be associated with risk of infection and discomfort depending on the patient™.
Sensitivity and specificity of synovial fluid analysis are furthermore strongly dependent on the training level of
the respective observer®. Various studies have demonstrated poor consistency among different observers in the
identification of MSU crystals using polarized light microscopy®**. In addition, non-invasive imaging methods
with equally high or higher specificity exist for gout diagnostics. Ultrasound (US) is a widely used imaging tech-
nique in clinical routine and has a high specificity for crystal depositions in the form of tophi, on the articular
surface of hyaline cartilage and within the joint space. However, ultrasound has a modest to low sensitivity in the
diagnosis of gout and the performance is strongly influenced by the equipment used and the experience of the
sonographe Plain X-ray radiography is suitable for supporting diagnosis in progressed or late stages of gout
which are associated with irreversible joint damage but has only limited value for the detection of MSU crystals™.
A more advanced X-ray imaging technique is DECT. DECT offers high sensitivity and specificity and also allows
the detection of extra-articular gout, which otherwise may result in a false negative after joint aspiration*’.

X-ray dark-field radiography is a non-invasive imaging technique that offers high sensitivity and—unlike
existing methods such as the synovial fluid analysis or ultrasound—a high specificity for the detection of MSU
crystals. In addition, X-ray dark-field imaging is a multimodal imaging technique, which simultaneously provides
conventional X-ray attenuation data*'. This additional source of contrast can thus be used to visualize further
features of progressed gout such as bone erosion or joint narrowing®, as well as potentially distinguish MSU
from CPPD and BCP deposits™.

Medical applications of dark-field imaging have been intensively investigated, but the technique is not yet
used in clinical routine. Initial clinical prototypes for lung imaging** and mammography**** already have been
developed, and some are already in pilot operation as part of clinical trials***". One of these studies is focused on
cartilage imaging for the diagnosis of rheumatoid arthritis*. The imaging device described here was developed
for imaging human hands and is hence potentially suitable for the diagnosis of gouty arthritis. The dark-field
images from the first patient study with this device show that the intra articular space can be resolved in human
joints and artifacts emanating from the skin surface are not to be observed*. This suggests that, with regard to
human application, it will not be necessary to immerse joints in fluid. However, it cannot be excluded that effects
originating from the skin surface may still occur with a dark-field setup sensitive enough to detect MSU crystals.
'This can only be answered conclusively by future studies. In the context of radiation exposure, it has already been
demonstrated that dark-field radiography is feasible even at dose levels below low-dose CT".

Certainly, prior to clinical studies, pending issues such as dose, technical requirements of a dark-field imaging
setup dedicated to the diagnosis of gouty arthritis, as well as a lower detection limit still need to be addressed
within future studies. This involves determining what minimum requirements a Talbot-Lau interferometer must
meet in order to be as sensitive as possible to MSU crystals as well as determining a lower detection limit for
low MSU concentrations, which is essential to establish comparability with other methods for gout diagnosis.
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Figure 6. Schematic overview of the experimental X-ray dark-field setup (a) and the signal extraction
mechanism (b). Downstream of the X-ray source the individual gratings (source-, phase-, and analyzer-grating)
are arranged. The sample is positioned in front of the phase-grating. The source grating is used to split an
extended source spot into mutually coherent line sources to provide sufficient beam coherence. The interference
pattern, induced by the phase grating, is sampled via a stepwise lateral movement of the analyzer grating.

From the resulting stepping curves (b) each pixel attenuation and dark-field contrast data can be extracted.

The attenuation of X-ray results in a mean intensity (a,) decrease of this curve. Scattered X-rays reduce the
interference pattern visibility, which is related to a mean amplitude (a,) decrease and the origin of the dark-field
contrast.

Furthermore, especially with regard to clinical applications, it is necessary to assess the diagnostic value of X-ray
dark-field radiography for the detection of MSU crystals in the context of clinical doses. To address these issues
in advance of any clinical trials, a study design should be chosen that provides a higher degree of control and
statistics compared with our study. Studies based on the injection of exogenous MSU crystals seem to be the
most suitable option for this purpose.

In summary, we have demonstrated that X-ray dark-field imaging can visualize MSU crystal deposits and
offers a high diagnostic value for the detection of gout in situ in animals with naturally developed gout. The results
of this proof-of-concept study represent the first demonstration that gouty arthritis can be detected in situ using
dark-field radiography. Certainly, future studies dedicated to the detectability of MSU crystals within a clinical
context are necessary. Based on our results and the fact that dark-field radiography is already feasible in a clinical
context we believe that X-ray dark-field radiography has the potential to substantially improve gout diagnostics.

Materials and methods

Grating-based X-ray dark-field imaging. Grating-based X-ray dark-field imaging is an interference-
based imaging technique, which utilizes X-ray small angle scattering arising from subresolutional refractive index
fluctuations to visualize otherwise inaccessible structural information beyond the actual image resolution*'. For
conventional laboratory setups with low brilliance X-ray sources, the use of a Talbot-Lau interferometer (TLI)
is essential for this technique. In general, a total of three X-ray gratings are necessary to form a TLI. Figure 6a
shows an example of the configuration of such a grating-based X-ray setup. As a central component of such an
interferometer, a phase-grating is employed to generate a periodic interference pattern. This interference pat-
tern can usually not directly be resolved by conventional X-ray detectors, so an additional absorption grating
(analyzer grating) is used for sampling the interference pattern. A second absorption grating (source grating)
is used to create an array of individually coherent but mutually incoherent line sources from an extended X-ray
source, since the spatial coherence requirements necessary for interference effects are not met with conventional
laboratory X-ray sources'.

'The stepwise lateral movement of one of the three gratings over one grating period yields an image series,
which is combined to obtain a sinusoidal intensity curve for each detector pixel (cf. Figure 6b). This technique
is referred to as phase-stepping, more detailed information can be found in*’. From this intensity curve the
parameters necessary for attenuation and dark-field contrast can be extracted simultaneously. The origin of
the dark-field signal is an X-ray scattering induced degradation of the interference pattern, which leads to an
amplitude reduction of the sinusoidal stepping curve. The attenuation signal is simultaneously accessible via
the mean value of the stepping curve. To measure the effects on the interference pattern induced by a sample, an
additional reference scan without sample must be acquired. From the stepping curve parameters of the sample
and the reference scan, the dark-field contrast (DFC) and attenuation contrast (ATC) can be calculated as follows:
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Figure 7. Exemplary selection of the animal limbs examined within this study. Excised limbs of a leopard gecko
(a), a bearded dragon (b), and a water dragon (c).

S
ATC=1-%
L)

where aj, a] denote the amplitudes and ag, aj denote the mean values of the sample and the reference scan,
respectively.

Experimental Talbot-Lau setup. 'The X-ray source used in the experimental setup is a RA-Micro7 HFMR
tabletop rotating anode X-ray generator (Rigaku Inc., USA) equipped with a molybdenum target. The Talbot-
Lau interferometer is implemented in a symmetrical configuration with an overall length of 1.7 m. The structur-
ing elements of the gratings are made of gold with a period of 5.4 pm. The phase grating produces a phase-shift
of n for the design energy of 27 keV with a structure height of 5.2 pm. The source- and the analyzer grating
have a structure height of 65 ym and 70 um respectively. The X-ray camera used in this experimental setup is a
SANTIS photon-counting detector (DECTRIS Ltd., Baden, Switzerland) with a 750 pm thick cadmium telluride
(CdTe) sensor and a pixel size of 75 um. For one measurement a gallium arsenide (GaAs) sensor with 450 um
thickness was used™.

Animals.  All animals examined in this study were collected from a veterinary clinic and not specifically bred
in a laboratory. Since the collected animals already perished in a natural way or were put to sleep for animal
protection reasons, this is by definition not an animal experiment requiring ethical approval. By means of a study
call freshly deceased reptiles with suspected gout or chronic kidney disease were collected. For each animal a
negative control animal of the same species was looked for. Simultaneously animals of the study facility (com-
panion and wild animals) showing the fitting phenotype were examined and integrated into the study. A total
of five animals from the zoological group of Squamata were examined within this study: Three bearded dragons
(Pogona vitticeps), one water dragon (Physignathus cocincinus), and one leopard gecko (Eublepharis macularius).

Each animal was examined pathologically following an established protocol. Firstly, the animal was identified
and labelled. Particular attention was paid to abnormalities in the joints. The animal body was opened, and all
organs were assessed according to their size, shape and color. Particular attention was paid to abnormalities of
the abdominal serosae, the pericardium, the liver capsule, and kidneys. After the examination, the limbs were
separated and stored at — 20 °C until further use. The excised limbs of one leopard gecko, one bearded dragon
and one water dragon are shown in Fig. 7. Fixation in formalin was not possible as uric acid crystals dissolve
from the tissue in aqueous solutions. A total of n=8 limbs was used for the present animal study.

X-ray dark-field measurement parameters.  During the radiography measurement the respective sam-
ples were immersed in water inside Falcon™ tubes (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) of 17 to 30 mm
diameter for only a short time to prevent X-ray scattering effects arising from the tissue surface. Additionally,
the Falcon™ tubes also were immersed in water using PMMA containers to minimize the influence of spectral
effects. Depending on the size of the used Falcon™ tube, water containers with thicknesses of 2 cm or 4 cm were
used. Note that the reference scans were also conducted with the respective water container in the beam path.

For the measurements the samples were placed directly in front of the phase grating. This geometrical arrange-
ment results in an effective pixel size of (36 x 36) um? for the acquired radiographs. During the measurements
the rotating anode X-ray source was operated at a voltage of 50 kVp and a tube current of 24 mA. The individual
sample measurements were conducted by moving the source grating over one grating period in eleven equi-
distant steps. The exposure time for each step was set to 10 s (30 s in one single case). The reference scans were
recorded with the threefold exposure time compared to the sample scan. For the processing of the stepping data,
an expectation maximization algorithm as described in®' was applied.

Arthrocentesis. Following the measurements in the dark field scanner, adapted arthrocentesis was per-
formed. In order to obtain as much sample material as possible the joints were opened with a section knife.
Imprints were made from the opened joints and the surrounding soft tissue and examined under the microscope
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(Aristoplan, Leica, Germany) by a veterinarian for the presence of needle-shaped crystals. Images were taken
with a camera (Leica MC 190 HD, Leica, Germany) and edited with the Leica Application Suite program.

Reader study. A reader study was conducted to evaluate the potential benefit of X-ray dark-field imaging
for the detection of gout in situ. For the study, attenuation and dark-field images of eight limbs from the five
animals were presented to two radiologists with seven and more than 10 years of experience. Four of the eight
cases contained proven MSU crystals (positive samples), the remaining four cases did not contain proven MSU
crystals (negative control). The study was divided into three separate sessions. In the first session the radiologists
were shown only attenuation and in the second session only dark-field contrast images. In the third session the
radiologists were simultaneously provided with attenuation and dark-field contrast data. The three consecutive
sessions were performed with a time delay and randomized image order to minimize recall bias. One healthy
animal (bearded dragon) was excluded from the actual reader study and was used as a training example for the
readers. Prior to the first reader session, readers were given a brief overview of the measurement procedure and
a short introduction to dark-field imaging using a healthy test sample not included in the reader study and a
sample consisting of isolated MSU crystals in water. Although the readers already have experience with dark-
field images as they have participated in previous studies, they received an introduction into reading dark-field
images. For each session, the radiologists were asked to indicate if they could detect the presence of MSU crystals
and if so, to specify the corresponding location. They were further asked to indicate how confident they were in
their assessment of each case using a 4-point scale ranging from 1 to 4 (1="not confident, 2= "‘moderately confi-
dent) 3="quite confident, 4= "highly confident’).

