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1 Einleitung

Der Begriff Transmissible Spongiforme Encephalopathie (TSE) umfasst eine
Gruppe von stets tddlich verlaufenden neurodegenerativen Erkrankungen.
Scrapie, das als Archetyp der TSE qilt, ist seit dem 18. Jahrhundert bekannt.
Trotzdem wurde dieser Erkrankung wenig Aufmerksamkeit geschenkt, da keine
Ubertragbarkeit von Schaf auf Mensch bekannt war. Erst in den 80er Jahren des
20. Jahrhunderts, als 1982 Stanley B. Prusiner mit seiner verbliffenden Theorie
eines Proteins als Erreger von Scrapie (Prusiner 1982) die Welt Gberraschte, und
als 1986 in England das erste Rind mit Boviner Spongiformer Encephalopathie
(BSE), gefolgt im Jahr 1996 von dem ersten Menschen mit einer vermutlich BSE-
assoziierten neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJD) diagnosti-
ziert wurden, erlangten die Transmissiblen Spongiformen Encephalopathien eine

verstarkte offentliche Aufmerksamkeit.

Nach England breitete sich BSE in vielen europdischen Landern aus, darunter
auch in Deutschland. Am 26. November 2000 dokumentierte die Bundesrepublik
das erste Rind mit BSE. Seitdem wuchs die Zahl der BSE-Félle in Deutschland
auf 245 (31.03.2003, Bundesministerium fur Verbraucherschutz, Erndhrung und
Landwirtschaft), davon stammen 94 Tiere aus Bayern. Die Europaweit steigende
Anzahl der BSE- und aber auch nvCJD-Félle fiihrte in den letzten 15 Jahren
sowohl in Deutschland als auch in der EU zu einer neuen BSE-bezogenen

Gesetzgebung, und zu verstarkter Forderung der TSE-Forschung.

Am Lehrstuhl fir Allgemeine Pathologie und Neuropathologie der Tierarztlichen
Fakultat an der LMU Munchen werden seit dem 1.1.2001 Rinder aus Bayern mit
einem amtlichen Verdacht auf BSE pathologisch und dabei insbesondere neuro-
pathologisch untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist bei den BSE-Rindern die Dokumentation von
pathohistologischen L&sionen des gesamten Gehirns, sowie eine erganzende
immunhistochemische Befunderhebung im Mesencephalon. Es werden ebenfalls
die Tiere histopathologisch und immunhistochemisch untersucht, bei denen trotz
BSE-&hnlicher klinischer Symptomatik der Verdacht auf BSE bereits in der



Western-Blot Untersuchung am Landesuntersuchungsamt Sidd nicht bestatigt
werden konnte. Diese Rinder dienen als Negativkontrollen und stehen gleich

zeitig den BSE-Fallen differentialdiagnostisch gegeniber.

Als Lokalisation fur die Immunhistochemie wurde das Mesencephalon mit den
Kerngebieten Nucleus ruber und Substantia grisea centralis ausgewahlt. Neuro-
pathologische Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen (Jeffey & Halliday 1994,
Wells & Wilesmith 1995) uber BSE erheben lberwiegend Befunde aus der
Medulla oblongata. Grund dafir sind Kenntnisse Uber die Pathogense von
Scrapie, bei dem infektiose Proteine (Prionen) entlang parasympathischen
Fasern des N. vagus durch die Medulla oblongata ins Gehirn gelangen (van
Keulen et al. 2000). Bei BSE wird eine &hnliche Pathogenese vermutet. Die
vorliegende Arbeit konzentriert sich insbesondere auf die Untersuchungen des
Mesencephalons, um das Ausmald der neuropathologischen Lasionen rostral der

vermuteten Eintritts pforte zu ermitteln.



2 Schrifttum
2.1 Allgemeines und Epidemiologie

2.1.1 Transmissible Spongiforme Encephalopathien

Transmissible Spongiforme Encephalopathie (TSE) ist der Uberbegriff fir eine
Gruppe von stets tddlich verlaufenden degenerativen Erkrankungen des Zentral-
nervensystems. TSE ist sowohl beim Menschen als auch bei Tieren bekannt.

Als Synonym wird haufig der Begriff Prionerkrankung verwendet, der auf die
Atiologie der Erkrankung hinweist. Die Prionen (eine Wortzusammensetzung aus
“proteinaceaous infectious particles”) wurden 1982 von Stanley B. Prusiner
(Prusiner 1982) als Erreger von Scrapie vorgeschlagen. Diese Theorie, auch
bekannt als die Protein-Only-Hypothese, wird trotz vereinzelt anhaltender
Skepsis und weiterer Suche nach anderen Erregern wie Virionen oder
unkonventionellen Viren heute weitgehend akzeptiert.

Die Prionerkrankungen sind gekennzeichnet durch die Akkumulation einer
partiell proteinaseresistenten Isoform des wirtseigenen Prionproteins, eines
Glykoproteins, das auf der Zelloberflache vieler Zellen exprimiert wird und
dessen Funktion nicht eindeutig geklart ist.

Die Transmissiblen Spongiformen Encephalopathien sind aufRergewdhnliche
Erkrankungen, denn zu dieser Gruppe zahlen sowohl sporadische, genetische
als auch infektiose Formen. Als charakteristische Symptomatik zeigt der Patient
Verlust zahlreicher Gehirnfunktionen, Demenz (Mensch) und Ataxie.

Wenig Aufmerksamkeit wurde diesen seltsamen Erkrankungen geschenkt, bis
Mitte der 80er Jahre in Grol3britannien die ersten Rinder mit Boviner Spongi
former Encephalopathie (BSE) erkrankten. Die Situation entwickelte sich dort
schnell in eine Epizootie, mit bis zum heutigen Tag knapp 180000 erkrankten
Rindern. Zehn Jahre nach dem Auftreten der ersten BSE-Féalle folgte die
Erkrankung der ersten Menschen mit einer neuen Variante der Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit (nvCJD), bei denen sich vermuten liel3, dass eine Ansteckung

durch den Konsum von prionen-haltigem Fleisch stattgefunden hatte.



2.1.2 Prionerkrankungen beim Menschen

Beim Menschen sind mehrere Prionkrankheiten bekannt. Dazu zahlen neben der
Gruppe der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) das Gerstmann-Straussler-

Scheinker-Syndrom (GSS), die Familidre Fatale Insomnie (fFI) und die Kuru.

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Zu der Gruppe dieser Krankheiten gehoren die sporadische, die familiare und die

iatrogene Form sowie die neue Variante.

Die sporadische Form von CJD (sCJD) tritt weltweit mit einer Rate von 0,5-
2/Million/Jahr (Dalsgaard 2002) auf und betrifft sowohl Manner als auch Frauen
gleichermalRen. Das Durchschnittsalter bei der Erkrankung betragt 68 Jahre
(Dearmond et al. 2002). Die Ursache der Erkrankung ist nicht geklart.

Die familiare Form (fCJD) hingegen wird auf eine Punktmutation des PrP-Gens
(Prnp) zurtickgefuhrt und weltweit in drei Regionen beobachtet, namlich in Chile,
in der Slovakei und bei judischen Familien libyscher Abstammung (Dalsgaard
2002).

Die iatrogene CJD (iCJD) wird bei chirurgischen Eingriffen mit kontaminiertem
Material Ubertragen. Beispiele sind Kornea-Transplantationen, Dura mater-
Trans plantationen, intracerebrale Elektroden und Injektionen von menschlichen
Wachstumshormonen.

Charakteristische neuropathologische Veranderungen bei den obengenannten
Formen der CJD sind Vakuolisierungen der Neuronen und des Neuropils, Gliose,
neuronaler Verlust und Amyloid-Plaques. Letztere werden allerdings nur in 5-
10% der Féalle beobachtet.

Im Jahr 1996 wurde eine neue Variante der CJD in Grol3britannien beschrieben,
die sich von den bislang bekannten Formen unterschied. Nicht nur waren alle
Patienten junger als 40 Jahre, sondern Vorbericht, klinische Symptomatik und
Muster der Elektroenzephalogramme unterschieden sie deutlich von anderen
Formen der CJD. Analysen uber die bei BSE und nvCJD auftretenden Prionen-
stamme wies auf eine eindeutige Korrelation (Bruce et al. 1997; Hill et al. 1997).
Bis Ende 2001 wurden in England 113, in Irland 1 und in Frankreich 3 Menschen
(Dalsgaard 2002) mit nvCJD registriert. Im Gegensatz zu den anderen Formen



der CJD wird bei der nvCJD in 100% der Falle Amyloid-Plaques beobachtet,
welche oft im Zentrum von Neuropil-Vakuolen situiert sind (Dearmond et al.
2002).

Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom

Das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom kann wie fCJD auf eine Punkt-
mutation im Prnp zurlckgefuhrt werden, wobei jedoch die Stellen der Punkt-
mutation, die klinische Symptomatik und die Neuropathologie eine Differen-
zierung erlauben (Zerr & Poser 2002). Charakteristisch fur die Neuropathologie
des GSS sind die in 100% der Falle auftretenden ,multizentrischen” Plaques, die

gehéauft im Cortex cerebelli vorkommen.

Familidre Fatale Insomnie

fFl wurde erstmals 1986 bei einer italienischen Familie beschrieben. Die wesent-
lichen Merkmale der Erkrankung sind progressive Insomnie, Hyperaktivitat des
Sympathikus und motorische Stérungen. Ursache ist wiederum eine Punkt-
mutation im Prnp. Neuropathologisch betroffen ist hauptsachlicher der Thalamus.
Die prominenteste L&sion ist die Gliose, vakuoldre Veranderungen werden

seltener beobachtet (Dearmond et al. 2002).

Kuru

1957 wurde Kuru von Gajdusek & Zigas bei Eingeborenen in Papua Neu Guinea
beschrieben (Dearmond et al. 2002). Die Krankheit wurde Ubertragen durch
kannibalische Toten-Rituale, an denen fast ausschlie3lich Frauen und Kinder teil-
nahmen. Zwischen 1957 und 1982 starben mehr als 2,500 Menschen an Kuru,
womit diese die erste dokumentierte Epidemie einer Prionerkrankung beim
Menschen war. Seit dem Verbot kannibalischer Traditionen durch die
australische Regierung ist die Zahl der erkrankten Personen stetig gesunken.
Kuru gilt heute als ,aussterbende” Krankheit. In 75% der Falle wurden charak-
teristische Amyloid-Plaques (spiked ball plaques) festgestellt, die Uberwiegend

im Cortex cerebelli vorkommen.



2.1.3 Nicht-BSE-Prionerkrankungen bei Tieren

Bei Tieren konnen einige Transmissible Spongiforme Encephalopathien
beobachtet werden. Scrapie, eine horizontal und vertikal Ubertragbare Krankheit
der Schafe und Ziegen, die schon Mitte des 18. Jahrhunderts in Europa
beschrieben wurde, gilt als Archetyp der TSE. Hinzu kommen die Cronic Wasting
Disease der Maultierhirsche in den USA, die Transmissible Mink Encephalo-
pathie der Farmnerzen, die Feline Spongiforme Encephalopathie der Feliden und
seit 1985 die Bovine Spongiforme Encephalopathie der Rinder. Experimentell
lassen sich beinahe alle Tiere von zumindest einer Form der TSE infizieren. Bis
zum Auftreten der BSE war eine Ubertragbarkeit auf den Menschen nicht

vermutet worden.