Statistical analysis. To assess the performance of the individual imaging modalities, sensitivity and speci-
ficity were used as statistical measures. The inter-rater reliability between the individual readers was quantified
using Cohen’s Kappa (k). To analyze how significantly the confidence levels of the readers differ between the
individual imaging modalities, a non-parametric Friedman test for related samples was conducted and a Bon-
ferroni correction was calculated for the pairwise comparisons (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 27.0,
IBM Corp, USA). The significance level for this comparison was set at p=0.05.

Data availability
The data that support the findings of this study are available from the corresponding author upon reasonable
request.
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Zusammenfassung

Gegenstand und Ziel: In der Studie soll evaluiert werden, ob die Dunkelfeldradiographie zur
Diagnostik der Gichterkrankung bei V6geln und Reptilien angewendet werden kann und ob
das Tiermodell fur die Etablierung des neuen nicht-invasiven Verfahrens fiir die

Gichtdiagnostik in der Humanmedizin geeignet ist.

Material und Methoden: Es wurden insgesamt 18 GliedmaRen von 11 Végeln (7
verschiedene Spezies aus den Ordnungen der Papageienvégel, Singvogel, Greifvogel,
Hihnervégel und Taubenvégel) und 7 Reptilien (4 verschiedene Spezies aus den
Ordnungen der Schuppenkriechtiere und Schildkréten) mit und ohne Verdacht auf
Gelenksgicht vergleichend an einem gitterbasierten Dunkelfeldréntgen-Versuchsaufbau
sowie mittels konventioneller R6ntgenuntersuchung gemessen. Jede Bilderfassung erzeugte
ein Dunkelfeld- und ein konventionelles Absorptionsréontgenbild. Die Ergebnisse der
einzelnen Scans wurden jeweils mit den Ergebnissen einer pathologischen Untersuchung
und der Arthrozentese verglichen.

Ergebnisse: Bei 5 der untersuchten Végel und bei 4 der untersuchten Reptilien wurde Gicht
pathologisch-anatomisch nachgewiesen. Aus beiden Gruppen konnten bei jeweils 3 Tieren
mittels Arthrozentese Harnsaurekristalle in den Gelenken gefunden werden. Im
Dunkelfeldbild konnten die Kristalle in jeweils 2 Fallen detektiert werden. Die nadelférmigen

Harns&durekristalle hatten eine Léange von 2,6 pm bis 56 pm.

Schlussfolgerungen: Es konnte gezeigt werden, dass die Harnsaurekristalle ein deutliches
Dunkelfeldsignal erzeugen, wohingegen die Kristallablagerungen in den konventionellen
Roéntgenbildern nicht zu sehen waren.

Klinische Relevanz: Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass am Tiermodell von Végeln
und Reptilien eine Harnsaurekristalldetektion mittels nicht invasiver bildgebender Dunkelfeld
Bildgebung méglich ist. Dies kénnte die Gichtdiagnostik nicht nur in der Tiermedizin, sondern
auch in der Humanmedizin erweitern und die Arthrozentese bei positivem DFR Befund

ablésen. Praklinische Scanner, welche den Dunkelfeld- und Phasenkontrast nutzen,
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existieren bereits fir Hinde und Mammographie und werden im Humanbereich bereits
klinisch erprobt

Abstract

Objective: The aim of this study is to evaluate whether X-ray dark-field radiography is useful
for the diagnosis of gout in birds and reptiles and whether this preclinical model could be

helpful to establish this non-invasive imaging method in human medicine.

Material and Methods: A total of 18 limbs originating from 11 birds (7 different species) and
7 reptiles (4 different species) with and without suspected joint gout were measured using a
grating-based X-ray dark-field setup and conventional X-ray examination, respectively. Each
image acquisition generated a dark-field and a conventional absorption x-ray image. The
results of the individual scans were compared with the results of a pathological examination
and arthrocentesis.

Results: In 5 of the birds examined and in 4 of the reptiles examined, gout was detected
pathologically. In each group, uric acid crystals were found in the joints of 3 animals by
means of arthrocentesis. The uric acid crystals were detectable in 2 bird and 2 reptile limbs
in the dark-field image.

Conclusion: It could be domonstrated that the urate crystals evoke a clearly visible dark
field signal, whereas this was not the case in the conventional X-ray images.

Clinical relevance: The results obtained show that uric acid crystal detection using less
invasive imaging methods in an animal model with birds and reptiles can expand gout
diagnostics not only in veterinary medicine but also in human medicine and possibly replace
arthrocentesis if a DF signal is detectable. Preclinical scanners which use X-ray dark-field

and phase-contrast radiography already exist for hands and mammography.
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V. DISKUSSION

1. Nachweis der Durchfuhrbarkeit am Mausmodell

1.1. MNU-Kristall Herstellung

Im ersten Schritt dieser Arbeit wurden MNU-Kristalle in vitro gescannt und in
die Hintergliedmal3en von Mausen injiziert, um zu prufen, ob die Kristalle im
Dunkelfeld detektierbar sind. Daflir mussten die Kristalle synthetisch herge-
stellt werden. Die Anleitung zur Herstellung der MNU-Kristalle fur diese Arbeit
wurde aus den Arbeiten von Perrin et al. (2011) und Pouliot et al. (1998) ent-
nommen. Um das optimale Verfahren und Ausgangsmaterial zu finden, wur-
den zwei verschiedene Ansatze getestet, in denen jeweils Harnsédure oder
Natriumurat als Ausgangsmaterial dienten. Die Literatur gibt fur die Kristall-
morphologie in der Humanmedizin unterschiedliche Angaben an. Faires und
Mccarty (1962) und Omoumi et al. beschreiben sie als nadelférmig und ca.
1 um bis 25(30) um lang. Cheng et al. (2009) nutzten fur ihre Versuche Kris-
talle mit einer Lange von bis zu 50 um und bei Perrin et al. (2011) wurden

100 pum lange Kristalle synthetisiert.

In dieser Arbeit wurde anschlieRend mit den Kristallen aus Natriumurat weiter-
gearbeitet, da diese mit einer Lange von ca. 50 um den in der Literatur be-
schriebenen Kristallen am &hnlichsten sind. Angaben lber die Grdl3e von
Harnsaurekristallen in den Gelenken von Végeln oder Reptilien konnten leider
nicht gefunden werden. Die im Rahmen dieser Studie untersuchten intraarti-
kularen Kristalle wiesen Grof3en von ca. 2,5 um bis 56 pm auf. Unterschiedli-
che Kristallgrofzen kamen bei ein und demselben Tier abhangig von der jewei-
ligen Lokalisation vor (z. B. Leopardgecko Eublepharis macularius: 25 pm am
Becken, 8 um am Tarsus, 46 um in einem Lebergranulom). Damit zeigt sich,
dass die Kristallmorphologie bei Menschen und Tieren miteinander vergleich-

bar ist und die synthetischen Kristalle eine reprasentative Grol3e aufwiesen.

1.2. MNU-KTristall Injektion
In der Literatur konnten keine Werte fur die Menge an MNU-Kristallen gefun-
den werden, ab der es beim Menschen zu einer Gichtarthritis kommt. Faires

und McCarty (1962) haben Versuche durchgefuhrt, in denen Hunden und
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Menschen (n = 2) kunstlich hergestellte MNU-KTristalle intraartikular injiziert
wurden. Eine Entzindungsreaktion fand dabei bei den Hunden ab einer
Menge von 6,5 mg statt. Aufgrund der kleinen anatomischen Verhaltnisse im
Mausmodell war eine intraartikulare Applikation der kuinstlichen MNU-Kristalle
leider nicht moglich. Da es fur die Fragestellung, ob MNU-Kristalle im Dunkel-
feld in biologischem Gewebe detektierbar sind, ausreichend war, wurden die
Kristalle subkutan injiziert. Daflr wurden in dieser Arbeit Mengen zwischen
20 mg und 80 mg verwendet (Braig et al., 2020). Fur eine Quantifizierung der
Ergebnisse, kénnen zukunftige Arbeiten intraartikulare Injektionen in aufstei-
genden Kiristallkonzentrationen an gréReren Versuchstieren (bspw. Kanin-
chen) durchfuhren. Auf diese Weise kdnnte untersucht werden, ab welcher
Menge abgelagerter Harnsaurekristalle, die Gichtdiagnose mittels DFR ge-
stellt werden kann und ob dies zu einem friiheren Zeitpunkt als mit bisherigen
Untersuchungsmethoden gelingen kann.

2. Etablierung eines Tiermodells

Um zu untersuchen, ob auch in situ gewachsene MNU-Kristalle in Gelenks-
nahe detektierbar sind, wurde eine ex vivo Studie mit an Gicht erkrankten Vo-
geln und Reptilien durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden Tiere mit Gichtver-
dacht und vergleichbare Spezies als Negativkontrollen pathologisch unter-
sucht und deren Gelenke im Anschluss in einem Talbot-Lau-Gitterinterferome-
ter gescannt. Zur Validierung der Ergebnisse wurden die Gelenke zum
Schluss eréffnet und auf das Vorhandensein von Harnsaurekristallen hin un-

tersucht.

2.1 Tierzahl

Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Versuchsreihe mit Vogeln und Reptilien
als Tiermodell fir die Gichtdiagnostik handelte es sich um eine Orientierungs-
studie, da es keine Ubertragbaren Ergebnisse aus der Literatur oder Vorver-
suchen gibt.

In solchen Fallen wird eine Tierzahl von n = 8 pro Versuchsgruppe empfohlen,
um qualitativ aussagekréftige Ergebnisse zu erlangen (Mayer & Muche, 2013).
Dabei wird zunachst geprift, ob weitere Studien zu dem Thema zielfihrend
sind. Um eine aussagekréftige Tierzahl zu bestimmen, wurde zusétzlich eine

Power Analyse durchgefiihrt und eine Zielgrof3e von n = 22 Tieren ermittelt.
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Die Wahrscheinlichkeit fur den Fehler 1. Art wurde auf5 % (explorativ) gesetzt,
eine Angabe zum Fehler 2. Art war nicht mdglich, da es sich um eine Orientie-
rungsstudie handelt. Ebenso verhielt es sich mit der Angabe fiir eine biologisch
relevante-Differenz. Insgesamt konnten fur die Tierstudie mit Végeln und Rep-
tilien 21 Tiere gesammelt werden, von denen drei Tiere aufgrund fortgeschrit-
tener Autolyse und daraus resultierender eingeschrankter Aussagekraft der
pathologischen Untersuchung wieder ausgeschlossen wurden. Durch die Un-
tersuchung mehrerer GliedmalRen pro Studientier, umfasst die Studie eine

Probengrof3e von n = 22 Gliedmal3en.

2.2. Studientiere

Die pathologische Untersuchung der Versuchstiere konnte nicht immer an
frisch verstorbenen Tieren durchgefuhrt werden. Durch das Einfrieren der
Tiere und den Transport sind Organschaden durch Kristallisation und unter-
schiedliche Autolysegrade bei der Interpretation der pathologischen Befunde
zu berucksichtigen gewesen. Neben den Sektionsbefunden flossen auch die
ursprunglichen Anamnesen in die Beurteilung ein. Drei Tiere mussten auf-
grund der fortgeschrittenen Autolyse, die eine Beurteilung der inneren Organe
unmaoglich machte, aus der Studie ausgeschlossen werden. Auch die Gelenke
der Tiere mussten aus logistischen Grinden nach der pathologischen Unter-
suchung bis zur Durchfiihrung der Dunkelfeldscans eingefroren werden. Arte-
fakte durch Eiskristalle im Weichteilgewebe sind daher trotz einer langen Auf-
tauzeit nicht ganz auszuschliel3en. Indem die Arthrozentese nach der Radio-
graphie durchgefihrt wurde, konnte sichergestellt werden, dass die Harnsau-
rekristalle keinen Schaden durch den Gefrierprozess genommen hatten und
sich Ihre Morphologie nicht verandert hatte.

Bei der Auswertung der Bilder muss zudem bericksichtigt werden, dass nicht
alle Studientiere mit einer Negativkontrolle der gleichen Spezies verglichen
werden konnten. Unter anderem dienten 4 Bartagamen (Pogona vitticeps) als
Kontrolle fur eine erkrankte Bart- und Wasseragame (Physignatus cocincinus)
sowie einen Leopardgecko (Eublepharis macularius). Da es sich dabei um
Spezies der gleichen Ordnung handelt, ist die Anatomie der Knochen- und
Sehnenstrukturen und des Weichteilmantels jedoch ausreichend vergleichbar.
Fur die Rotwangen-Schmuckschildkrote (Trachemys scripta elegans), das
Haushuhn (Gallus gallus) und die Haustaube (Columba livia) gibt es leider



58 Diskussion

keine Falle mit Gelenksgicht, da die untersuchten Tiere lediglich an einer Vis-
zeralgicht litten und keine Kristalle in den Gelenken nachgewiesen werden
konnten. Um zu zeigen, ob die Ergebnisse dieser Studie auch auf Schildkroten
(Testudinata) ubertragbar sind, muss kinftig eine Studie mit weiteren Schild-
krotenarten (sowohl terrestrische als auch aquatische Arten) mit nachgewie-
sener Gicht und ausreichend vielen Kontrolltieren der gleichen Spezies durch-

gefuhrt werden.

2.3. Technischer Versuchsaufbau

Fur die Bildgebung wurde das Talbot-Lau-Interferometer als symmetrischer 3-
Gitteraufbau mit einem horizontalen Strahlengang realisiert. Dieser Aufbau
wurde durch Pfeiffer et al. (2006) beschrieben und wird seither in angepassten
Variationen fur alle Studien, die die Bildgebung mit Dunkelfeld- und Phasen-
kontrast mit konventionellen Roéntgenquellen (polychromatische Roéntgen-
strahlung) untersuchen, verwendet. Jede Messung liefert gleichzeitig ein kon-
ventionelles Absorptionsbild und das dazugehdrige Dunkelfeldbild. Alle Mes-
sungen und Bildrekonstruktionen wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeits-
gruppe ,Biomedizinische Physik“ (Prof. Dr. Franz Pfeiffer) der Fakultat fur Phy-
sik, Technische Universitat Minchen, durchgefiihrt. Aufgrund des horizontalen
Strahlengangs mussten die Proben aufrecht positioniert werden. Das Sichtfeld
in diesem Aufbau betrug 3,6 cm, weswegen es nicht mdglich war, die Tiere als
Ganzes zu scannen. Messgerate mit einer entsprechenden Grél3e werden mo-
mentan ausschlieB3lich fur die Bildgebung der Brustkérbe von Schweinen ver-
wendet und weisen keine ausreichende Bildauflosung fur die Beurteilung der
Gelenke kleinerer Tiere auf. Aus diesem Grund wurden die Gliedmal3en ab-
getrennt und aufrecht in einem Wasserbad gescannt. Das Wasserbad diente
dazu, die zu erwartende Streuung der Rontgenstrahlung an den zahlreichen
Kanten der Schuppen und Federn und an der Grenzflache des Reaktionsge-
falRes, in dem die Gliedmalen positioniert waren, weitmoglichst zu reduzieren.
Dies fuhrte dazu, dass sich trotz entsprechender Vorsichtsmalinahmen kleine
Luftblaschen an den Federn und Schuppenspitzen bilden konnten. Diese bil-
deten sich insbesondere an der Oberflache der Vogelbeine und flhrten zu ei-
ner eingeschrankten Beurteilbarkeit der Gelenkspalten. In zukinftigen Versu-
chen konnte ein Ultraschallbad eingesetzt werden, um die Luftblasen zu ent-

fernen. Diese Methode hat bei Korbel (1994) zu guten Ergebnissen am
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kalottierten Vogelauge gefuhrt. Da es sich bei den eingesetzten Geraten je-
doch noch um Laboraufbauten handelt und diese stetig weiterentwickelt wer-
den, sollte zu einem spéateren Zeitpunkt eine weitere Studie durchgefihrt wer-
den, in der die Beurteilbarkeit kleiner Vogelgliedmal3en evaluiert wird. Limita-
tionen wie das Wasserbad kénnten dann bereits kein Problem mehr darstellen.
Die technische Weiterentwicklung an der Strahlenquelle wie auch den Detek-
toren wird aul3erdem zu einer besseren Bildqualitat und somit einer besseren
Beurteilbarkeit der Gelenksspalten fiihren. Auch im Hinblick auf die Mdglich-
keit der Gichtdiagnostik in der Humanmedizin wird ein Wasserbad keine Limi-
tation darstellen, da an der Hautoberflache keine Streuung zu erwarten ist. Es
gibt bereits Studien, die zeigen, dass die Untersuchung von menschlichen
Handen und Fingergelenken machbar ist, und dass beispielsweise kleine
Knorpelveranderungen bei Arthritis detektierbar sind (Momose et al., 2014;
Yoshioka et al., 2020). Der Strahlengang war in beiden Studien vertikal, was
die Positionierung der Patienten deutlich erleichtern wird. Eine Studie zur De-
tektion von Gicht und Pseudogicht im Menschen ist aufgrund der vielverspre-
chenden Ergebnisse dieser Studie am Klinikum rechts der Isar der techni-
schen Universitat Minchen bereits in Planung.

3. Auswertung der Bilddatenséatze

Im Bereich der Radiologie werden Leistungsstudien durchgefuhrt, um die di-
agnostische Leistung einer bestehenden Modalitat mit der einer neuen Tech-
nologie zu vergleichen. Um die Vorteile bei der Zuverlassigkeit der Diagnose
aufzuzeigen, werden Studien durchgefihrt, in denen mehrere Radiologen
(sog. ,Reader”) gebeten werden, anhand der zu vergleichenden Bildmodalita-
ten eine Diagnose zu stellen. Diese Studien werden Reader- Studien genannt
(Gennaro, 2018).

In dieser Arbeit wurde fiir die Auswertung der Bilder der Mausehintergliedma-
Ren eine Reader-Studie durchgefuhrt. Dabei evaluierten drei in der Interpreta-
tion von Dunkelfeldbildern erfahrene Radiologen (jeweils zwei, drei und sechs
Jahre Erfahrung) die beiden Bildmodalitdten zunachst separat und im An-
schluss jeweils direkt miteinander vergleichend. Es zeigte sich, dass insbe-
sondere der direkte Vergleich der Absorptionsbilder mit dem Dunkelfeldkon-

trast eine Detektion der Kristalle mit sehr hoher Sensitivitat und Spezifitat
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erlaubt (Braig et al., 2020). Ebenso wurde mit einer Stichprobe (n = 5) der
Bilder der Gelenke der Schuppenkriechtiere (Squamata) verfahren. Hier zeigte
sich, dass die Tiere mit Gelenksgicht (n = 2) in den Dunkelfeldaufnahmen alle
richtig erkannt werden konnten. Jedoch wurden einzelne Gelenke als falsch
negativ erkannt, was vermutlich an den sehr kleinen Gelenkspalten und der

hierfir zu geringen Auflésung des Detektors liegen kdnnte.

Die Auswertung der Bilddatensatze erfolgte visuell und unterliegt daher der
subjektiven Wahrnehmung unterschiedlicher Graustufen. Allein bei der Aus-
wertung der in vitro Harnsaurekristalle konnte die Erhéhung des Dunkelfeldsig-
nals mithilfe des Trager-Rausch-Abstands (CNR) quantifiziert werden. Fur die
Zukunft ware eine computergestitzte Auswertung dieser Graustufen in Dun-
kelfeld-Aufnahmen, welche zwischen der Knochengrenze und dem sie umge-
benden Weichteilgewebe unterscheiden kann, eine hilfreiche technische Un-
terstlitzung. Einarsdéttir et al. (2015) ist es gelungen, einen computergestitz-

ten Assistenten zur Diagnose von Lungenpathologien am Mausmodell zu ent-

wickeln.

4, Vorteile und Anwendbarkeit der gitterbasierten Dunkelfeldradi-
ographie

4.1. Vergleich mit bisherigen diagnostischen Verfahren in Bezug auf

die Gichtdiagnostik
Bisher ist der Nachweis von MNU-KTristallen in der Synovia der Goldstandard
fur die Diagnose der Gelenksgicht (Malik et al., 2009). Untersuchungen aus
der Humanmedizin zeigen jedoch, dass die Arthrozentese in der Praxis nur
selten fur die Erstdiagnose verwendet wird (Owens et al., 2008; Petersel &
Schlesinger, 2007). AuBerdem handelt es sich bei der Gelenkspunktion um
ein invasives Verfahren, welches die Gefahr einer Infektion birgt (Courtney &
Doherty, 2013). In der Tiermedizin kommt erschwerend dazu, dass die Arthro-
zentese und die Punktion kleiner Gichttophi insbesondere bei kleinen Ziervo-
geln aber auch bei kleinen Reptilien schwierig ist und zuséatzlich zu analgeti-
schen MalRnahmen eine anasthetische Immobilisation erfordert, welche zu-
satzliche Risiken neben der (gichtbedingten) Vorschadigung birgt. Zielfihrend
ist daher die Etablierung eines schnellen, nicht invasiven und kostengunstigen

diagnostischen Verfahrens fur die Gichtdiagnose.
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Bei der anamnestischen Auswertung fiel auf, dass rund ein Drittel (28 %) der
Studientiere bei Vorstellung in der Klinik einer Rontgenuntersuchung unterzo-
gen wurde. Bei dieser Untersuchung kénnen sowohl knécherne Strukturen als
auch die inneren Organe der Tiere beurteilt werden. Das konventionelle Ront-
gen ist damit ein beliebter Screeningtest in der Vogel- und Reptilienmedizin,
da die Allgemeinuntersuchung oft nur eingeschrankt durchfiihrbar ist
(Krautwald-Junghanns et al., 2010). Die Rontgenuntersuchung kann mithilfe
einer Kurznarkose leicht durchgefuhrt werden und ist verhaltnismafig kosten-
gunstig. Schwache Tiere, deren Zustand keine Narkose erlaubt, mussen ggf.
im Wachzustand oder unter Sedation fixiert werden. Dies bedingt jedoch hau-
fig eine eingeschrankte Bildqualitat und eine erhéhte Strahlenbelastung fur

das Personal.

Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass das konventionelle Rontgenbild fur
die Gichtdiagnose allerdings nur bedingt geeignet ist, da die typischen Kno-
chenlasionen erst in weit fortgeschrittenen chronischen Féllen zu erkennen
sind (Omoumi et al., 2016; Richette et al., 2020). Diese Arbeit zeigt zunachst
am Mausmodell und anschlie3end an in situ entstandener Gelenksgicht, dass
die Harnsaureablagerungen im konventionellen Absorptionsbild nicht zu se-
hen sind, im Dunkelfeldkontrast jedoch ein deutliches Signal erzeugen. Bei
83 % der Tiere mit Gelenksgicht waren im Absorptionsrontgenbild weder kno-
cherne Veranderungen noch Kristallablagerungen zu sehen. Im Dunkelfeld-
kontrast konnten die Harnsaurekristalle jedoch bei 60 % der sonst unerkann-
ten Falle sichtbar gemacht werden. Demnach ist davon auszugehen, dass die
DFR eine Gichtdiagnose zu einem friheren Zeitpunkt zul&sst, als es mit der
konventionellen Absorptionsbildgebung mdglich ist. Weitere Studien in diese
Richtung, in die eine grél3ere Anzahl an Probanden/Studientieren ohne chro-

nische Gicht einbezogen werden, mussen noch durchgefiihrt werden.

In der Humanmedizin werden bereits weitere nicht-invasive Verfahren fur die
Diagnose der Gelenksgicht untersucht. Die Ultrasonographie ist eine weit ver-
breitete Untersuchungsmethode, welche nahezu Uberall verfigbar ist. Sie
weist eine hohe Spezifitat fur die Erkennung von Kristallablagerungen auf hy-
alinem Knorpel, im Gelenksspalt und in Form von Gichttophi auf (Lee & Song,
2018). Allerdings sind Ergebnisse zur Sensitivitat und Urteilertibereinstim-

mung je nach untersuchtem Gelenk und bewertetem Ultraschallzeichen noch
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sehr heterogen (Girish et al., 2013; Terslev et al., 2015; Zhang et al., 2018). In
der Tiermedizin wird die Ultrasonographie ebenfalls in der taglichen Routine
verwendet. Sie eignet sich gut dazu, Parenchymveranderungen zu differen-
zieren und erlaubt ultraschallgestiitzte Punktionen von Organen, subkutanen
Umfangsvermehrungen und Gelenken. Dennoch sind die geringe Grof3e und
teilweise grobe Beschuppung der zu untersuchenden Gliedmalf3en in der Tier-
medizin als Limitation hervorzuheben. Die Nieren sind nur in vergro3ertem Zu-
stand ultrasonographisch darstellbar. Entziindliche Veréanderungen des Nie-
renparenchyms lassen sich schlecht von Harnsaureablagerungen unterschei-
den, weswegen immer auch die Blutchemie bertcksichtigt und ggf. weitere
Untersuchungen (Endoskopie) durchgefihrt werden missen (Pees &
Krautwald-Junghanns, 2010, Krautwald-Junghanns et al., 2017, Redrobe,
2006).

Ein modernes und fortschrittliches Verfahren stellt die Dual Energy Computer-
tomographie (DECT) dar, bei der zwei Rontgenquellen mit unterschiedlichen
Strahlenenergien verwendet werden. Dieses Verfahren ist in der Lage auch
extraartikulare Kristallablagerungen zu detektieren und 3D Modelle des Ge-
lenks zu erstellen. Auf diese Weise ist es mdglich Gichtfalle zu erkennen, wel-
che bei einer Arthrozentese falsch negative Ergebnisse erzielt hatten. Die In-
terpretation von DECT Bildern erfordert jedoch ein sehr gut geschultes Perso-
nal und verursacht eine erhthte Strahlenbelastung fur den Patienten (Chou et
al., 2017). Da die DFR nur eine Bildebene erzeugt, ist davon auszugehen,
dass die Strahlenbelastung deutlich geringer ausfallt, als dies bei der Compu-
tertomographie der Fall ist. Eine erst kurzlich im Preprint erschienene Studie
zeigt anhand eines ersten klinischen Scanners am Klinikum Rechts der Isar,
dass die Radiographie eines menschlichen Brustkorbs zur Untersuchung der
Lunge mit einem Bruchteil der Strahlung mdglich ist, wie sie sonst durch eine
low-dose computertomographische Untersuchung verursacht wird (nur ~ 2 %)
(Willer et al., 2021).

Durch die DFR konnten die genannten Einschrankungen der bisher géngigen
Diagnosemethoden bei gegebener Narkosefahigkeit der Tiere umgangen wer-
den. Sie kdnnte damit eine mogliche effiziente und patientenschonende Me-

thode fur die Routinediagnostik darstellen.
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4.2. Potenzial der Dunkelfeldradiographie im Hinblick auf klinische
Anwendungen

In den letzten Jahren wurde das Potential der gitterbasierten Dunkelfeld- und

Phasenkontrastbildgebung in unterschiedlichen Bereichen der medizinischen

Radiologie untersucht und hat mit ersten Prototypen den Schritt in die klinische

Anwendung geschafft.

12 Jahre Forschung haben zunadchst am Mausmodell (Hellbach et al., 2017)
und schlie3lich am Schwein als Tiermodell (Hellbach, Baehr, et al., 2018) zei-
gen kénnen, dass die Dunkelfeldradiographie der konventionellen Absorpti-
onsbildgebung bei der Diagnose von Lungenpathologien Uberlegen ist. Unter-
suchungen an einem klinischen Scanner konnten nun zeigen, dass sich diese
Ergebnisse auch auf an COPD erkrankten Menschen Ubertragen lassen
(Willer et al., 2021). Des Weiteren konnte die Technik in ein bestehendes Kili-
nisches Mammographiegeréat integriert und gezeigt werden, dass ausreichend
grol3e Sichtfelder und die sehr hohen Anspriche an die Strahlenbelastung in
diesem Bereich eingehalten werden kdnnen (Koehler et al., 2015).

Fur die Anwendung bei der Diagnose der Gelenksgicht beim Menschen ist es
wichtig, dass Hand- und Ful3gelenke untersucht werden kénnen, da vor allem
das erste Metatarsophalangealgelenk betroffen ist. Yoshioka et al. (2020) ha-
ben einen klinischen Scanner entwickelt und die Metacarpophalangealgelenke
von Patienten mit rheumatoider Arthritis und gesunden Freiwilligen untersucht.
Da bereits kleine Knorpellasionen detektiert werden konnten, gehen die Auto-
ren von einer Mdglichkeit zur Fruhdiagnose rheumatoider Arthritis aus
(Yoshioka et al., 2020). An dieser Stelle reiht sich auch diese Arbeit ein. Das
Tiermodell an Végeln und Reptilien untersucht zum ersten Mal die Moéglichkeit
der Gichtdiagnostik mithilfe der DFR. Dabei konnte gezeigt werden, dass sie
eine vielversprechende Option fur die Diagnostik der Gelenksgicht sowohl
beim Heimtier als auch beim Menschen darstellt. Eine Studie zur Detektion

von Gicht und Pseudogicht am Menschen ist nun bereits in Planung.

4.3. Moégliche Anwendung in der Tiermedizin
Der Fokus dieser Arbeit wurde auf die Untersuchung der Gelenksgicht gelegt,
um eine Translation in die Humanmedizin zu ermdglichen. Zukinftige Studien

mussen fir die Anwendbarkeit in der Tiermedizin weiterhin die Mdglichkeit der
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Diagnose der Viszeralgicht mittels DFR evaluieren. Es ist davon auszugehen,
dass diese sogar leichter detektierbar sein wird, da das Signal der MNU-Kris-
talle im Weichteilgewebe weniger durch die Streuung an Gelenkflachen tber-
lagert wird. Im Bereich der Hausséugetiere kann die DFR zum Beispiel bei der
Diagnostik und Unterscheidung von Urolithen (Uratsteine beim Dalmatiner)
natzlich sein. Diese kdnnen rontgenologisch oder auch mittels ultrasonogra-
phischer Untersuchungen schwer diagnostizierbar sein, wenn es sich um
kleine Nephrolithen oder Ureterolithen handelt. Lungenpathologien spielen
auch in diesem medizinischen Sektor eine grof3e Rolle. Bisher wird fur die Di-
agnostik die CT verwendet, wofur immer eine Narkose notwendig ist. Der An-
spruch der Tierhalter an die Diagnostik und Therapie ihrer Tiere hat sich im
Laufe der Jahre immer weiter an den Standard in der Humanmedizin angena-
hert. Kleintierkliniken sind mittlerweile mit hochmodernen Computer- und Mag-
netresonanztomographen ausgestattet. Je enger die Mensch-Tier-Beziehung
ist und je wertvoller die Tiere sind, desto eher werden teure Diagnostik und
Behandlungen in Anspruch genommen (Burmeister, 2016). Sollte sich daher
die DFR in der Humanmedizin etablieren, wird die Anwendung in der Tierme-

dizin moglicherweise zeitnah folgen.

Selbst wenn die Technologie zunachst der Forschung vorbehalten bleibt, ist
ein Nutzen fir die Tiere zu erwarten. Je genauer und friher Krankheiten, wie
beispielsweise Gicht oder Lungenpathologien diagnostiziert werden kdnnen,
desto besser konnen Methoden zur Vermeidung von Tierversuchen und zur
Minimierung des Tierleids, wie das 3R Prinzip von Russell und Burch (Balls et
al., 2009) in der Labortierforschung umgesetzt werden. So kénnten Studien an
Mausen, Ratten oder Kaninchen mit induzierter Gichtarthritis abgebrochen
werden, sobald Veranderungen an den Gelenken mittels DFR detektierbar
sind. Es ware dann nicht mehr notwendig so lange zu warten, bis die Tiere
eine deutliche Klinik aufweisen und der Versuch aus tierschitzerischen Grin-
den, d. h. Uberschreitung von Kriterien der jeweiligen Belastungstabellen, ab-

gebrochen werden muss.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Gicht ist zumeist die Folge von Nierenerkrankungen und Haltungsfehlern und
fuhrt bei als Haustier gehaltenen Vogeln und Reptilien zu plétzlichen Todes-
fallen (Viszeralgicht) sowie u. a. zu schmerzhaften, meist irreversiblen Malfor-
mationen der Gelenke, urikAmischen Ingluvitiden u. v. m. Der Goldstandard
fur die Diagnose einer gichtinduzierten Arthritis ist die Arthrozentese und an-
schliel3ende ldentifizierung von Harnsaurekristallen unter dem Lichtmikro-
skop. Mit der gitterbasierten Rontgenbildgebung lasst sich die Streuung von
Rontgenstrahlen beim Durchtritt durch ein Objekt messen. Diese Methode er-
maglicht es, kleinste Strukturveranderungen im Mikrometerbereich zu detek-
tieren. lhr Potential wurde in den letzten Jahren in verschiedenen diagnosti-

schen Bereichen untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob Harnsaurekristalle aufgrund ihrer
mikroskopischen Nadelstruktur ein Signal im Dunkelfeldkontrast erzeugen und
ob dieses Signal auch in biologischem Gewebe noch visualisierbar ist. Im An-
schluss daran wurde untersucht, ob die Dunkelfeldradiographie als neues,
nicht invasives bildgebendes Verfahren fir die klinische Gichtdiagnostik bei
Vogeln und Reptilien angewendet werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass Harnsaurekristalle sowohl in vitro als auch ex
vivo im Mausmodell visuell gut darstellbar sind (Sensitivitat 100 %, Spezifitat
92 %). Auch bei Vogel- und ReptiliengliedmalRen mit Gelenksgicht erzeugten

Gichttophi in 4 von 6 Fallen ein deutliches Dunkelfeldsignal.