Scapie

Scrapie, auch unter dem Namen Traberkrankheit bekannt, wurde schon vor ca.
250 Jahren beschrieben. Kurz vor dem 2. Weltkrieg wurde Scrapie von Cuille
experimentell erfolgreich tibertragen (Dearmond et al. 2002), wodurch die Uber-
zeugung, dass es sich um eine Infektionskrankheit handelte, gestarkt wurde. Epi-
demiologische Beobachtungen konnten Scrapie allerdings nicht in das einfache
Modell der Infektionskrankheiten einreihen, denn die Krankheit trat geh&uft
familiar auf und zeigte eine deutliche Rassedisposition. In 1959 machte Hadlow
WJ auf die neuropathologische Ahnlichkeit zwischen Kuru und Scrapie
aufmerksam (Dearmond et al. 2002).

Leitsymptome von Scrapie sind Pruritus, Koordinationsstérungen und Ataxie
(Kretschmar & Dahme 1990).

Chronic Wasting Disease

Von CWD wurde 1980 bei hirschartigem Gehegewild in Colorado, USA berichtet.
In den letzten Jahren wurde CWD haufig auch bei wildlebenden Tieren in USA
und Canada beobachtet (Wells & McGill 1992).




Transmissible Mink Encephalopathie

TME wurde zum ersten Mal 1947 bei Farmnerzen in Wisconsin, USA beobachtet
(McKenzie et al. 1996). Seitdem sind mehr als 23 Krankheitsausbriiche weltweit
berichtet worden. Atiologisch wird ein Zusammenhang mit der Verfiitterung von
Scrapie-infiziertem Schaffleisch diskutiert (Kretschmar & Dahme 1990).

Feline Spongiforme Encephalopathie

Ab dem Jahr 1990 sind in GroRbritannien mehrere Falle von FSE bei Haus-
katzen festgestellt worden. Zudem sind Einzelfalle von FSE bei in zoologischen
Garten lebenden Felidae (Puma, Tiger, etc.) GroRbritanniens und Australiens
beobachtet worden (Hewicker-Trautwein 1994). Atiologie ist vermutlich die

Verflitterung von Prionen-kontaminiertem Futter.



2.1.4 Bovine Spongiforme Encephalopathie
2.1.4.1 Weltepidemiologische Situation

Im Jahr 1986 wurde in England im Central Veterinary Laboratory bei einem Rind
erstmalig BSE neuropathologisch diagnostiziert (Wells et al. 1987). Die
klinischen Symptome und die histologische Untersuchung ergaben eine starke
Ahnlichkeit zu Scrapie und anderen, humanen Transmissiblen Spongiformen
Encephalopathien. Ab diesem Jahr stieg die Anzahl der Rinder mit BSE in Grol3-
britannien stetig auf heute insgesamt 179504 (OIE, 30.9.2002) erkrankten Tieren
mit einem Hohepunkt der Epidemie in den Jahren 1987 und 1988 (Schreuder et
al. 1997).

Export von lebenden Rindern vor dem EU-Exportverbot (Juli 1989, EU-
Entscheidung 89/469) und Export von Futtermitteln aus England in andere
Mitgliedstaaten waren vermutlich die Ursache einer sukzessiven Ausbreitung von
BSE im Ausland. Im Jahr 1997 waren Irland (188 BSE-Félle), Schweiz (288),
Portugal (61), Frankreich (28), Deutschland (5), Italien (2), Oman (2), Canada
(1), Danemark (1) und die Falkland-Inseln (1) von BSE betroffen. Bei den letzten
6 Landern handelte es sich zu Beginn nachweislich um importierte Tiere
(Schreuder et al. 1997). Seit Ende 2001 ist auch Japan nicht mehr frei von BSE,
und am 4.6. 2002 meldete Israel den ersten Fall (OIE).

2.1.4.2 Ausbreitung von BSE in Deutschland

Am 26. November 2000 wurde beim ersten in Deutschland geborenen und
aufgewachsenen Rind BSE diagnostiziert. Die Anzahl “einheimischer” BSE-
positiver Tiere ist seitdem stetig gestiegen (im Jahr 2000 7 Félle, 2001 125 Félle,
2002 104 Félle) und betragt derzeit insgesamt 245, davon 94 in Bayern
(31.03.2003, Bundesministerium fur Verbraucherschutz, Erndhrung und Land-

wirtschatt).



2.1.4.3 Gesetzliche Hintergrinde in Europa

Im folgenden wird eine Ubersicht der wichtigsten BSE-bezogenen Gesetzgebung

in Deutschland und in der EU ab dem Jahr 1988 vorgelegt (Quelle:

Bundesministerium fur Verbraucherschutz, Erndhrung und Landwirtschatft,

Europaische Kommission).

18.7.1988
28.7.1989

6.3.1990

18.3.1994

27.6. 1994

18.7.1996

18.11.1998

29.6.2000

Ab 1.1.2001

22.2.2001

Tiermehlfutterungsverbot an Wiederkauer in England.
Exportverbot fur lebende Rinder aus dem Vereinten Koénigreich in
andere EU-Staaten, wenn sie vor dem 18.7.1988 geboren wurden
(EU-Entscheidung 89/469).

Meldepflicht fir BSE (EU-Entscheidung 90/134).
Tiermehlverfutterungsverbot an Wiederkduer in Deutschland
(Anderung der Viehverkehrsverordnung).
Tiermehlverfutterungsverbot an Wiederkduer in der EU (EU-
Entscheidung 94/381).

Bedingungen fur die Verarbeitung von Saugetierabfallen zur
Inaktivierung von TSE-Erregern; 133°C-3 bar-20 Minuten (EU-
Entscheidung 96/449).

Exportverbot fir lebende Rinder aus Portugal (Portugal-Embargo;
EU-Entscheidung 98/653).

Tierisches Gewebe mit hohem BSE-Risiko (Schadel, Tonsillen,
etc.) wird aus der Nahrungsmittel- und Futtermittelkette entfernt
(Inkrafttreten 1.10.2000, EU-Entscheidung 2000/418).
Durchfihrung von BSE-Schnelltests an allen Schlachtrindern alter
als 30 Monate, die fur den menschlichen Verzehr bestimmt sind
(EU-Entscheidung 2000/374).

Inkrafttreten des BSE-Mal3Bhahmengesetzes in Deutschland:
“Gesetz zur Anderung futtermittelrechtlicher, tierkorperbeseiti-
gungsrechtlicher und tierseuchenrechtlicher Vorschriften im

Zusammenhang mit der BSE-Bek&ampfung”.



2.1.4.4 Malinahmen im Falle der Feststellung von BSE in Deutschland

Quelle:  Bundesministerium  fur  Verbraucherschutz, = Erndhrung  und
Landwirtschaft.

Nach 89 des Tierseuchengesetzes ist der Tierbesitzer verpflichtet bei Verdacht
oder Ausbruch einer anzeigepflichtigen Seuche (auch BSE) die zustandige
Behorde (Veterindramt) zu informieren.

Bei einem Verdacht auf BSE, ausgesprochen durch einen Amtstierarzt, werden
Bestand gesperrt, das Tier getdtet und der Verdacht in einem Staatlichen
Veterinaramt abgeklart. Sollte sich der Verdacht bestatigen, werden die Geburts-
und Fatterungskohorte sowie (bei weiblichen Tieren) die Nachkommen, die
innerhalb von 2 Jahren vor und nach dem Einsetzen der Kklinischen
Erscheinungen geboren worden sind, getdtet. Embryonen und Eizellen werden
vernichtet. Zu den Geburts- und Futterungskohorten gehéren Mutter und
Geschwister, zusétzlich alle Rinder, die wahrend der ersten 12 Lebensmonate
des Rindes geboren und aufgezogen wurden und das gleiche potentiell
infektiose Futter erhalten haben.

Im Falle eines bestatigten BSE-Falles informieren die zustdndigen Behdrden
nach der Allgemeinen Verwaltungsvorschrift Uber Tierseuchennachrichten
unmittelbar den Bundesministerium fir Verbraucherschutz, Erndhrung und
Landwirtschaft. Weiterhin sind die Mitgliedstaaten der Europaischen Union nach
der Richtlinie (82/894/EWG) des Rates vom 21.12.82 verpflichtet, innerhalb von
24 Stunden der Kommission und den anderen Mitgliedstaaten den Erstausbruch
der Erkrankung mitzuteilen. Zusétzlich ist die Bundesrepublik Deutschland
verpflichtet, das Internationale Tierseuchenamt (OIE) unverziglich Uber BSE-

Falle zu unterrichten.
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2.2 Allgemeine Pathologie der TSE

2.2.1 Prionprotein

Im Jahr 1982 isolierte Stanley B. Prusiner ein protease und hitzeresistentes
Protein aus den Gehirnen von Scrapie-infizierten Hamstem (Prusiner 1982), und
nannte es Prionprotein. Dieses infektiose Protein (PrP*¢: Sc fir Scrapie)
vermehrt sich, in dem es seine Konformation der zellularen Form des
Prionproteins (PrP¢; C fiir cellular) aufzwingt. Aggregate von PrPS¢, auch SAF
(Scrapie-Asscaciated Fibrils) genannt, sind vermutlich neurotoxisch.

Das korpereigene Prionprotein ist ein Glykoprotein, das mit einem GPI-Anker an
der Zelloberflache vieler Zellen verbunden ist, und dessen Funktion nicht vdllig
geklart ist. Erstaunlicherweise entwickeln Knock-Out-Mause (Prnp”® homo-
zygotes Ausschalten des Prnp-Gens) keine nennenswerte Anomalien, sie sind
jedoch resistent gegen eine TSE-Infektion (Brandner et al. 1996). Die Expression
von PrPC ist von allen Geweben in Neuronen am stéarksten (Kretzschmar et al.
1986), insbesondere in den Synapsen (Salés 1998). Der C-Terminus von PrP¢
beinhaltet eine funktionelle Region von 32 Aminosauren, bestehend aus vier
Octa-Repeats, die Kupfer binden (Brown et al. 1997). Dieser kupfer-bindenden
Eigenschaft wird eine Superoxid-Dismutase-(SOD)ahnliche Funktion zuge-
schrieben (Wong et al. 2000). Mdglicherweise ist die hohe Expression von PrP©
in den Synapsen notwendig, um diese von oxidativen Schadigungen und dessen
Folgen zu schitzen (Brown 2001).