Durch die Dreigitterinterferometrie ist die Verwendung von konventionellen
Rontgenquellen mdglich und eine Nutzung dieser Technik in der Praxis denk-
bar. Praklinische Scanner, welche den Dunkelfeld- und Phasenkontrast nut-
zen, existieren bereits fur die Untersuchung von Fingergelenksknorpeln und
die Mammographie. Eine erleichterte Diagnose der Gicht birgt den Vorteil,
dass eine frihzeitig begonnene Therapie das Voranschreiten der Erkrankung
verlangsamen und die Uberlebenszeit der Patienten bei erhaltener Lebens-

qualitat verlangern kann.

Die in der vorliegenden Arbeit am Tiermodell gewonnenen Ergebnisse sind
von hoher Relevanz, da sie die Methodik der DFR als erfolgversprechendes
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diagnostisches Verfahren nicht nur fir die Humanmedizin, sondern auch fur
die Tiermedizin unterstreicht und wertvolle Informationen fiir den Aufbau kiinf-

tiger Studien gibt.
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VII. SUMMARY

Gout is mostly the result of kidney diseases and poor husbandry of animals
that can lead to sudden death. Gout can lead to painful, mostly irreversible
malformation of the joints, uricemic ingluvitis, and many other consequences
of illness in birds and reptiles kept as pets. The gold standard for diagnosing
gout-induced arthritis is arthrocentesis and subsequent microscopic identifica-
tion of uric acid crystals. Grating-based X-ray imaging can be used for this
purpose as it is used to measure the scattering of X-rays when passed through
an object. This method makes it possible to detect the smallest structural
changes within the micrometre range. Its potential has been investigated in

various diagnostic areas in recent years.

The aim of this work was to investigate whether uric acid crystals, due to their
microscopic needle structure, generate a signal in X-ray dark-field radiography
(DFR) and whether this signal is strong enough to be detected visually in bio-
logical tissue. It was further examined whether X-ray dark-field radiography
may be used as a non-invasive imaging method for clinical gout diagnosis in

birds and reptiles.

The study shows that uric acid crystals can be visually detected both in vitro
and ex vivo in a mouse-based gout model (sensitivity 100%, specificity 92 %).
Also, in bird and reptile limbs suffering from articular gout, gouty tophi could

easily be detected visually in 4 out of 6 cases.

Thanks to three-grating interferometry, the use of conventional X-ray sources
is possible with this technology and thus offers the potential to be used in prac-
tice. Pre-clinical scanners, which use dark-field and phase-contrast, already
exist for the examination of finger joint cartilage and mammo-graphy. A facile
and non-invasive early diagnosis of gout includes the advantage of early ther-
apy which can slow the progression of disease and extend a patient's survival

time while maintaining quality of life.

The results obtained in the present work are of high relevance, since they un-

derline the methodology of DFR as a promising diagnostic method not only for
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human medicine but also for veterinary medicine and provide valuable infor-

mation for the settings of future investigations.
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IX. ANHANG
1. Zusatzmaterial zur Studie am Mausmodell

Tabelle 2: Ergebnisse Reader Studie Mausmodell. Ja/Nein Antwort auf die Frage, ob
Harnséaurekristalle zu erkennen sind. Angabe der ,,Confidence” auf einer Skala von 0

(nicht sicher) bis 3 (sehr sicher)

Reader 1
(Andi)
Con-
Confidence| Dunkel- |Confidence fidence
case | Transmission T feld DF Transmission+DF | T&DF
A n 0 n 3 n 3
B j 0 j 2 n 2
C n 0 j 3 j 3
D n 0 n 3 n 3
E n 0 i 3 j 3
F n 0 n 3 n 3
G n 0 j 2 j 3
Reader 2
(Felix)
Con-
Confidence| Dunkel- |Confidence fidence
Transmission T feld DF Transmission+DF | T&DF
A n 0 n 3 n 3
B n 0 n 1 n 2
C n 0 j 3 j 3
D n 0 n 3 n 3
E n 0 j 2 j 3
F n 0 n 3 n 3
G n 0 j 2 j 2
Reader 3
(Jannis)
Con-
Confidence| Dunkel- |Confidence fidence
Transmission T feld DF Transmission+DF | T&DF
A n 1 n 3 n 3
B n 0 n 2 n 2
C n 1 j 3 j 3
D n 1 n 3 n 3
E j 2 j 3 j 3
F n 0 n 3 n 3
G n 0 j 3 j 3
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Tabelle 3: Auswertung Reader Studie zur korrekten Diaghose

positiv * Transmission

Kreuztabelle

Cohens kappa =0=keine Ubereinstimmung in der Beurteilung
Cohens kappa=1=perfekte Ubereinstimmung in der Beurteilung

Symmetrische Mal3e

Asymptotisch
er Naherungswe
Standardfehle | Naherungswe ise
Wert I ises t° Signifikanz

MaR der Kappa 0,031 0,146 0,215 0,830
Ubereinstimm
ung
Anzahl der giiltigen Falle 21

a. Die Null-Hyphothese wird nicht angenommen.

b. Unter Annahme der Null-Hyphothese wird der asymptotische Standardfehler

so gut wie keine Ubereinstimmung

Symmetrische Mal3e

Asymptotisch
er Naherungswe
Standardfehle | Naherungswe ise
Wert IS ises t’ Signifikanz

MaR der Kappa 0,904 0,093 4,162 0,000
Ubereinstimm
ung
Anzahl der gliltigen Félle 21

Transmission
nein ja Gesamt
positiv nein Anzahl 11 1 12
% innerhalb 91,7% 8,3% 100,0%
von positiv
ja Anzahl 8 1 9
% innerhalb 88,9% 11,1% 100,0%
von positiv
Gesamt Anzahl 19 2 21
% innerhalb 90,5% 9,5% 100,0%
von positiv.
positiv * Dunkelfeld
Kreuztabelle
Dunkelfeld
nein ja Gesamt
positiv nein Anzahl 11 1 12
% innerhalb 91,7% 8,3% 100,0%
von positiv
ja Anzahl 0 9 9
% innerhalb 0,0% 100,0% 100,0%
von positiv
Gesamt Anzahl 11 10 21
% innerhalb 52,4% 47,6% 100,0%
von positiv.
positiv * Transmission+DF
Kreuztabelle
Transmission+DF
nein ja Gesamt
positiv nein Anzahl 12 0 12
% innerhalb 100,0% 0,0% 100,0%
von positiv
ja Anzahl 0 9 9
% innerhalb 0,0% 100,0% 100,0%
von positiv
Gesamt Anzahl 12 9 21
% innerhalb 57,1% 42,9% 100,0%
von positiv.

a. Die Null-Hyphothese wird nicht angenommen.

b. Unter Annahme der Null-Hyphothese wird der asymptotische Standardfehler

verwendet.
sehr gute Ubereinstimmung
Symmetrische Mal3e
Asymptotisch
er Naherungswe
Standardfehle | Naherungswe ise
Wert I ises t° Signifikanz

MaR der Kappa 1,000 0,000 4,583 0,000
Ubereinstimm
ung
Anzahl der giiltigen Falle 21

a. Die Null-Hyphothese wird nicht angenommen.

b. Unter Annahme der Null-Hyphothese wird der asymptotische Standardfehler

perfekte Ubereinstimmung
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Tabelle 4: Auswertung Reader Studie zu Confidence Ratings

Zweifaktorielle Varianzanalyse fiir Rénge nach Friedmann fiir verbundene Stichproben
Confidence T

Giiltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig 0 17 81,0 81,0 81,0 Paarweise Vergleiche
1 3 143 14,3 95,2 Sample 1- Standard Standard
Sample 2 Teststatistik Fehler Teststatistik Sig Korr. Sig.*
2 1 48 48 100,0 Confidence T- -1,429 0,309 -4,629 0,000 0,000
Confidence
DF
Gesamt 21 100,0 100,0 Confidence T- 1571 0,309 -5,092 0,000 0,000
Confidence T
+DF
Confidence -0,143 0,309 -0,463 0,643 1,000
DF-
Confidence T
+DF
Confidence DF Jede Zeile priift die Nt , dass die in Stichprobe 1 und Stichprobe
Giiltige Kumulierte a. Signifikanzwerte werden von der Bonferroni-Korrektur fir mehrere Tests angepasst.
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giltig 1 1 48 28 28
2 5 238 238 286 Die Confidenz von DF und T+DF unterscheiden sich nicht signifikant.
3 15 71,4 714 100,0 Die Confidenz von T ist hoch signifikant schlechter als von DF und DF+T
Gesamt 21 100,0 100,0
Confidence T + DF
Gilltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giltig 2 4 19,0 19,0 19,0
3 17 81,0 81,0 100,0
Gesamt 21 100,0 100,0

Abbildung 7: Ergebnisse der Reader Studie zur Auswertung der Mausescans. Gezeigt
wird, wie sicher sich die Radiologen bei ihren Diagnosen bei Vorliegen des unterschied-
lichen Bildmaterials sind. Zuné&chst wurden nur die Absorptionsbilder, dann die Dun-
kelfeldbilder und zuletzt beide Bilder im direkten Vergleich miteinander ausgewertet.
Jede Diagnose erhielt eine Wertung von 0 bis 4 (0 keine sichere Diagnose, 1 einigerma-
Ben sicher, 2 ziemliche sicher, 3 sehr sicher) (Braig et al., 2020).

sensitivity  specificity not confident
attenuation 1% 92% B moderately confident
dark-field 100% 92% I quite confident
att. + df. 100% 100% B highly confident

100

*kk

— | S S
81% 81%

*k%k

(o)) Qo
o o
L 1

N
o
1

% of confidence ratings

20 1

0 0% 0%
attenuation dark-field attenuation + dark-field
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2. Zusatzmaterial zur Studie an Vo6geln und Reptilien

Abbildung 8: Studienaufruf

LUDWIG- ZENTRUM FUR KLINISCHE TIEAMEDIZIN a@a@

MAXIMILIANS- | | KLINIK POR VOSEL, KLEINSAUGER, REFTILIEN 8 ZiERPISCHE | | 50 I
Wogn, e sinige, Frybhwe
UNIVERSITAT LENRSTUML FOR AVIARE NZDIZIN UND CHIRURGIE i oot i St it

MONCHEN LEITER: UNIV.-PROF. DR, RODIGRR KORREL
Fakuitat far Physik Klinikum rechts der Isar
Lehrstuhl fUr blomedizinische Physik Institul fir disgnostische und
Laiter. Unlv.-Prof. Dr. Franz Pleiflar interventionelle Radiclogie
Nathalie Roiser

Telefon +49 172 1491004
Nathalie roser@campns, Imu. de
waw.vogelklinik.de

Soanenstrabe 18
D - 85764 CbarschigiBheim

OberschieiBheim, 17.04.2019
Neue Wege in der Diagnostik — Dunkelfeldkontrast als neues

bildgebendes Verfahren zur Diagnose von Gicht und Pseudogicht

Sehr geehrte Kollegin, sehr geehrter Kollege, 4 O :\"-

ich wirde mich sehr freuen, wenn Sie mich bei meiner
Dissertation mit dem Thema Bildgebende Diagnostik von entzindlichen
Gelenkserkrankungen mittels Dunkelfeld-CT

unterstutzen.