PrPC und PrP5¢ werden von derselben mRNA translatiert und haben deshalb die
gleiche Primarstruktur. Sie unterscheiden sich allerdings in den Sekundar- und
Tertiarstrukturen (Caughey & Raymond 1991; Pan et al. 1993). Spektro-
skopische Untersuchungen zeigen PrP® mit hohem Anteil an a-helikalen- (40%)
und wenig b-Faltblatt- (3%) Strukturen. Dagegen tiberwiegt bei PrP> mit 45% die

b-Faltblatt-Konformation (Pan et al. 1993). Wesentliche Unterschiede zwischen

PrP® und PrP>° sind in Tabelle 2-1 aufgelistet.
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Prp©

Prpse

Funktion unklar
Expression in vielen Zellen

GPl-assoziiertes Membranprotein
Uberwiegend a-helikale Strukturen

TSE-assoziert
Primar ZNS, Milz, Lymphknoten

Bildung von extracell. Aggregaten
Uberwiegend b-Faltblatt Strukturen

Partielle Proteinase K-Resistenz
Keine Ablosung mdoglich mit Phos-
pholipase C

Verdauung mit Proteinase K
Ablésung von der Zelloberflache
mit  Phosphatidyl-Inositol-spezi-
fischer Phospholopase C

Tabelle 2-1: PrP° vs. PrpP*°

Maus-PrP° besteht aus einer Sequenz von 209 Aminosauren (Aguzzi & Heppner
2000). Auf Position 181 und 197 sitzen zwei N-verbundenen Oligosacharide.
PrP® wird vermutlich in einer ahnlichen Konstruktion bei allen Wirbeltieren
exprimiert (Brown 2001), wobei Formen mit keiner, einer oder zwei Zuckerketten
vorkommen. Bei der Western-Blot-Analyse von PrP nach Proteinase K-
Verdauung entstehen drei Banden, die die Abschnitte mit zweifacher, einfacher
oder keiner Glykosylation darstellen. Entsprechende Western-Blot-Analysen mit
PrP* erlauben eine Klassifizierung verschiedener Prionenstamme. Prionen-
stamm-Analysen zeigen verbliiffende Ahnlichkeiten zwischen BSE und nvCJD
(Collinge et al. 1996; Hill et al. 1997), eine Erkenntnis, die die Theorie der
Ubertragbarkeit einer TSE von Rind auf Mensch verstarkt.

Nach der Proteinase-Verdauung von PrP>° bleibt ein Proteinase K-resistenter
Kern, Prp?"*
SDS-PAGE abgeleitet. PrP?"-* bietet die Moglichkeit zur Entwicklung eines

, Ubrig. Diese Bezeichnung wurde vom Molekulargewicht nach

spezifischen und zuverlassigen Molekular -Markers fiir PrP>.

Forloni et al. (1993) identifizierten innerhalb dieses proteinase-resistenten Kerns
die neurotoxische Sequenz vom humanen PrP als PrP106-126. Die Toxizitat ist
auf eine hydrophobe Region (Aminosdure-Sequenz 113-126) zuriickzuflhren,
die das Palindrom AGAAAAGA beinhaltet. Peptide, die diese Sequenz
beinhalten kbénnen in vitro spontan Aggregate bilden (Brown 2000). Deletion der
Region AGAAAAGA hindert die Bildung von PrP= (Chabry et al. 1998). Obwohl
die pathologische Bedeutung von PrP 106-126 in vivo noch nicht geklart st,
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kbnnen in vitro-Studien mit diesem synthetischen Peptid entscheidend zum

Verstandnis der TSE beitragen.

2.2.2 Genetische Pradisposition

Der Einfluss von dem PrP-Gen (Prnp) auf die Empfanglichkeit von Scrapie bei
Schafen ist wiederholt untersucht worden (van Keulen et al. 2000 und 2002).
Obwohl Scrapie Ubertragbar ist, wirkt eine gewisse genetische Konstellation
fordernd oder hemmend auf die Empfanglichkeit eines Tieres fur Scrapie.

Das ovine Prnp befindet sich auf dem Chromosom 13, dessen Open Reading
Frame 768 bp betragt (Tranulis 2002). Bei der Analyse der codierenden Region
von Cheviots wurden drei krankheits -assoziierte polymorphe Stellen auf Codon
136, 154 und 171 entdeckt, die zu den Aminosauren-Substitutionen A136V,
R154H und Q171R fuhren (Baylis et al. 2002; O"Doherty et al. 2002; A=Alanin,
V=Valin, R=Arginin, H=Histidin, Q=Glutamin). 136V erzeugt eine erhohte,
dagegen die Homozygotie mit Alanin (A136A) eine verminderte Empfanglichkeit
fur Scrapie. Trotzdem ist der Genotyp fir PrP nicht der einzige beeinflussende
Faktor bei der Empfanglichkeit von Scrapie. Aus Island wurde von Fallen
berichtet, bei denen der erste Fall von Scrapie ein altes Tier mit V136V war.
Sukzessiv erfolgte die Erkrankung anderer Tiere der Herde, mdoglicherweise
durch horizontale und vertikale Ubertragungswege nach spontan entstandenem
Scrapie des alten Tieres (Tranulis 2002). In Scrapie-freien Landern wie
Australien und Neuseeland, sind alte Tiere mit einem V136V-Genotyp
anzutreffen, ohne dass Scrapie ausbricht.

Bei nvCJD des Menschen spielt der Polymorphismus auf Codon 129 eine Rolle
bei der Suszeptivitat. Alle bislang mit nvCJD diagnostizierte Patienten sind an
dieser Stelle homozygot fir Methionin (Ironside et al. 2002 b). Noch ist nicht
geklart, ob dieser Genotyp notwendig fir die Entwicklung von nvCJD ist, oder ob
er lediglich eine verkirzte Inkubationszeit verursacht.

Das bovine Prnp zeigt zwei polymorphe Stellen, jedoch gibt es derzeit keinen
Hinweis auf eine Prnp-polymorphismus -assoziierte Empfanglichkeit fir BSE

(Hills et al. 2001). In einer vergleichenden Studie mit 400 gesunden und BSE-
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infizierten Rindern wurde keinen Unterschied bei der Verteilung von PrP-

Genotypen zwischen den zwei Gruppen festgestellt (Narang 1996).

2.2.3 Pathogenese von Scrapie

Im Gegensatz zu BSE, ist die Pathogense von Scrapie, insbesondere der
Ausbreitungsweg von PrP*°, am Tiermodell naher untersucht worden (van
Keulen et al. 2002 und 2000).

Infektionsquelle von Scrapie ist wahrscheinlich die orale Ingestion. Eine
Pathogenese-Studie mit Scrapie-empfanglichen Schafen vom Genotyp
VV136RR171QQ154 zeigt den mdoglichen Ausbreitungsweg nach oraler Infektion mit
dem Scrapie-Agens (van Keulen et al. 2002).

Die erste Phase der Invasion erfolgt im GALT, wo PrP*° in den Tonsillen,
Peyer’schen Platten des lleums und caudalen Jejunums, Retropharyngeal- und
lleocaecallymphknoten detektiert werden kann. Méglicherweise wird PrP*¢ von
M-Zellen durch die Mucosa transportiert. Eine darauf folgende Ausbreitung von
PrP* in die Lymph- und Blutbahnen mit Hilfe von Follikularen Dendritenzellen
(FDC) und Tingible-Body-Macrophages (TBM) wird diskutiert. In diesen Zellen
konnte eine erhebliche Menge an PrPS¢ immunhistochemisch festgestellt werden
(Jeffrey et al. 2000). Der weitere Verlauf mit Ausbreitung in nicht-GALT-
assoziiertem lymphatischem Gewebe, ob es eine hamatogene Ausbreitung gibt
oder ausschlief3lich eine Neuroinvasion via vegetative Nervenfasern gibt, ist noch
ungeklart.

Die Neuroinvasion beginnt im enteralen Nervensystem. Die topographische
Nahe zwischen den Peyer'schen Platten und dem Plexus myentericus sowie
dem Plexus submucosus lassen diese Theorie plausibel erscheinen. Der Zugang
zum zentralen Nervensystem erfolgt Gber zwei Wege: 1. Entlang von afferenten
parasympathischen Nervenbahnen, welche die thorakalen und die abdominalen
Eingeweide innervieren, erreicht PrP>® den Nucleus motorius dorsalis n. vagi
(DMNV) in der Medulla oblongata. PrP* verbreitet sich anschlieRend in weitere
Kerngebiete der Medulla wie N. tractus solitarii, Area postrema, N. ambiguus and
Nn. vestibulares, die durch neuronale Bahnen mit dem DMNV in direkter
Verbindung stehen.

14



2. Der direkte Weg in das Riuckenmark lauft Gber Ganglion mesenteriale
craniale/coeliacum und efferente sympathische Nervenbahnen des N. splanch
nicus in die Substantia intermediolaterale des Rickenmarks zwischen T8 und
T10. Von dort erfolgt eine craniale und caudale Ausbreitung.

Die Pathogenese von BSE wurde noch nicht vollstadndig geklart, es lasst sich
aber nicht ausschliel3en, dass eine analoge Pathogenese mittels Neuroinvasion

wie bei der Scrapie des Schafes stattfindet.
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2.3 BSE: Klinik und Neuropathologie

2.3.1 Klinische Symptomatik der BSE-Rinder

Rinder mit BSE zeigen ein charakteristisches Krankheitsbild mit schleichendem
Verlauf. Erste Anzeichen sind Abmagerung und verminderte Milchleistung. Die
neurologischen Symptome sind durch Stérungen des Verhaltens, der

Bewegungskoordination und der Sensibilitat gekennzeichnet (Braun 2001).

Zu den neurologischen Storungen zahlen folgende Auffalligkeiten:

Verhaltensstorungen
Angstlichkeit, Nervositat, Schreckhaftigkeit
Angst vor dem Kotgraben, Durchgéngen und kleinsten Hindernissen
Aggressivitat, die sich in Ausschlagen beim Melken oder gegen Menschen
ausdrickt
Haufiges Belecken der Nase, Zahneknirschen

Zittern oder Muskelzuckungen an Lippen, Flotzmaul, Ohren, Hals, Vorder-

korper, Flanken oder am ganzen Korper

Sensibilitatsstorungen
Zusammenzucken
Uberempfindlichkeit bei Berlihrung, vor allem im Kopf- und Halsbereich
Uberempfindlichkeit auf Larm
Uberempfindlichkeit auf Licht
Positive Besenprobe: Heftiges Ausschlagen bei Berihrung der hinteren
Fesselgelenke mit einem Besen
Bei der Empfindlichkeit auf Licht und Larm kein Gewdhnungsverhalten zu
erkennen. Bei wiederholtem Reizen ist manchmal sogar eine Steigerung des

schreckhaften Verhaltens zu beobachten.

Bewegungsstorungen
Steifer Gang, Ataxie

Im Endstadium Festliegen
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Ein klinischer Verdacht auf BSE wird dann ausgesprochen, wenn die spezielle
Untersuchung auf BSE (BSE-Probe) durch einen Tierarzt fir positiv empfunden

wurde.

Die BSE-Probe beinhaltet folgende Untersuchungen:
Fuhren des Tieres Uber den Kotgraben
Fuhren des Tieres durch eine Turéffnung und auf dem Hof
Fuhren des Tieres Uber eine auf dem Boden liegende Stange
Manipulation am Kopf und am Hals mit einem Kugelschreiber
(Kugelschreiber-Test). Auf Abwehrbewegungen mit dem Kopf, Rumpfen der
Nase, Speicheln, Belecken des Flotzmauls wird geachtet.
Uberpriifung der Reaktion bei Larm.
Uberpriifung der Reaktion beim Ein- und Ausschalten des Lichtes.

Besenprobe

Quelle: Prof. Ueli Braun, Universitat Zuirich. Internet-Vertffentlichung des
Bayerischen Staatsministeriums fir Gesundheit, Ernahrung und Verbraucher-

schutz.

2.3.2 Histologie und Molekularpathologie
2.3.2.1 Astrogliose

Anfang des 20. Jahrhunderts wurden die Astrozyten zum ersten Mal von
Santiago Ramon y Cajal beschrieben (Berry et al. 2002). Astroglia sind
multipolare GFAP-haltige (siehe 2.3.3.1) Zellen, die im ZNS eine Uberwiegend
metabolische Funktion ausiben. Astrozyten stammen von neuroepithelialen
Stammzellen der periventrikularen Regionen des embryonalen ZNS ab.
Morphologisch unterscheidet man zwischen protoplasmatischen Astrozyten der
grauen Sustanz und den fibrillaren Astrozyten, die Uberwiegend in der weil3en
Substanz vorkommen. Weitere Phanotypen wie Bergmann-Glia des Cerebellums
oder Muller'sche Zellen der Retina sind an bestimmte ZNS-Regionen gebunden
(Berry et al. 2002).
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Im adulten ZNS haben Astrozyten eine lberwiegend metabolische Funktion.
Fortsatze verschiedener Astroglia kommunizieren durch Zwischenverbindungen
und bilden somit ein funktionelles Synzytium im Neuropil. Die Endstlicke dieser
Fortsatze stehen in Kontakt mit der Basalmembran von Blutgefal3en und mit der
Pia mater. Dort bilden sie durch Tight-Junctions eine einheitliche Schicht, die als
Membrana limitans gliae perivascularis/superficialis zur Blut-Hirn-Schranke bzw.
zur Blut-Liquor-Schranke beitragen.

Im Saugetier-ZNS ist Glucose der Hauptenergietrdger. Welcher Anteil den
GefalRen entnommener Glucose fiir die Eigenversorgung der Astrozyten bendtigt
wird, ist unklar, aber zumindest in manchen Hirnarealen sind Neuronen abhangig
von der Nahrstoffversorgung durch Astrozyten (Magistretti et al. 1996). Aus
Glucose kdnnen die Astrozyten Glykogen synthetisieren und speichern (Forsyth
1996). Glykogen-Katabolismus erzeugt Lactat und Pyruvat, die eine wichtige
Energiequelle darstellen (Ransom & Fern 1997). Der Astrozyt ist auch Synthese-
ort von komplexen Lipiden (Berry et al. 2002).

Eine weitere wichtige Funktion der Astrozyten ist die synaptische Aufnahme von
Neurotransmittern, insbesondere von Glutamat, dessen Konzentration ohne
Clearance leicht ein neuroexzitotoxisches Niveau erreicht (Meldrum & Garthwaite
1990). Glutamat wird durch das Enzym Glutaminsynthase in Glutamin umge-
wandelt und den umliegenden Neuronen zuriickgefuhrt. Die Umwandlung von
Glutamat zu Glutamin benétigt Ammoniak (Aschner & LoPachin 1993), wodurch
extrazellulare R&ume vor zu hohen Ammoniak-Konzentrationen geschiitzt
werden.

Astrozyten reagieren schnell auf diverse Formen von ZNS-Insulten. Die
astrozytare Hypertrophie wird bei Hypoxie, Hypoglykdmie, Trauma und Kontakt
mit Neurotoxinen beobachtet (LoPachin & Aschner 1993). Angeschwollene
Astrozyten konnen homoostatische Funktionen, wie Aufnahme von Neuro-
transmittern, nur eingeschrankt aufrechterhalten. Bei der Glia-Schwellung wird
vermutlich die membrangebundene Na'/K'-ATPase gehemmt, was zu einer
zytoplasmatischen Akkumulation von Na’, und Verlust von K" fuhrt (Aschner &
LoPachin 1993). Die auffalligste Eigenschaft reaktiver Astrozyten ist die
vermehrte Synthese von GFAP (siehe 2.3.3.1).
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Die Astrogliose ist neben der Vakuolisierung des Neuropils und der Nervenzellen
ein typisches Merkmal der Prionekrankungen, die sowohl pathohistologisch als
auch immunhistochemisch mit GFAP nachgewiesen werden kann (Wells et al.
1995; Ironside et al. 2002 a; Wood & Done 1992). Die Proliferation von Astroglia
ist nicht pathognomisch fur Prionerkrankungen, sondern wird nach diversen
Schadigungen und nach Nervenzelluntergang beobachtet.

Es gibt Hinweise, dass bei der TSE die Astrozyten vor der Neurodegeneration,
jedoch gleichzeitig mit der Akkumulation von PrP¥, aktiviert werden (Giese et al.
1998). Méglicherweise stimuliert PrP>° die Vermehrung der Astrozyten, welche
wiederum direkt zur Neurodegeneration beitragen. Eine hohe Anzahl von
Astroglia konnte in vitro die PrP106-126 (PrP*%)-induzierte (siehe 2.2.1) Neuro-
degeneration beschleunigen (Brown & Mohn 1999). In jedem Fall scheinen
Astrozyten eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der TSE zu spielen. Obwohl

Knockout-Méause (Prnp®°

) resistent gegen Prionerkrankungen sind, kénnen
Tiere, bei denen nur das neuronale PrP selektiv ausgeschaltet ist, die aber in
den Astrozyten PrP¢ exprimieren, an einer TSE erkranken (Raeber et al. 1997).

In vitro-Studien mit reinen Astrozyten-Kulturen zeigen allerdings, dass PrP106-
126 alleine keine Aktivierung der Astroglia erzeugt (Brown 1999). Die Prolife-
ration von Astrozyten in Prionerkrankungen ist scheinbar ein multifaktorielles
Geschehen. Hafiz und Brown (2000) zeigten, dass zusatzlich zur Infektion von
PrP%-exprimierenden Astrozyten mit PrP>¢ Sauerstoffradikale, Mikroglia und
mikrogliale Substanzen, insbesondere IL-1 und IL-6, bendtigt werden, um die

TSE-spezifische Astrogliose zu erzeugen.

Bei Astrozyten-Kulturen, denen PrPS¢ zugesetzt wurde, wurde eine vermehrte
Cyclin EExpression, ein mitogener Faktor, festgestellt. PCNA, ein Marker fir
den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus, war nicht erhoht (Hafiz & Brown 2000).
Die Behandlung dieser Zellen mit Cytosin arabinoside, einem Cytostatikum,
filhrte zu vermehrtem Zelltod (Brown 2001). Méglicherweise verursacht PrP°°
einen schnelleren Durchlauf durch den Zellzyklus, wodurch Astrozyten einen
apoptotischen Zelltod umgehen, eine Option, die Neuronen offenbar nicht haben
(Brown 2001).
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Eine andere Wirkungen von PrP% auf Astrozyten ist die Hemmung ihrer

Glutamat-Aufnahme (Brown & Mohn 1999), was indirekt neurotoxisch wirkt.

2.3.2.2 Mikrogliose

Mikroglia sind Gewebsmakrophagen des Nervensystems, die in ihrer Anzahl ca.
20% der Gliazellen ausmachen. Die Mikroglia kommen ubiquitdr vor und sind
gleichmalig im ZNS verteilt. Im Gegensatz zu den anderen Zellen des ZNS
stammen Mikroglia ontogenetisch von der Monozyten-Phagozyten-Linie ab und
sind somit myeloischen Ursprungs (Cuadros et al. 1998; Ling & Wong 1993).
Unter physiologischen Bedingungen des adulten ZNS sind die Mikroglia im
Ruhezustand.

Die Aktivierung der Mikroglia erfolgt nach allen Formen von ZNS-Insulten.
Kreutzberg (1996) studierte anhand von einem Modell des N. facialis die
Reaktion der Mikroglia nach Axotomie. Die Mikroglia proliferierten, vermutlich
durch die Stimulation von Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF),
produzierten Zytokine wie IL-6 und TGF-b und prasentierten einige Oberflachen-
antigene wie MHC. Angegriffene Neuronen koénnen von Mikroglia mittels
Synaptic Stripping geschitzt werden: Das Entfernen von afferenten Synapsen
kann den Nervenzellen zur Regeneration verhelfen. Beim Auftreten von
Zelluntergdngen im ZNS werden Mikroglia in Phagozyten umgewandelt.
Zusatzlich produzieren aktivierte Mikroglia diverse potentiell zytotoxische
Substanzen wie Sauerstoffradikale, Stickstoffoxid, Proteinasen, Arachidonsaure-

Derivate, exzitatorische Aminosauren, Quinolinsaure und Zytokine.

Eine Proliferation von Mikroglia in Zusammenhang mit Prionerkrankungen wurde
erst 1994 beschrieben (Williams et al.) und spater von Betmouni et al. (1996)
bestatigt. Im Maus-Modell von Betmouni erscheint die Mikroglia-Aktivierung
sowohl vor dem neuronalen Tod als auch vor dem Auftreten der klinischen
Symptome. Allerdings, entscheidend bei der Pathogenese von Prionerkran-
kungen ist nicht ein einzelner Faktor, sondern vermutlich der Einfluss
verschiedener Komponenten, die sich gegenseitig verstarken, und somit einen

Circulus vitiosus bilden. PrP>¢, Astrogliose und Mikrogliose sind die

20



histologischen Hauptkomponenten. Die Mikrogliose ist verbunden mit der
Expression von Sauerstoffradikalen und diversen Zytokinen, wie IL-1, IL-6 und
TNF,. Die Zytokine fordern die Astrogliose, und Sauerstoffradikale erhéhen den
oxidativen Stress in der Umgebung. Ob die Mikrogliose die Folge oder Ursache
von neuronalem Tod ist, bleibt noch ungeklart. Gesunde Nervenzellen werden
durch zytotoxische Effekte aktivierter Mikroglia nicht beschadigt. Moglicherweise
filhren (durch PrP>° ?) vorgeschadigte Nervenzellen bei Prionerkrankungen zur
Proliferation von Mikroglia, die ihrerseits bereits angegriffene Nervenzellen noch

starker beschadigen.