Hierfur benotige ich verstorbene Reptilien- und Vogelpatienten mit Gicht
und bin auf Ihre Mithilfe angewiesen.

Gerne erldutere ich Innen mein Ferschungsvorhaben auf dem beigefiigten
Informationsblatt.

Herzlichen Dank fir Ihre Unterstitzung!

Mit freundlichen GriiBen

Ay G2 Dslree.

Nathalie Roiser Pref. Dr. Rudiger Korbel
Tierarztin, Doklorandin Klinikleitung

Diensigebaude Otfentliche Verkehramatial Bayensche Landesbank Munchen
Sonnenstr. 18 S~ Bahn 51+ Haltestelle Oberschiei&heim Kto. 24 868 BLZ 700 500 00
85764 OberschleiBhesm Bus 292 - Haltestelle Vaterindrsirale USt-1oNr. DE 811 205 125
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LUDWIG-MAXIMILIANS-UNIVERSITAT MONCHEN

Reptilien und Végel fiir Dunkelfeld-CT Studie gesucht
Sehr geehrte Kollegin, sehr geehrter Kollege,

im Rahmen meines Dissertationsprojektes am Lehrstuhl flir avidre Medizin und
Chirurgie der Ludwig-Maximilian-Universitit in Kooperation mit dem Lehrstuhl fir
biomedizinische Physik an der Fakultat fiir Physik der Technischen Universitit
Minchen behandele ich das Thema Gicht und insbesondere neue bildgebende
Verfahren fur ihre Diagnostik. Ziel meiner Studie ist es zu zeigen, dass der
Dunkelfeldkontrast als neues bildgebendes Verfahren zur Diagnose von Gicht geeignet
ist. Der Dunkelfeldkontrast ist ein bildgebendes Verfahren, das sich die Brechung und
Streuung der Roéntgenwellen zu Nutze macht. Dadurch konnen kleine pordse
Strukturen mit vielen Grenzflichen sichtbar gemacht werden - wie zum Beispiel
Harnsaurekristalle.

Unterstutzen kdnnen Sie meine Studie, indem Sie mir verstorbene oder euthanasierte
Vogel- oder Reptilienpatienten, bei denen Gicht diagnostiziert wurde oder der
Verdacht auf eine Nierenerkrankung besteht, zur Verfiigung stelien. Die Todesursache
kann dabei eine andere sein,

Nehmen Sie dafiir Kontakt mit mir auf, wenn ein solches Tier in |hrer Praxis verstorben
ist oder euthanasiert wurde. Der Tierkdrper solite maglichst frisch sein, kann aber
wenn ndtig bis zur Einsendung/Abholung in der Kiihlung gelagert werden.

Was ist geplant?

Die Tiere werden in einem noch experimentellen Dunkelfeldkontrast-CT gescannt, in
dem Harnsdurekristalle im Gegensatz zum konventionellen Réntgenbild ein Signal
abgeben. Zur Verifizierung des Verfahrens werden sie anschlieBend in anderweitigen
CT-Verfahren untersucht.

Was haben Sie davon?

Gerne bieten Ihnen eine kostenfreie pathologisch-anatomische, bakteriologische und
histologische Untersuchung der zu Studienzwecken eingesendeten Tiere an.
{Gegenwert nach GOT: ca. 82,72€)

Auf Wunsch sende ich Ihnen nach Abschluss der Studie gerne die Studienergebnisse
zu.

AuBerdem wird unter allen Einsendern ein Exemplar des Fachbuchs Exotic Animal
Formulary von James W. Carpenter und Chris Marion verlost.

Ich ware Ihnen sehr dankbar, wenn Sie diese Studie unterstiitzen!
Falls Sie ein passendes Tier bereitstellen kdnnen oder Fragen haben, kénnen Sie mich
jederzeit kontaktieren:

Telefon: 0172/1491004
Email: nathalie.roiser@campus.imu.de

Herzlichen Dank fur lhre Unterstiitzung!

A0 2D %0

Nathalie Roiser Prof, Dr. Riidiger Korbel

Tierdrztin, Doktorandin Klinikleitung
Dienstgebiude Otfentiiche Verkehesmittel Bayerische Landesbank Manchen
Somnenstr.18 S = Bahn $1 - Haltestelle Cberschlei8heim K10. 24 868 BLZ 700 500 00

85764 OberschieiBheim Bus 292 - Haltestelle Veterinirstrale USt-1dNr, OE 811 205 325
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3. Einzelergebnisse der Studientiere (Fallprotokolle)

Abbildung 9: Fallbeispiel 1 - Wasseragame

Fallbeispiel 1
Tierart: Wasseragame (57164)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja

Vorbericht:

Alter:10 Jahre

Herkunft: Privathaltung

Haltung: unbekannt

Todestag: unbekannt

Todesursache: Euthanasie

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

April 2019 Schwellung des rechten Karpus. Befall mit Para-
siten (Flagellaten). Im Juni 2019 wurde eine Gelenkspunk-
tion durchgefihrt bei der Harnsaurekristalle gefunden und
damit eine Gelenksgicht diagnostiziert wurde. Das Tier
wurde daraufhin euthanasiert.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Rontgenbefund: kndcherne Strukturen der GliedmaRen:
hochgradige Weichteilschwellung, arthrotische Verdande-
rungen am Karpus

Pathobefund abgekiirzt:

GliedmaRen: rechte VordergliedmaRe geschwollen, alle
Zehengelenke verdickt

Ser6se Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Pe-
rikard hochgradig verschattet, Leber marmoriert und
hochgradig geschwollen

Nieren: hochgradig aufgehellt

Diagnose: Verdacht auf Gicht

Arthrozentese:
Kristalle in Ellenbogen und Karpus

Darkfield-Scan:

Rechte Vordergliedmalie

Links Absorption, rechts Darkfield

In beiden Bildern hochgradige Weichteilschellung zu se-

hen. Im DF sieht man in diesen Bereichen, insbesondere

um den Karpus und zwischen Elle und Speiche ein Signal.

Rechte Hintergliedmalie:
Arthrozentese:
Kristalle in Zehengrundgelenk, Tarsus und Zehengelenken

Darkfield-Scan:

Rechte Hintergliedmalie

Links Absorption, rechts Darkfield

Jeweils d/v und /I

d/v (rechts): DF Signal im Bereich der ersten Zwischenze-
hengelenke ohne Aquivalent in der Absorption
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Abbildung 10: Fallbeispiel 2 - Bartagame (#57601)

Fallbeispiel 2

Tierart: Bartagame (57601)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja (vis-
zeral)

Vorbericht:

Alter: adult, ca. 5 Jahre

Herkunft: Privathaltung

Haltung: Gruppenhaltung im Terrarium
Todestag: 29.07.2019

Todesursache: plotzlich verstorben

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

Eingesendet in die Pathologie, da akute Verschlechte-
rung des Allgemeinbefindens mit perakutem Verster-
ben. Fragestellung ob ansteckende Erkrankung oder
Haltungsfehler.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekurzt:

GliedmalRen: Schwanzspitze fehlt. Geringgradig rachi-
tisch, Gelenke ohne besonderen Befund

Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel:
Perikard verklebt und weiRlich verschattet. Herzmuskel
blass. Lunge mit weiRen Kristallen durchsetzt, schaumig
kristalliner Inhalt. Unter dem Mikroskop Harnsaurekris-
talle erkennbar)

Nieren: mit Harnsdure gestaut, dunkelbraun mit weiRen
Stippchen

Diagnose: Salmonellose, Candidiose, beginnende Vis-
zeralgicht

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan

Rechte HintergliedmaRe bis Tarsus (links)

Linke VordergliedmaRe Karpus + Ellbogen (rechts)
Links Absorption, rechts Darkfield

Kein DF Signal peripher der Gelenke (auch keine Kris-
talle in Arthrozenthese)
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Abbildung 11: Fallbeispiel 3 - Bartagame (#58090)

Fallbeispiel 3

Tierart: Bartagame (58090)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: nein

Vorbericht:

Alter: adult, ca.15 Jahre

Herkunft: Privathaltung

Haltung: Einzelhaltung im Terrarium

Todestag: 30.08.2019

Todesursache: euthanasiert aus Tierschutzgriinden

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:
Fallt immer wieder um, kann sich nicht mehr umdrehen.
Frisst und trinkt nicht mehr.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekiirzt:

GliedmalRen: ohne besonderen Befund

Serse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel:
ohne besonderen Befund

Nieren: ohne besonderen Befund

Diagnose: -

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan
Linke VordergliedmaRe Karpus + Ellbogen

Links Absorption, rechts Darkfield

Kein DF Signal peripher der Gelenke
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Abbildung 12: Fallbeispiel 4 - Bartagame (#58174)

Fallbeispiel 4

Tierart: Bartagame (58174)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: nein

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt

Herkunft: Zootier, erhalten als Fundtier
Haltung: Einzelhaltung im Terrarium
Todestag: 03.09.2019

Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:
Chronische Abmagerung bei guter Nahrungsaufnahme seit 6 Mo-
naten, zuletzt hochgradig reduziertes Allgemeinbefinden. Vorbe-
handelt mit Infusionen und Antibiose

Eingesendet zu Studienzwecken, Verdacht auf Viszeralgicht.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekiirzt:

GliedmaRen: Muskulatur hochgradig reduziert, ansonsten ohne
besonderen Befund

Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Herz mit
Euthanasieartefakten, Leber ohne besonderen Befund

Nieren: ohne besonderen Befund

Sonstiges: beide Eierstocke entartet, Nativausstrich des Darmin-
halts: Kokzidien ++ und Flagellaten ++

Diagnose: kein Verdacht auf Gicht, Legenot, Parasitose

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan

Rechte VordergliedmaRe Karpus + Ellbogen

Links Absorption, rechts Darkfield

DF Signal entlang der Metakarpalknochen der 3. und 4. Zehe. Es
gibt aber ein dquivalent im Absorptionsbild, daher vermutlich
eher Artefakt. Starkes DF Signal in der Region der medialen Ober-
armmuskulatur, hier im Absorptionsbild Aufhelllungen, evtl. Luf-
teinschlisse?
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Abbildung 13: Fallbeispiel 5 - Bartagame (#58462)

Fallbeispiel 5

Tierart: Bartagame (58462)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Privathaltung
Haltung: unbekannt
Todestag: unbekannt
Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

Eingesendet zu Studienzwecken. Hatte steife Gelenke, Ver-
dacht auf Arthrose oder Gicht.

Klinischer Vorbericht nicht mehr bekannt.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekirzt:

Gliedmalen: Ellbogen beidseits nicht ganz ausstreckbar
Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Peri-
kard mit Herzmuskel und Lunge verklebt, mit weilichen
Auflagerungen (vermutliche Euthanasieartefakt), Leber
ohne besonderen Befund. Serése Haute generalisiert vers-
chattet

Nieren: geringgradig geschwollen, marmoriert, dunkel-
braun

Sonstiges: Kloake mit hochgradigem Harnsaurestau
Diagnose: Steife Gelenke, mogliche Viszeralgicht

Arthrozentese:
Kristalle in Ellenbogen und Karpus

Darkfield-Scan

Linke VordergliedmaRe Karpus + Ellbogen

Links Absorption, rechts Darkfield

Starkes DF Signal in der Region der medialen Oberarmmus-
kulatur und insbesondere medial des Ellbogengelenks, hier
im Absorptionsbild Aufhelllungen, evtl. Lufteinschliisse?
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Abbildung 14: Fallbeispiel 6 - Rotwangen Schmuckschildkrote

Fallbeispiel 6

Tierart: Rotwangen Schmuckschildkrote (58461)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Privathaltung
Haltung: unbekannt
Todestag: unbekannt
Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

Eingesendet zu Studienzwecken.