2.3.2.3 Nervenzelldegeneration

Neuronale Dysfunktion und der Untergang von Nervenzellen sind entscheidend
fur die klinische Entwicklung der Prionerkrankungen. Neuronaler Verlust erfolgt
Uber einen langen Zeitraum, so dass dieser bei der histologischen Untersuchung
nur in ausgepragten Fallen erkennbar ist. Alleine durch morphometrische Studien
kann eine quantitative Reduktion der Neuronenanzahl dokumentiert werden. In
einem Mausmodell von Jeffrey et al. (1995) sank nach intraocularer Injektion von
PrP* die Anzahl der Neuronen im Nucleus geniculatus lateralis in 50 Tagen von
ca. 22,000 auf 1000.

Der TSE-assoziierte Nervenzelltod erfolgt zum Teil durch Apoptose (Giese et al.
1995; Gray et al. 1999; Williams et al. 1997). Bei BSE wurde die dafir typische
DNA-Fragmentation von Theil et al. (1999) beobachtet. Urspringlich wurde
Apoptose bei der Entwicklung und physiologischen Reduktion des embryonalen
ZNS auf adulte GroRenverhaltnisse identifiziert, jedoch ist dieser Mechanismus
auch nach Traumata und bei neurodegenerativen Erkrankungen bekannt (Hughs
et al. 1999). In den cerebrocorticalen und hippocampalen Neuronen von Scrapie-
infizierten Hamstern waren die Expression von Bax (Apoptosis-induzierendes
Protein) und von Bcl2 (anti-apoptotisches Protein) erhéht bzw. erniedrigt (Park
2000). Auch das Fehlen von entzundlichen Reaktionen bei Prionerkrankungen
starkt den Verdacht eines apoptotischen Todes (Pawel et al. 2002). Morpho-
logisch sind apoptotische Neuronen durch Zell-Schrumpfung und Kondensation

des Chromatins erkennbar. Moglicherweise befindet sich auch eine Fraktion der
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“Dark Neurons” im apoptotischen Prozel3 (Pawel et al. 2002). Obwohl der
Untergang von Nervenzellen bereits charakterisiert werden konnte, ist der
genaue Pathomechanismus dieses apoptotischen Nervenzelltodes ungeklart.
Aus heutiger Sicht konnen zwei Hypothesen aufgestellt werden: (a) die
Dysfunktion der Plasmamembran und (b) die endosomallysosomale Anomalie
(Dearmond et al. 2002). Ad (a): In Scrapie-infizierten Hamstern ist ein Grol3teil
der PrP%¢-Akkumlation in den Caveolae-like domains (CLD) der Plasmamembran
von Nervenzellen zu finden (Vey 1996). Die darauffolgende Dysfunktion der
Plasmamembran bei Aufgaben wie Elektrolyt-Homdéostase, synaptische Trans-
mission und Reaktion auf neurotrophe Faktoren konnte die Uberlebensfahigkeit
der Nervenzellen beeintrachtigen. Ad (b): PrP%° akkumuliert ebenfalls in
lysosomalen Strukturen. Hier konnte eine erhdhte Menge Cathepsin D festge-
stellt werden (Taraboulos et al. 1990; Laslo et al. 1996). In einer TSE-
unabhangigen Experiment mit Fibroblasten konnte ein Cathepsin D-induzierte
Apoptose nachgewiesen werden (Roberg et al. 1999). Moglicherweise spielt die
erhohte Cathepsin D-Expression auch beim TSE eine Rolle bei dem apopto-

tischen Nervenzelluntergang.

Die vakuolare Degeneration von Nervenzellen ist eine aufféllige histologische
Veranderung der TSE. Vermutlich handelt es sich um autophagische Vakuolen
(Liberski et al. 1992; Boellaard et al. 1989). Die Autophagie spielt eine Rolle bei
der Erneuerung von Zellorganellen unter physiologischen Bedingungen. Bei der
klassischen Autophagie fusionieren Autophagosomen mit Lysosomen, um
enzymhaltige Autophagolysosomen zu bilden, in denen altes Zellmaterial
abgebaut wird. Vermehrte Autophagie wird mdglicherweise durch apoptotische
Signale ausgelost (Xue et al. 1999). Analog zu Apoptose fihrt tber die
physiologische Norm erhdhte Autophagie zu pathologischen Zustanden.
Beispielsweise ist die vermehrte Autophagie bei der Huntington Disease des
Menschen bekannt (Kegel et al. 2000). Elektronenmikroskopisch sind die
autophagischen Vakuolen sequestrierte Zytoplasmaanteile, die mit einer
einzelnen, doppelten oder multiplen Membran umhiillt sind. Das sequestrierte
Zytoplasma ist entweder homogen oder beinhaltet Ribosome, gelegentlich

Mitochondrien und kleinere Sekundarvakuolen. Die Membrane konnen
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proliferieren und untereinander Verbindungen aufbauen, bis grof3e Teile des

Zytoplasmas von verschieden grof3en Vakuolen besetzt sind (Pawel et al. 2002).

2.3.2.4 Spongiforme Auflockerung des Neuropils

Ein charakteristisches Merkmal der TSE ist die spongiforme Auflockerung des
Neuropils, die kurz nach der Akkumulation von PrP*¢ eintritt. Diese Vakuoli-
sierung findet hauptsachlich in den synaptischen Regionen statt und ist
charakterisiert durch fokale dendritische Schwellungen, Verlust von Zellorga-
nellen, Spaltung der Plasmamembranen und Akkumulation von pathologischen
Membranen (Chou et al. 1980). Die Vakuolisierung des Neuropils tragt eine
ultrastrukturelle Ahnlichkeit mit der glutamat-induzierten Neurotoxizitat (Olney
1986), bei der Stoérungen der Plasmamembranfunktion und des Elektrolyt- bzw.
Wasserhaushaltes auftreten. Brown & Mohn (1999) zeigten, dass durch die
Wirkung von PrP* die Astrozyten weniger Glutamat aufnehmen. Durch die Gabe
von einem nicht-kompetitiven N-Methyl-p-aspartat (NMDA) Glutamatrezeptor-
Antagonist konnte die PrP>°-induzierte Neurotoxizitat in corticalen Zellkulturen
von Ratten verhindert werden (Dearmond et al. 2002). Dieses Experiment
unterstitzt die Ansicht, dass die Vakuolisierung im Neuropil durch erhdhte

extrazellulare Konzentrationen von Glutamat verursacht wird.

2.3.2.5 Lipofuszin

Lipofuszin (lipo: fett, aus dem griechischen; fuscus: dunkel, aus dem
lateinischen) wird als Malf3stab fur die Alterung betrachtet, da postmitotische
Zellen wie Neuronen und Zellen des Myokards mit dem zunehmendem Alter
vermehrt Lipofuszin akkumulieren (Strehler et al. 1959). Lipofuszin ist ein braun-
gelbes, autofluoreszierendes und elektronendichtes Material, das als Endprodukt
der Oxidation in Lysosomen gespeichert wird. Atiologisch wird Lipofuszin von
Ceroid unterschieden. Wéahrend Lipofuszin unter physiologischen Bedingungen
langsam in postmitotischen Zellen akkumuliert, ist die Ceroid-Akkumulation mit

lysosomalen Speicherkrankheiten wie Batten’s Disease beim Menschen
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verbunden, und unterscheidet sich von Lipofuszin in Gewebeverteilung und
Akkumulationsrate (Porta 2002).

Chemisch besteht Lipofuszin hauptséchlich aus Proteinen (30-70%) und Lipiden
(20-50%). Der Proteinanteil ist sehr variabel, wahrend Triglyzeride, freie Fett-
sauren, Chlolesterol, Phospholipide und Dolichole die Hauptvertreter der Lipide
sind. Kohlenhydrate (4-7%) und Metalle, vor allem Eisen, sind in geringeren
Mengen beinhaltet (Brunk & Terman 2002).

Lipofuszin kann durch verschiedene histochemische Techniken dargestellt
werden. Beispiele dafiir sind Sudanschwarz und Osmiumtetroxid (OsQs, Lipid-
Anfarbung), oder die PAS-Féarbung (Detektion von Kohlenhydratanteile durch die
Reaktion mit Aldehydgruppen) und die Lectin-lmmunhistochemie (Monserrat
1995). In der histologischen Untersuchung der Nervenzellen mit PAS-Féarbung
erscheint Lipofuszin als multiple, stark PAS-positive Kdrner im Perikaryon (Abb.
11). Bei der HE-Farbung ist eine gelb-braune, feingranulierte, autofluores-
zierende Masse neben dem Nukleus erkennbar. Lipofuszin verteilt sich in den
Neuronen meist polar. In manchen Nervenzellen kann Lipofuszin bis zu 75 %
des Perikaryons ausfillen (Brunk & Terman 2002).

Als weitere Mdoglichkeit Lipofuszin zu beobachten, ist der Einsatz eines Laser-
Scan-Mikroskopes mit Exzitation bei verschiedenen Wellenlangen zu erwéahnen.
Es ist allerdings festzuhalten, dass weder Anfarbungsverfahren noch die Auto-
fluoreszenz spezifische Detektionsmethoden fir Lipofuszin sind. Beispielsweise
kénnen Fett- oder PAS-Farbungen nichtlysosomales Material wie Fetttropfchen
oder Glykogen anfarben. Auch temporar in Lysosomen gespeichertes, noch nicht
abgebautes Material kann potentiell &hnliche Bilder erzeugen (Brunk & Terman
2002). Die Autophagozytose von Mitochondrien scheint essentiell fur die Lipo-
fuszinogenese zu sein, da ein mitochondriales Protein, namlich die ATP-
Synthase Untereinheit ¢, eine Hauptkomponente von Lipofuszin in alternden
Neuronen ist (Ellder et al. 1997). Sauerstoffradikale, die unter physiologischen
Bedingungen in den Mitochondrien entstehen, werden zu HO, dismutiert. In den
Lysosomen kann HO, mit Eisen Hydroxyradikale produzieren, welche
Vernetzungen zwischen Makromolekilen und die darauffolgende Entstehung von
Lipofuszin verursachen. Im allgemeinen wird angenommen, dass Lipofuszin die
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Zellfunktion nicht beeintréchtigt. Neue Studien haben aber gezeigt, dass
Lipofuszin eine Photosensibilisierung verursacht (Wihlmark et al. 1997), und
dass diese Eigenschaft womdglich eine Rolle bei der
Sauerstoffradikalentwicklung im retinalen Pigmentepithel bei der
Maculardegeneration des Menschen spielt (Davies et al. 2001).

Erhohte Lipofuszin-Akkumulation wurde bei Féllen von CJD beobachtet
(Boellaard et al. 1989; Dastur et al. 1992). Erh6hte lysosomale Aktivitat, wie es in
der  Alzheimer’schen Krankheit und in  experimentell  erzeugten
Nervenzellschadigungen beobachtet wurde (Adamec et al. 2000), kénnte auch
bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie BSE von Bedeutung sein. In
der vorliegenden Arbeit konnte eine vermehrte neuronale Lipofuszin-
Akkumulation der BSE-Rinder im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet

werden.

2.3.3 Immunhistochemie
2.3.3.1 Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)

GFAP, ein 50 kDa grofRes Typ Il Intermediarfilamentprotein, bildet die
biochemische Hauptkomponente der ca. 10 nm dicken Gliafilamenten reifer
Astrozyten (Eng et al. 1971; Inagaki et al. 1994). Im Ruhezustand zeigen nicht
alle Astrozyten GFAP in detektierbaren Mengen. Allerdings ist GFAP ein
geeigneter Marker, um reaktive Astroglia zu erkennen (Eddleston & Mucke
1993), denn die zellulare Zunahme von GFAP ist ein Hauptmerkmal aktivierter
Astrozyten. Eine Zunahme GFAP-positiver Zellen sowie die astrozytare Hyper-
trophie konnen bei fast allen pathologischen Zustanden des ZNS, einschliel3lich
der CJD, beobachtet werden (Eng et al. 1992; Dearmond et al. 2002) und sind
somit keine pathognomische Reaktion auf eine spezifische Erkrankung.

Veranderungen in der Expression von GFAP entstehen sowohl transkriptional als
auch translational, und kénnen durch Steroide, Wachstumsfaktoren und Zytokine
(Laping et al. 1994), insbesondere mikrogliales IL-1 (Pearson et al. 1999),

reguliert werden.
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2.3.3.2 Synaptophysin

Synaptophysin ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 38 kDa und
ein integrales Membranprotein der small clear synaptic vesicles (SSV) der
prasynaptischen Membran. Synaptophysin befindet sich an allen Nerven-
endigungen, und in beinahe gleicher Konzentration im gesamten ZNS (Navone
et al. 1986). Diese Eigenschaften machen Synaptophysin zu einem zuver-
lassigen Molekularmarker der neuronalen Synapsen. Die genaue Funktion von
Synaptophysin ist bislang nicht geklart. Bei Knockout-Mausen, die weder
Synaptophysin | noch die Isoform Synaptophysin Il (oder Synaptoporin)
exprimieren, entstehen Stérungen der synaptischen Plastizitat (Janz et al. 1999).

2.3.3.3 Prion-Protein

PrPC ist ein Protein mit 33-35 kDa und einer Sequenz von ca. 250 Aminosauren.
Seine Isoform PrP*° besitzt die gleiche Primérstruktur aber unterschiedliche
Sekundar- und Tertiarstrukturen. PrPS¢ ist partiell proteinase-resistent, und nach
Verdauung mit Proteinase K bleibt eine 253-256 lange Sequenz von 27-30 kDa
tbrig. Molekular-Marker, die Sequenzen aus PrP*"*° erkennen, werden fiir die
Immunhistochemie zum Nachweis von PrP>* verwendet. Nach Proteinase K-
Verdauung von Gewebe wird PrP¢ abgebaut. Die Reaktion mit PrP-Antikdrper
erfolgt dann, wenn der proteinase-resistente Kern ubrigbleibt. Je nach Art der
Prionerkrankung muss einen geeigneten Antikérper angewandt werden (Gabor
et al. 2002). Der monoklonale Antikérper 12F10 bindet an die Aminosauren-
sequenz 142-160 und eignet sich fir den Nachweis von BSE (Thielen et al.
2001).

2.3.3.4 Neuron-Specific-Enolase

Neuron-Specific-Enolase (NSE) ist eine gylkolytisches Enzym, das in Neuronen
und neuroendokrinen Zellen des Nervensystems vorhanden ist. Das Protein ist
ein Homodimer von 78 kDa (Schmechel et al. 1979), das aus a- (46 kDa), b- (44

kDa) oder g-Untereinheiten (46 kDa) besteht. Die bb-Isoform kommt Gberwiegend

im Herz- und Skelettmuskel var. Die Non-Neuronal-Enolase @,a’-Enolase), die
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astrozytare aglsoform und die g,g-Enolase kommen im ZNS vor, aber lediglich
die gg -Enolase, auch bekannt als 14-3-2 Protein, ist ein spezifisches Enzym der
Neuronen.

Schwere neurologische Erkrankungen wie Hypoxie oder Hirnblutungen fuhren
aufgrund der Freisetzung von NSE aus Neuronen zu einem messbaren Anstieg
der g,g-Enolasekonzentration im Serum und im Liquor. Daher ist NSE von
groBer Bedeutung in der klinischen Neurologie, da sowohl Schweregrad der
Erkrankung als auch die Prognose abgeschatzt werden konnen. Bei nvCJD
(Green et al. 2001) kdnnen erhdhte NSE-Titer im Liquor festgestellt werden.
Auch in der post mortem-Untersuchung kann die NSE-Immunhistochemie
Information Uber den metabolischen Zustand der neuronalen Zellen geben.
Silverman (1992) zeigte, dass die NSE-Immunhistochemie als Indikator des
mesencephalen neuronalen Metabolismus bei Ratten dienen kann. Kirino et al.
(1983) beobachteten bei Ratten 10 Tage nach Axotomie des N. hypoglossus
eine deutliche Reduktion von NSE im Nucleus hypoglossus. 20 Tage nach
Axotomie stieg die neuronale NSE allméhlich, und wurde als Indikator fir die

Regeneration der Nervenzellen betrachtet.

2.4 Erkrankungen mit differentialdiagnostischem Charakter zur BSE

Die Liste der differentialdiagnostischen Erkrankungen zur BSE ist lang. Von
Rindern mit einem klinischen Verdacht auf BSE weist die Mehrheit der Tiere
histopathologische Veréanderungen auf, wobei die héaufigsten neuropatho-
logischen Diagnosen Encephalitiden viralen, bakteriellen oder mykotischen
Ursprungs (Listeriose, Tollwut, Borna'sche Krankheit, BKF, Sporadische Bovine
Encephalitis, IBR, usw.), Neoplasien, Cerebrocorticalnekrose und Odeme sind
(Jeffrey 1992; McGill & Wells 1993). Die grofte Einzelgruppe der BSE-
Verdachtstiere sind jedoch solche, bei denen keine histopathologischen
Veranderungen vorliegen, welche die neurologische Symptomatik erklaren
konnen (Hye et al. 2001; Jeffrey 1992). Es kann sich hierbei um Stoffwechsel-
erkrankungen handeln, deren Diagnose durch die Histologie nicht mdglich ist.
Beispiele sind Hypomagnesamie, die nervose Form der Ketose und das

hepatoencephale Syndrom. Auch von Intoxikationen mit dem Anthelmintikum
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Closantel oder mit Kochsalz bei einem BSE-Verdachtsrind wurde berichtet (Hye
et al. 2001).

Im folgenden werden lediglich die Erkrankungen besprochen, die in der
vorliegenden Arbeit differentialdiagnostisch von Bedeutung sind. Hierbei wird

zwischen Krankheiten mit und ohne Infektionscharakter unterschieden.

2.4.1 Infektionskrankheiten
2.4.1.1 Listeriose

Die Listeriose ist eine bakterielle Infektionskrankheit, die beim Rind meist spora-
disch auftritt. Je nach Infektionsart und Abwehrlage des Tieres erscheint die
Listeriose in verschiedenen Formen: Meningoencephalitis, Abort bzw. Frih-
geburten, in seltenen Fallen Mastitis und bei Kélbern Septikamie (Rosenberger
1994). Der Erreger der Listeriose ist Listeria monocytogenes, ein fakultativ
aerobes, grampositives Kurzstdbchen, das durch GeiReln aktive Beweglichkeit
besitzt (Rolle & Mayr 2002).

Listeria  monocytogenes kommt ubiquitdr im Boden vor und gelangt am
haufigsten durch listerien-kontaminiertes Futter in den Organismus. Der Erreger
tritt Uber Lasionen der Mundschleimhaut ins Gewebe ein und gelangt an
Nervenendigungen, von denen eine zentripetale neurogene Erregerausbreitung
erfolgt. Insbesondere ist der Nervus trigeminus haufig betroffen. Die Folgen sind
eine eitrig-granulomatdse Entzindung im Nervenverlauf, eine Ganglioneuritis
und eine eitrige Hirnstammencephalitis. Da der Eintritt ins Gehirn meist unilateral
erfolgt, ist ein etwas asymmetrisches Entzindungsbild im Stammhirn festzu-
stellen (von Sandersleben 1989).

Das histologische Bild der Listeriose ist eine ausgepragte Stammbhirnencephalitis
mit Mikroabszessen und lymphohistiozytaren, perivaskuldaren Gefalinfiltraten,
auch oft in Begleitung einer eitrigen Meningitis (von Sandersleben 1989). Nach
Feststellung des fir Listeriose charakteristischen pathohistologischen Bildes

kann die Diagnose zusatzlich mittels Immunhistochemie sichergestellt werden.
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2.4.1.2 Tuberkulose

Die Tuberkulose beim Rind ist eine anzeigepflichtige, meist chronisch
verlaufende bakterielle Infektionskrankheit, die in Deutschland seit der
Einflhrung eines Bek&mpfungsprogramms (1952) nur noch vereinzelt
beobachtet wird. Diese hochgradig infektiose Erkrankung wird durch die Erreger
Mykobakerium bovis, Mykobakterium tuberculosis oder Mykobakterium avium
verursacht. Mykobakterien sind unbewegliche, sédure- und alkoholfeste Stabchen,
die gegentiber dulReren Einflissen relativ resistent sind (Rolle & Mayr 2002).

Die Ansteckung erfolgt meist aerogen, bei Kélbern gelegentlich auch enterogen.
Der entzindliche Prozel3 fangt in der Eintrittspforte und in den regionalen
Lymphknoten an (Primarkomplex), mit anschlielender hamatogener und
lymphogener Ausbreitung auf andere Organe (Frihgeneralisation). Sollte die
Frihgeneralisation Uberstanden werden, kann es durch Superinfektionen oder
ein Wiederbeleben der Erkrankung bei Stresssituationen zu einer zweiten hama-
togenen und lymphogenen Ausbreitung (Spéatgeneralisation) kommen, die
meistens zum Tod fihrt. Von dem Krankheitsprozel3 kdnnen beinahe alle Organe
betroffen werden, einschliel3lich des ZNS. Tuberkulése Veranderungen im ZNS
kommen vor allem im Rahmen der Frihgeneralisation vor und konzentrieren sich
meist auf Hirnbasis und Leptomeninx. Die Beteiligung von Kleinhirn, Grof3hirn
und Rickenmark ist relativ selten (Rosenberg 1994).

Histologisch zeigt die Tuberkulose das Bild einer granulomatésen Entzindung.
Man unterscheidet zwischen den exudativen und proliferativen Entziindungs-
formen. Zu Beginn entsteht ein leukozytar-fibrindses Exsudat (exsudative Form),
das umliegendes Gewebe in eine kasige Nekrose zerfallen lasst. Bei aus-
reichender Abwehr des Organismus kommt es in den Randbezirken zu einer
produktiventziindlichen Reaktion (proliferative Form) mit Histiozyten, Epitheloid-
zellen und Riesenzellen, welche von Lymphozyten und Plasmazellen umgeben
sind (von Sandersleben 1989).