Einzeltier, seit 7 Jahren Haltung auf Handtiichern, 2xtgl Baden aufgrund einer Pseu-
domonadeninfektion. Futterung: Pellets, Gamarus, Tartar, Salat, Krebse, keine Supple-
mentierung

Seit circa einer Woche Inappetenz, versucht Maul zu 6ffnen, schafft dies aber nicht
Vor 7 Jahren Eiablage ohne Probleme, kein Kotabsatz seit 1 Woche, davor normal
Vorerkrankungen: vor 7 Jahren Gicht, Pseudomonaden und Hepatitis diagnostiziert

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekirzt:

GliedmaRen: Krallen an allen vier GliedmalRen zu lang, Panzer hochgradig verformt und
mit groRflachigen Defekten, Hornplatten blattern ab. Kiefer ldsst sich nicht mehr 6ffnen

Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Perikard hochgradig verschattet
und mit Leber und Lunge verklebt, Euthanasieartefakte

Leber: hochgradig vergroRert, vor allem rechter Leberlappen hochgradig geschwollen
und hyperamisch. Generalisiert marmoriert und aufgehellt. Anschnitt hervorquellend.
Leberkapsel teils mit weiBlichen Auflagerungen

Nieren: autolytisch, hochgradig aufgehellt mit miliaren, weilichen, Einlagerungen
Sonstiges:

Diagnose: Legenot, Viszeralgicht

Arthrozentese:
Keine Kristalle unter dem Mikroskop gefunden
an der Schulter aber makroskopisch weiRliche kristalline Strukturen zu sehen

Darkfield-Scan

Linke VordergliedmaRe Schulter bis Mittelhand

Links Absorption, rechts Darkfield

Generalisiert sehr ,, dunkles” Weichteilgewege, insbesondere zwischen Elle und Speiche
ist dies bei den anderen Reptilien nie der Fall gewesen, daher hier Verdacht auf deutli-
ches DF Signal. Vorberichtlich Gichtverdacht, hat sich bei Anschneiden der Gelenke

nirht hactitiot
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Abbildung 15: Fallbeispiel 7 - Leopardgecko

Fallbeispiel 7

Tierart: Leopardgecko (58735)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja

Vorbericht:

Alter: adult, 12 Jahre
Herkunft: Privathaltung
Haltung: unbekannt
Todestag: 30.09.2019
Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

Eingesendet zu Studienzwecken mir Verdacht auf Gelenksgicht.
Seit 2,5 Monaten schlechtes Allgemeinbefinden, wurde mit der
Sonde zugefittert. Handwurzelgelenke und Sprunggelenke ge-
schwollen, gelbliches Durchschimmern durch die Haut.

Es war keine weitere Diagnostik gewiinscht, das Tier wurde eu-
thanasiert.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekrzt:

GliedmaRen: Karpi und Tarsi beidseits hochgradig geschwollen.
Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Perikard
ohne besonderen Befund, Leber mittelgradig vergréRert, griin-
lich verfarbt mit multiplen multifokalen, weiRBlich-gelblichen
Rundherden unterschiedlicher GréRe (mikroskopisch Harnsaure-
kristalle nachweisbar)

Nieren: hochgradig aufgehellt und geschwollen.

Diagnose: Viszeral- und Gelenksgicht

Arthrozentese:
Kristalle in Hufte, Zehengrundgelenken, Ellbogen, Knie, Karpus

Darkfield-Scan

Linke HintergliedmaRe Tarsus, Knie und Hifte in zwei Ebenen
Linke VordergliedmaRe

Links Absorption, rechts Darkfield

Deutliches rundliches DF Signal caudal des Humeruskopfes
(Hufte), cranial der Tibia und medial des Kniegelenks. AuBerdem
diffus zwischen den Metatarsalknochen.

Linke Vordergliedmalle

Weichteilschwellung im Absorptionsbild erkennbar, im DF deut-
liches Signal lateral und medial des Karpus. Medial proximal bis
zum Ellbogen entlangziehend.
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Abbildung 16: Fallbeispiel 8 - Amsel

Fallbeispiel 8

Tierart: Amsel (57588)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: nein

Vorbericht:

Alter: adult

Herkunft: Wildtier

Haltung: -

Todestag: 30.07.19

Todesursache: euthanasiert aus Tierschutzgriinden

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:
Fundvogel. Verdickte Gelenke an rechtem Fligel und linkem Stander.
Verdacht auf Salmonelleninfektion.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekirzt:

GliedmalRen: massiv verdicktes Karpalgelenk des rechten Fligels, Um-
fangsvermehrung an der mittleren Zehe und Intertarsalgelenk des lin-
ken Standers

Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Herz mit Eutha-
nasieartefakten, Leber mittelgradig aufgehellt, grinlich verfarbt
Nieren: cranialer Pol geringgradig geschwollen

Diagnose: Verdacht auf Salmonellose, hochgradige Parasitose

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan

Linker Stander bis Tibiotarsalgelenk

Links Absorption, rechts Darkfield

In beiden Aufnahmen Lyse der Phalanx Il erkennbar. Knochenstruktur
ist in beiden Aufnahmen verandert/verdichtet. In den Bereichen der
Umfangsvermehrungen gibt es ein vermehrtes DF Signal. Im Absorpti-
onsbild auch andeutungsweise.
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Abbildung 17: Fallbeispiel 9 - Griinsittich

Fallbeispiel 9

Tierart: Grinsittich (57099)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Privathaltung
Haltung: unbekannt
Todestag: 30.06.2019
Todesursache: verstorben

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

Schlechtes Allgemeinbefinden, in der Klinik in Behandlung mit
Verdacht auf Leber- oder Nierenschaden. Keine Blutuntersuchung
erfolgt aufgrund des schlechten Allgemeinbefindens

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekirzt:

Gliedmalen: ohne besonderen Befund. Zehengelenke fraglich ver-
dickt

Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Perikard
hochgradig weiBlich verschattet und verdickt, Leberkapsel mit
plattchenartigen weillichen Auflagerungen (mikroskopisch Harn-
saurekristalle nachweisbar)

Nieren: geschwollen, aufgehellt mit miliaren weiBlichen Stippchen
durchsetzt

Diagnose: hochgradiger Verdacht auf Viszeralgicht

Arthrozentese:
Kristalle in den Zehengrundgelenken gefunden

Darkfield-Scan

Rechter Stander laterolateral und ventrodorsal

Links Absorption, rechts Darkfield

In der laterolateralen Aufnahme ggrd. vermehrtes DF Signal im
Beriech der Aufzweigung der ersten Zehenglieder. Ventral des In-
tertarsalgelenks gibt die Beugesehen ein deutliches DF Signal ab.




Anhang 97

Abbildung 18: Fallbeispiel 10 - Nymphensittich (#55688)

Fallbeispiel 10

Tierart: Nymphensittich (55688)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja

Vorbericht:

Alter: adult, 6 Jahre
Herkunft: Privathaltung
Haltung: unbekannt
Todestag: 03.04.2019
Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

Aufgehoben zu Studienzwecken mit Verdacht auf Gicht.

Am Morgen verhielt sich das Tier nicht normal. Hat den rech-
ten FuB entlastet. Hielt spater den Kopf gegen das Gitter und
ist abgestiirzt. Hat den gesamten Tag weder getrunken noch
gefressen. Hat noch ein Partnertier, dieses ist aber unauffallig.
Fremdkorperaufnahme wurde ausgeschlossen. Tiere haben
Freiflug und eine Voliere unter Aufsicht. Hatte weder Durch-
fall noch Erbrechen. Heute hatte Sie nur Harnsdure abgesetzt.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekirzt:

Gliedmalen: Gichtkndtchen an den distalen Gelenken der
Stander, Femurkopfe hochgradig gerotet

Serose Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: serése
Haute mit weilichen Auflagerungen(mehltauahnlich), Peri-
kard weil, Leber hochgradig geschwollen mit weiBlichen Auf-
lagerungen

Nieren: Nierenzyste prall fluktuierend gefillt, Flissigkeit rot-
lich-griinlich, Niere weil}, hochgradig derb, kein physiologi-
sches Gewebe mehr vorhanden

Sonstiges: in nativen Abstrichprdparaten wurde in allen Darm-
abschnitten Harnsdurekristalle in sehr groRer Menge gefun-
den

Diagnose: Verdacht auf Gicht

Arthrozentese:
Kristalle im Intertarsalgelenk und den Zehengrundgelenken

Darkfield-Scan

Linker Stdander in zwei Ebenen. Laterolateral auf ndchster
Seite

Links Absorption, rechts Darkfield

Hier leider sehr viele Artefakte durch Luftblasen. Bereich um
die Zehen und das Zehengrundgelenk kaum beurteilbar. Di-
rekt proximal des Intertarsalgelenks DF Signal, welches sich
vor allem ventral nicht in der Absorption nachvollziehen l&sst.
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Abbildung 19: Fallbeispiel 11 - Nymphensittich (#57187)

Fallbeispiel 11

Tierart: Nymphensittich (57187)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: nein

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Fundtier

Haltung: unbekannt
Todestag: 05.07.2019
Todesursache: verstorben

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

Von Finder beim Spazierengehen auf dem Weg
sitzend gefunden, schwach, nicht flugfahig,
schlechtes Allgemeinbefinden. Ist im Laufe des Ta- |
ges auf Station verstorben.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekdirzt:

GliedmaRen: ohne besonderen Befund

Serose Haute, insbesondere Perikard und Leber-
kapsel: ohne besonderen Befund

Nieren: ohne besonderen Befund

Sonstiges: massives Hdmatom in der Unterhaut
auf dem linken Brustmuskel

Diagnose: Verdacht auf Anflugtrauma.

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan

Linker Stéander in zwei Ebenen

Links Absorption, rechts Darkfield

Aufgrund Artefakte durch Luftblasenbildung
schwer zu beurteilen. Hochgradige Veranderun-
gen des Tibiotarsus in Gelenksndhe mit Auflésung
der gewohnlichen Knochenstruktur. Keine auffalli-
gen Bereiche mit DF Signal

Im Rereich der Relisesehen am Intertarsalselenk
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Abbildung 20: Fallbeispiel 12 - Wellensittich (#57197)

Fallbeispiel 12

Tierart: Wellensittich (57197)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Privat

Haltung: unbekannt
Todestag: 06.07.2019
Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

schlechtes Allgemeinbefinden, fraglich verdicktes Intertarsalge-
lenk rechts tiber dem Ring. In der Untersuchung fielen Harnsdure-
kristalle , Hefen, Stabchenbakterien und Megabakterien im Kot-
ausstrich auf.

Es ist keine Blutuntersuchung erfolgt aufgrund des schlechten All-
gemeinzustand und der Kosten.