Die Diagnose der Mykobakterien wird neben dem Sektionsbild und dem histo-
pathologischen Bild auch durch Nachweis von séurefesten Stabchen in der Ziehl-
Neelsen-Farbung gestellt. Zusétzlich kénnen Mykobakterien mittels DNA-

Sondentests bakteriologisch diagnostiziert werden.
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2.4.1.3 Aktinobazillose

Die Aktinobazillose ist eine chronisch verlaufende, nicht kontagiose bakterielle
Infektionskrankheit, die durch den Erreger Aktinobazillus ligniéresi verursacht
wird. Der Erreger ist ein gramnegatives, unbewegliches, nicht-sporenbildendes
Stabchenbakterium, das unter physiologischen Bedingungen die Maulhéhle
vieler Tierarten bewohnt. Bei kleinen Verletzungen in der Schleimhaut kdnnen
die Bakterien in das Gewebe eindringen und eine lokale Entziindungs reaktion
verursachen. Es werden hauptsachlich Lymphknoten, Zunge, Muskulatur und
Haut betroffen (Rosenberger 1994).

Histologisch beobachtet man bei der Aktinobazillose eine chronische eitrig-
granulierende Entzindung mit typischer Morphologie: Im Zentrum liegt der
Erreger in Form einer Druse vor. Die Druse ist umgeben von neutrophilen
Granulozyten. Ihnen ist ein faserreiches Granulationsgewebe mit Makrophagen,
Riesenzellen, Lymphozyten und Plasmazellen angeschlossen. Das Granulom
besteht in der aufRersten Schicht aus kollagenen Fasern und Fibrozyten bzw.
Fibroblasten.

Die Diagnose erfolgt durch das klinische Erscheinungsbild und die

Pathohistologie.

2.4.1.4 Bosartiges Katarrhalfieber (BKF)

BKF ist eine sporadisch auftretende virale Infektionskrankheit, die in Deutschland
Uberwiegend in der durch das ovine Herpesvirus 2 (OHV-2) verursachten schaf-
assoziierten Form vorkommt (Liess 1997). Klinische Leitsymptome sind krupdse
Entzindungen der Kopfschleimhaute mit Beteiligung der Augen (gelegentlich
auch des ZNS), septikAmische Erscheinungen und/oder hamorrhagische
Enteritiden. Der Ubertragungsweg ist bislang nicht eindeutig geklart. In den
meisten Fallen laBt sich ein indirekter oder direkter Kontakt zu Schafen
nachweisen, die ohne klinische Symptomatik als Virusreservoir dienen. Das
Virus zeigt eine ausgepragte Affinitdt zu Schleimhdauten. Bei vielen Tieren
werden zentralnerviose Symptome beobachtet, die sich in Depression, Zwangs-
bewegungen oder tobsuchtartigen Erregungen auf3ern. Entzindliche
Veranderungen der Augen konnen auf die Lymphscheide des Nervus opticus
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Ubergreifen und eine nicht-eitrige Meningoencephalitis verursachen. Diese Kopf-
Augen-Form des BKF mit Beteiligung des Gehirns ist in 80-90% der Falle fatal
(Rosenberger 1994).

Das histologische Bild ist gepragt von deutlichen vaskulitischen Komponenten,
die nicht nur im Gehirn, sondern auch in Leber, Niere, Herz, Lunge und
Verdauungstrakt beobachtet werden. Mononukleare Infiltrate in der Adventitia
(seltener in der Media und Intima) sowie manchmal fibrinoide Gefal-
wandnekrosen sind die typischen Befunde bei BKF (von Sandersleben 1989). Im
Gehirn beobachtet man eine nicht-eitrige Panencephalitis und Meningitis mit
diffusen lymphohistiozytaren Infiltraten. Die Vaskulitis mit fibrinoiden Gefa3wand-
nekrosen wird hauptsachlich an Arterien und Arteriolen beobachet, wobei
GefalRe der Leptomeninx, des Parenchyms und der Plexus choroideus betroffen
sind. In manchen Fallen kann eine multifokale Gliose festgestellt werden (Bago
2001).

Die Diagnose wird im allgemeinen durch das klinische und neurohistologische
Bild gestellt. Zusatzliche diagnostische Mdglichkeiten bieten die Antikorpertiter-

bestimmung im Serum und der Antigennachweis mittels PCR.

2.4.1.5 Européische Sporadische Bovine Meningoencephalitis (ESBE)

Von einer unspezifischen, nicht-eitrigen Encephalitis, auch Sporadische Bovine
Encephalitis (SBE) genannt, wurde in der Vergangenheit berichtet (Frankhauser
1961; Theil et al. 1998; Jeffrey 1992; Bachmann et al. 1975; Heim et al. 1997).
Diese europaische Form der SBE (ESBE) muss von der in Nordamerika
auftretenden, durch Chlamydia pecorum verursachten SBE abgegrenzt werden,
da bis dato keine Anhaltspunkte fur eine Chlamydien-Encephalitis in Europa
vorliegen.

Die SBE ist eine wichtige differentialdiagnostische Erkrankung der BSE. In einer
Studie von 225 BSE-Verdachtsrindern in Schottland identifizierte Jeffrey (1992)
24 Tiere (10,7%) mit einer “chronischen, nicht-eitrigen Meningoencephalitis”
unbekannter Genese. Eine ahnliche Studie in England mit 200 Rindern zeigte
einen Anteil der SBE von 3,5 % (McGill & Wells 1993).
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Die Atiologie der ESBE ist noch ungeklart. In Einzelfallen wurden Hinweise auf
eine Beteiligung von Paramyxoviren (Bachmann et al. 1975) oder Morbilliviren
(Theil et al. 1998) gefunden, aber bei der Mehrzahl der Falle konnten keine
Erreger isoliert werden.

Histologisch kann die ESBE in drei Gruppen eingeteilt werden (Theil et al. 1998).
Die erste Gruppe ist eine Polioencephalitis/Meningitis mit Gliose, neuronalen
Nekrosen und perivaskularen Rundzellinfiltraten, die aus Lymphozyten, Histio-
zyten und Plasmazellen bestehen. Die GefalR3e zeigen eine Endothelaktivierung
und stellenweise Vaskulitis. Die zweite Gruppe ist der ersten Gruppe &hnlich,
zeigt jedoch eine starke Beteiligung des Cerebellums. Auffallige Veranderungen
zeigen sich insbhesondere im Stratum ganglionare, wo Degeneration und Nekrose
der Purkinjezellen beobachtet werden. Die dritte Gruppe schlieBlich zeigt
ebenfalls eine Polioencephalitis, aber mit besonders starken degenerativen
Erscheinungen in der Substantia grisea des Hippocampus. Neben Gefal3-
manschetten mit Lymphozyten, Histiozyten und Makrophagen werden neuronale
Nekrosen und Neuronophagie vom Cornu ammonis bis in den Lobus piriformis
beobachtet.

Die Diagnose von ESBE basiert auf der histologischen Untersuchung nach

Ausschluf von viralen Erkrankungen wie Borna, Tollwut oder BKF.

2.4.2 Nicht-infektiose Krankheiten

2.4.2.1 Cerebrocorticalnekrose (CCN)

Die CCN ist eine sporadisch auftretende, nicht-infektiose Erkrankung, die Uber-
wiegend junge Rinder bis 18 Monate beféllt. Die Erkrankung ist oft mit einer
plotzlichen Veranderung in der Futterung verbunden. Meist werden Indigestion
und Durchfall vor dem Auftreten von zentralnervésen Stérungen beobachtet
(Rosenberger 1994).

Die Ursache von CCN ist vermutlich auf einen Mangel an Vitamin By zurtickzu-
fuhren. In 1967 konnten Pill et al. einen verminderten Vitamin B-Gehalt im
Gehirn und in der Leber von CCN-erkrankten Tieren feststellen. Parallel wurde
auch gezeigt, dass die experimentelle Verarmung von Thiamin die Krankheit

auslosen kann (Markson et al. 1966). Atiologisch von Bedeutung sind die
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Futterung von thiaminase-haltigen Pflanzen und eine Gleichgewichtsstérung der
Pansenflora, die zur Biosynthese der B-Vitamine befahigt ist.

Die neurohistologischen Lasionen konzentrieren sich in der Regel auf die
dorsomedialen, dorsalen und dorsolateralen isokortikalen Bereiche des
Grol3hirns. Am Anfang steht ein fleckiger oder lamindrer Status spongiosus mit
Nervenzellatrophien und —nekrosen, welche durch Karyopyknosen und
Schrumpfung der Neuronen gekennzeichnet sind. Daneben findet sich ein
astrozytares Odem mit besonderer Auspragung um die Nervenzellperikarya und
Blutgefalle. Im weiteren Verlauf setzt die mobile Resorption mit reaktiven
Mikroglia und Gitterzellen ein (von Sandersleben 1989). Nach Ausheilung kann
eine komplette Dekortikation entstehen, bei der die Meningen in direktem
Kontakt mit der Substantia alba stehen (Rosenberger 1994).

Die Diagnose CCN wird nach klinischem Vorbericht und neuropathologischer

Befunderhebung der charakteristischen histologischen Lasionen gestellt.

2.4.2.2 Hypomagnesamie

Die Hypomagnesamie tritt in erster Linie bei laktierenden Kihen auf, wird
gelegentlich aber auch bei Mastrindern, Kalbern und hochtragenden Tieren nach
Stresssituationen beobachtet. Die Hypomagnesamie wird meist von einer Hypo-
calcamie begleitet und &aufert sich klinisch in neuromuskularen Erregungs- und
Krampfzustanden bis hin zum Festliegen und zur Bewusstseinstriilbung. Beim
Rind handelt es sich vorwiegend um einen ernahrungsbedingten sekundéren
Mangel an Magnesium, welcher oft im Zusammenhang mit dem ersten Weide-
austrieb im Frihjahr steht. Junges und rasch wachsendes Gras enthalt wenig
Magnesium (weniger als 0,15% der Trockensubstanz) (Rosenberg 1994) und
relativ viel Rohprotein. Bei Boden mit intensiver N und K-DUngung ist zusatzlich
der Kalium-Gehalt im Weidegras hoch. Der hohe Gehalt an Kalium und Roh-
protein behindert die enterale Resorption von Magnesium, wodurch ein
sekundarer Mangel entstehen kann. Die Verwertbarkeit von Magnesium eines
Rindes bei einem Rohproteinanteil von 15% der Trockensubstanz betragt ca.

20%, bei einem solchen von 25% der Trockensubstanz jedoch nur noch ca. 10%
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(Rosenberg 1994). Im jungen Weidegras kann der Rohproteinanteil bis ca. 35%
der Trockensubstanz betragen (Meyer, Bronsch und Leibetseder 1993).

Es ist keine histologische Diagnostik fir Hypomagnesamie am Gehirn méglich,
da es nicht zu erkennbaren L&sionen kommt. Die Diagnose basiert auf der

Bestimmung der Mg -Konzentration im Serum.