Klinische Verdachtsdiagnose: Megabakteriose, evtl. Gicht

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekirzt:

Gliedmalen: fraglicher Gichtknoten distal des rechten Intertarsal-
gelenks

Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: ohne be-
sonderen Befund

Nieren: geringgradig geschwollen, nicht aufgehellt

Diagnose: Megabakteriose

Arthrozentese:
Keine Kristelle gefunden

Darkfield-Scan

Rechter Stander laterolateral

Links Absorption, rechts Darkfield

DF Signal im Beriech der Beugesehne am Intertarsalgelenk
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Abbildung 21: Fallbeispiel 13a - Wellensittich (#1980), linker Stander

Fallbeispiel 13

Tierart: Wellensittich (1980)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Privat

Haltung: unbekannt
Todestag: 03.09.2019
Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

Aufgehoben zu Studienzwecken.

Gichtknoten an den Standern insbesondere Bein und Sohlen-
ballen. Kein Greifreflex, will nicht mehr stehen.

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekirzt:

GliedmaRen: Gichtknoten an den Standern, va. 1. Zehe rechts,
weilllich gelbe runde Umfangsvermehrungen an der rechten
Hifte sowohl in der Z6lomhdohle als auch auBerhalb. (mikrosko-
pisch Harnsdurekristalle nachweisbar), am linken Stander
schimmert es an Knie und Intertarsalgelenk gelblich durch die
Haut hindurch

Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Perikard
hochgradig verschattet, Leber geringgradig aufgehellt, gering-
gradig geschwollen

Nieren: hochgradig aufgehellt und geschwollen

Sonstiges: Lunge eingeblutet

Diagnose: Gelenksgicht

Arthrozentese:

Links

Kristalle in den Zehengrundgelenken, Tarsus und Zehengelen-
ken

Darkfield-Scan

Linker Stander Knie, Intertarsalgelenk und Zehengrundgelenke
Rechter Stander bis Hiftgelenk (nachste Seite)

Links Absorption, rechts Darkfield

Kein Signal im DF ohne Aquivalent in der Absorption erkennbar,
nur im Bereich der Beugesehne auf der lateralen Aufnahme
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Abbildung 22: Fallbeispiel 13b - Wellensittich (#1980), rechter Stander

Wellensittich 1980
Rechter Stander in zwei Ebenen

In der ventrodorsalen Aufnahme auf Hohe des Femur-
kopfes DF Signal erkennbar in Form von zwei rundli-
chen Verschattungen.

Arthrozentese rechts:
Kristalle in Zehengrundgelenken, Knie, Hifte




102 Anhang

Abbildung 23: Fallbeispiel 14 - Wellensittich (#58035)

Fallbeispiel 14

Tierart: Wellensittich (58035)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: nein

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Privat

Haltung: unbekannt
Todestag: 01.09.2019
Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:
Va Megabakteriose , Dysbakterie, Stander obB

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekurzt:

Gliedmalien: obB

Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Perikard
mit Euthanasieartefakten sonst obB, Leber obB, Luftsadcke klar
durchscheinend

Nieren: obB

Sonstiges: Einblutungen auf dem Schadeldach

Diagnose: Megabakteriose

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan

Linker Stander Knie, Intertarsalgelenk und Zehengrundgelenke
Links Absorption, rechts Darkfield

Kein DF Signal zu sehen, auch keine Beugesehne
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Abbildung 24: Fallbeispiel 15 - Waldohreule (#57673)

Fallbeispiel 15

Tierart: Waldohreule (57673)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Wildvogel
Haltung: -

Todestag: 08.08.2019
Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung: fehlend

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekirzt:

GliedmalRen: Femurkdpfe ggrd. gerdtet, ansonsten obB
Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel:
Perikard mit hochgradigen weiBlichen Auflagerungen,
Luftsacke ggrd. verschattet

Nieren: Hochgradig aufgehellt, hochgradig geschwollen
Sonstiges:

Diagnose: Viszeralgicht

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan

Linker Stander, Intertarsalgelenk und Zehengrundge-
lenke

Links Absorption, rechts Darkfield

Bereiche um die Gelenke und Gelenksspalten frei. Be-
reich des Sohlenballens gibt DF Signal, allerdings ist hier
auch in der Absorption ein Weichteilschatten zu sehen
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Abbildung 25: Fallbeispiel 16 - Waldohreule (#58006)

Fallbeispiel 16 \ '

Tierart: Waldohreule (58006)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: nein

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Wildvogel
Haltung: -

Todestag: 26.08.2019
Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung:

AB: reduziert

offene Fraktur des linken Humerus gelenksnah am Ellbo-
gengelenk; Knochen steht ca. 5mm hervor und sieht schon
nekrotisch aus

Roéntgen: Fraktur Humerus direkt am Gelenk, kleines Frak-
turende stark verschoben, auRerdem gelenksnahe Stau-
chungsfraktur am rechten Radius

Euthanasie aus Tierschutzgriinden, da Wiederauswilde-
rung aufgrund der schlechten Prognose fir die Flugfahig-
keit nicht moglich

Durchgefiihrte Untersuchungen:

Pathobefund abgekurzt:

Gliedmalen: Fraktur rechter Oberarm

Serdse Haute, insbesondere Perikard und Leberkapsel: Eu-
thanasieartefakte auf dem Perikard, ansonsten obB
Nieren: obB

Sonstiges: Lunge ggrd. eingeblutet

Diagnose: Humerusfraktur rechts, Euthanasie aus Tier-
schutzgriinden

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan

Linker Stander, Intertarsalgelenk und Zehengrundgelenke
Links Absorption, rechts Darkfield

Kein eindeutiges DF Sigl zu sehen, Bereich des Sohlenbal-
lens gibt ein Signal, In der Absorption ebenfalls Schatten
zu sehen
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Abbildung 26: Fallbeispiel 17 - Taube

Fallbeispiel 17

Tierart: Taube (58961)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja al-
ternativ hrgd. Arthrose

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft: Fundtier

Haltung: -

Todestag:

Todesursache: euthanasiert

Klinischer Vorbericht der Erkrankung: nicht vorlie-
gend

Durchgefiihrte Untersuchungen:
Pathobefund abgekirzt:

Nicht vorliegend

Diagnose: Tarsometatarsalfraktur

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan

Linker Stander, Intertarsalgelenk und Zehengrund-
gelenke

Links Absorption, rechts Darkfield i
Knocherne Zubildungen um das Tarsalgelenk (Arth-
rose), DF Signal in der d/v (links) an der Aufzweigung
der Zehen, dieses lasst sich in der seitlichen Auf-
nahme dem Sohlenballen zuordnen, der hier auch in
der Absorption zu erkennen ist. 4
Keine Kristalle gefunden, aber eventuelle friihe An-
reicherung in diesem Gewebe? Wenn es in die Seh-
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Abbildung 27: Fallbeispiel 18 - Huhn

Fallbeispiel 18

Tierart: Huhn Wyandotte (58372)
Klinischer/pathologischer Verdacht auf Gicht: ja vis-
zeral

Vorbericht:

Alter: adult, Alter unbekannt
Herkunft:

Haltung: -

Todestag:

Todesursache:

Klinischer Vorbericht der Erkrankung: nicht vorliegend

Durchgefiihrte Untersuchungen:
Pathobefund abgekdirzt:

Nicht vorliegend

Diagnose: Viszeralgicht, Leukose

Arthrozentese:
Keine Kristalle gefunden

Darkfield-Scan

Linker Stander, Intertarsalgelenk und Zehengrundge-
lenke

Links Absorption, rechts Darkfield

Kein auffalliges DF Signal
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3.1. Ubersichtstabelle iiber die Studientiere und ihre Befunde

Tabelle 5: Ubersicht Giber die Studientiere und ihre Befunde

Ver-
Kristallein dachtsdi- bereits Durchge-
Tierart und Lat. Bezeich- Viszeral-  Arthrozen- agnhose fuhrte Untersu-
Nummer nung Todesart Diagnose gicht? tese Gicht? chungen
Schuppen-
kriechtiere Squamata
Was- Physignatus hgrd. Gelenks- Gelenkspunktion,
1 seragame cocincinus Euthanasie |gicht, Parasitose | nein ja ja Rontgen positiv
perakuter keine an-
2 Bartagame Pogona vitticeps | Exitus Pneumonie nein nein gegeben negativ
Gicht ausge-
schlossen, Todes-
ursache unbe-
3 Bartagame Euthanasie | kannt nein nein nein keine gewiinscht negativ
Legenot/veran-
derte Ovidukte,
4 Bartagame Euthanasie | Parasitose nein nein ja unbekannt negativ
5 Bartagame Euthanasie | Gelenksgicht ja ja ja unbekannt negativ
Bartagame Salmonellose,
(ausgeschlos- Herz Kreislaufver- nicht unter-
sen) Verstorben | sagen nein sucht ja Blut
Eublepharis ma-
7 Leopardgecko | cularius Euthanasie | Gicht ja ja ja keine gewtinscht positiv
Schildkréten | Testudinata
Maurische
Landschild- keine Untersu-
krote Testudo graeca | unbekannt chung
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(ausgeschlos-
sen)

Breitrand-
schildkrote
(ausgeschlos-

Testudo margi-

keine Untersu-

sen) nata unbekannt chung
Rotwangen-
schmuck- Trachemys Legenot, viszerale
6 schildkrote scripta elegans | Euthanasie | Gicht ja nein ja unbekannt negativ
Singvdogel Passeriformes
Salmonellose mit
Gelenksbeteili-
gung
8 Amsel Turdus merula Euthanasie | und Osteolyse nein nein nein keine negativ
Papageien Psittaciformes
Rontgen, Kot,
Psittacara ho- Kropf, zu schwach
9 Grinsittich lochlorus verstorben Viszeralgicht ja ja nein fur Blut positiv
Nymphensit- | Nymphicus hol- keine, da direkt in
10 tich landicus Euthanasie | Gicht ja ja ja Agonie negativ
Nymphensit- keine an- keine, zu schwach
11 tich verstorben Anflugtrauma nein nein gegeben fur Blut negativ
Melopsittacus Rontgen, Kot, zu
12 Wellensittich | undulatus Euthanasie | Megabakteriose nein nein ja schwach fiir Blut negativ
13 Wellensittich Euthanasie | Gelenksgicht nein ja ja keine erwiinscht positiv
Kot, Kropfaus-
strich, zu schwach
14 Wellensittich Euthanasie | Megabakteriose nein nein nein fur Blut negativ
Eulen Strigiformes
15 Waldohreule | Asio otus verstorben Viszeralgicht ja nein nein Rontgen negativ
16 Waldohreule Euthanasie | Humerusfrakur nein nein nein Rontgen negativ
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Tauben Columbiformes
Columba livia Tarsometatar-
17 Brieftaube domestica Euthanasie | salfraktur nein nein nein Rontgen negativ
Hihnerartige | Galliformes
Huhn Gallus gallus do- | peraktuer Viszeralgicht,
18 Wyandotte mesticus Exitus Leukose ja nein nein keine negativ
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Tabelle 6: Ubersicht iiber die Befunde der Arthrozentese. Ein ,,+“ bedeutet, dass in diesem Gelenk Harnsaurekristalle gefunden wurden.

Intertarsalge- Zehengrundge-
Tierart und Nummer lenk Zehengelenk lenk Karpus Ellenbogen Tarsus Knie Hufte
Wasseragame
1 |vordergliedmaRe + +
Wasseragame
1 | HintergliedmaRe + + + +
5 | Bartagame + +
Leopardgecko
7 | HintergliedmaRe + + +
Leopardgecko
7 | VordergliedmaRe + +
9 | Griinsittich +
10 | Nymphensittich + +
Wellensittich
13 |linke Hinterglied- +
male + +
Wellensittich
13 |rechte Hinterglied-
male + + +
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