2.4.2.3 Hirndédem

Als Hirnddem bezeichnet man eine Umfangsvermehrung des Hirngewebes
infolge eines vermehrten Wassergehaltes (Ironside & Pickard 2002). Mangels
Daten fur Rinder sei illustrativ auf entsprechende Werte fir den Menschen
verwiesen. Dort betrdgt der Wassergehalt der Substantia grisea und der
Substantia alba im Regelfall 80% bzw. 68% des Nettogewichtes. Bei einem
Hirnddem erhoht sich der Wassergehalt auf ca. 82% in der Substantia grisea und
76-79% in der Substantia alba (Ironside & Pickard 2002). Die starkere Zunahme
in der Substantia alba erklart sich daraus, dass deren parallel angeordnete
Axonbindel mehr Raum fur die Akkumulation extrazellularer Flussigkeit bieten.

Atiologisch kann zwischen vasogenem, zytotoxischem und hypoosmotischem

Hirnddem unterschieden werden. Das vasogene Hirnddem wird durch eine

erhbhte Vasopermeabilitdt verursacht, welche eine plasma-ahnliche protein-
haltige Flussigkeit durchlasst. Diese Form des Hirnédems ist haufig in der Nach-
barschaft von Tumoren oder als Folge von traumatischen Hirnlasionen
anzutreffen. Histologische Merkmale sind astrozytare Hypertrophie, Astrogliose
und eine Schwellung der Myelinscheiden. Klatzo (1967) definierte das

zytotoxische Odem als eine zellulare Schwellung, die mit verkleinertem

extrazelluldrem Raum und mit intakter BlutHirn-Schranke assoziiert ist.
Hypoxische und hypoglykdmische Zustande des Gehirns fiihren zu einem
Versagen der ATP-abhangigen Na*/K*-Pumpen, wodurch Na*, CI" und Wasser in
die Zelle einstromen. Die Folge ist eine hydropische Schwellung der Neuronen
und Gliazellen. Haufige Ursachen sind Ischdmie und Hypoxie. Niedrige Blut-
osmolalitdt kann, wie im gesamten Organismus, auch im Gehirn zu vasogenem

Austritt von wassriger Flussigkeit ins Gewebe fuhren und ein hypoosmotisches
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Hirnbdem verursachen. Eine astrozytdre Schwellung und ein extrazellulares
Odem, vor allem in der weiRen Substanz, sind die Folgen.

Mogliche Komplikationen eines chronischen Hirnddems sind Kompressionen des
Gehirns gegen den kndchernen Schadel mit ischamischen Folgen und Gehirn-
herniationen an diversen Stellen.

Die Diagnose erfolgt auf Basis histologischer Untersuchungen in Kombination mit

den klinischen Untersuchungsergebnissen.
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1Tiere

Aus ganz Bayern wurden 26 Rinder im Alter zwischen 2 und 13 Jahren, bei
denen ein amtlicher Verdacht auf BSE durch den Amtstierarzt ausgesprochen
wurde, im Zeitraum von 1.1.2001 bis 28.02.2003 dem Lehrstuhl fur Allgemeine
Pathologie und Neuropathologie der Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen zur
Sektion Uberstellt. Nach Kinischer Untersuchung und Entnahme von Blut- und
Liquorproben durch Tierarzte der Il. Medizinischen Tierklinik der LMU Miinchen
(H. Wendel und A. Nowotni) wurden die Tiere mit T61 (Wirkstoff: Embutramid,
Mebezoniumjodid, Tetracain) euthanasiert. Angaben zu den Tieren sind in
Tabelle 3-1 aufgefihrt.

3.2 Sektion
3.2.1 Raumlichkeit und Schutzbekleidung

Die Sektion der Rinder fand in einem fir die BSE-Verdachtssektionen
vorgesehenen Raum unter allseitigem Abschluss statt. Die Rinder wurden
unmittelbar nach der Euthanasie der Sektion unterzogen. Die Obduktion fiihrten
zwei Tierarzte des oben genannten Lehrstuhls durch, unter Mithilfe eines

Praparators.

Die Sekanten und der Praparator waren mit besonderer Schutzbekleidung
ausgerustet. Zusatzlich zu der tblichen Ausstattung einer Routinesektion dienten
folgende Artikel als Schutzbekleidung (Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland):

- Einmaloverall (Art-Nr. 0.455.1)

- Einmalschirze (Art.-Nr. A246.1)

- Gesichtsschirm (Art.-Nr. 1705.1)

- Schnittschutzhandschuhe (Art.-Nr. E357.1)
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Datum Ohrmarke Signalment Geburtsdatum Herkunft
1 26.1.01 DE 0916737088 |DBV, 5j, weiblich 21.05.1996 Oberallgau
2 7.2.01 DE 0982620993 |DFV, 6j, weiblich 15.05.1995 Polling
3 15.2.01 DE 0918615643 |DBV, 5j, weiblich 23.05.1996 Landsberg
4 22201 DE 0916379501 |DBV, 9j, weiblich 20.12.1991 Erkheim
5 5.3.01 DE 0111205839 [Highl., 8,5j, weibl. 12.07.1992 Unterallgau
6 7.3.01 DE 0916746937 |DBV, 5j, weiblich 09.05.1996 Memmingen
7 5.7.01 DE 0917072805 |DFV, 8j, weiblich 08.10.1993 Tirschenreuth
8 10.9.01 DE 0980101937 |DFV, 5j, weiblich 18.07.1996 Sauerlach
9 19.9.01 DE 0919795617 |DBV, 5j, weiblich 19.09.1995 Landsberg
10 21.9.01 DE 0912551577 |DFV, 4,5j, weiblich | 29.01.1997 Eichstatt
11 26.10.01 | DE 0982492853 |DFV, 9,5}, weiblich | 28.01.1992 Erding
12 26.11.01 | DE 0982547831 |DFV, 3j, weiblich 18.06.1998 Rosenheim
13 14.12.01 | DE 0930593288 |DFV, 4j, weiblich 28.09.1997 Bad Tolz
14  3.1.02 DE 0919827020 |DBV, 6j, weiblich 11.04.1996 Weilheim
15 7.1.02 DE 0930927377 |DFV, 4, weiblich 14.12.1997 Muhldorf
16 10.1.02 DE 0981197346 |DFV, 13j, weiblich 31.01.1989 Amberg-Sulzbach
17 14.1.02 DE 0932554288 |DFV, 3j, weiblich 03.03.1999 Rosenheim
18 15.1.02 DE 0919808466 |DBV, 5j, weiblich 09.12.1996 Weilheim
19 29.1.02 DE 0914988483 |DFV, 8j, weiblich 24.01.1994 Mittelfranken
20 30.1.02 DE 0930226068 |DFV, 6j, weiblich 20.01.1997 Cham
21 10.4.02 DE 0919808137 |DBV, 5,5j, weiblich| 09.09.1996 Weilheim
22 14.5.02 DE 0914180941 |DFV, 6,5], weiblich | 10.11.1995 Gunzburg
23 5.6.02 DE 0982664350 |DFV, 6,5}, weiblich [ 20.09.1995 Neuburg a.d. Donau
24 17.7.02 DE 0912419456 |DFV, 5,5j, weiblich [ 24.02.1997 [Neustadt a.d. Waldnaab
25 19.12.02 DE 0934186672 |DFV, 3j, weiblich 20.03.2000 Traunstein
26 21.01.03| DE 0810139793 |DFV, 6j, weiblich 20.01.1997 Ravensburg

Tabelle 3-1:Untersuchte Rinder

3.2.2 Probenentnahme

Die Rinder wurden unmittelbar post mortem einer Sektion unterzogen, die

einerseits gemald den Richtlinien der Tierpathologie (Geisel 1993) und andere-

seits den Anleitungen der Bundesanstalt fur Viruserkrankungen der Tiere fur

Umgang mit TSE-Verdachtigem material (Groschup & Weiland 1992) folgte. Die

makroskopischen Veranderungen wurden schriftlich dokumentiert.

Repréasentative Proben wurden sowohl von allen Organen und Geweben als

auch vom peripheren und zentralen Nervensystem entnommen. Tabelle 3-2 zeigt

37



eine Ubersicht der entnommenen Proben. Gegenstand der vorliegenden Arbeit
war ausschlieBlich das Gehirn. Die Proben anderer Organe, einschliel3lich des

Ruckenmarks wurden fur weiterfihrende Untersuchungen am Institut

aufbewahrt.
ZNS und PNS 25 |Leber

1 |Grof3hirn 26 |Lunge

2 |Kleinhirn 27 (Milz

3 |Stammhirn 28 |Pancreas

4 |Hypophyse 29 [Niere

5 |Trigeminusganglion 30 [Nebenniere

6 |[N. ischiadicus 31 |Harnblase

7 |Ganglion mesentericum 32 |Aorta

8 |Ruckenmark 33 |Vena jugularis

Organe 34 |Ovar

9 |Auge 35 |Uterus

10 |Tranendrise 36 |Placenta

11 |Parotis 37 |Euter

12 |Waldeyer scher Rachenring Lymphknoten

13 [Zunge 38 |Buglymphknoten
14 |Schilddruse 39 |Peyer’sche Platten
15 |Osophagus 40 |Mandibular Lymphknoten
16 |Trachea Muskulatur

17 |[Labmagen 41 |M. semitendinosus
18 |Pansen 42 |M. triceps

19 [Netzmagen 43 |M. longissimus dorsi
20 |Blattermagen 44 |Zwerchfell

21 |Dinndarm 45 |M. intercostalis
22 |Dickdarm Sonstiges

23 |Rektum 46 |Knochenmark

24 |Herz 47 (Haut

48 |Fett

Tabelle 3-2: Entnommene Proben

Ein Teil der Proben wurde unmittelbar nach der Entnahme in 6-prozentiges
gepuffertes Formalin eingelegt. Ein anderer Teil der Proben wurde nativ in
PlastikgefalRen aufbewahrt und sofort bei -80°c eingefroren. Die eingefrorenen

Proben wurde an die BSE-Gewebebank der Bundesforschungsanstalt fir
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Viruserkrankungen der Tiere (Insel Riems) weitergeleitet, und wurden dadurch

weiteren Forschungsprojekten zur Verfugung gestellt.

Fur den BSE-Schnelltest mittels ELISA wurde ein ca. 4 cm langer Abschnitt des
Myelencephalons auf Hohe der Obexregion und eine Probe der Skelett-
muskulatur entnommen und unbehandelt aufbewahrt. Die Einsendung der
Proben fir den Schnelltest erfolgte an das Landesuntersuchungsamt
Oberschleiheim (LUAS; Veterinarstr. 2, 85764 OberschleiBheim). Zur
Absicherung der Identitdt wurde dieser Lieferung ein Ohr des Rindes inklusiv

Ohrmarke beigefugt.

3.3 Histologie
3.3.1 Fixierung und Herstellung von Paraffinschnitten

Nach 2 bis 4-tagiger Fixation in einem 6 %-igen Formalin wurde das komplette
Gehirn quer zur Fissura longitudinalis cerebri in 0,5 — 1,0 cm dicke Scheiben
geschnitten, anschlieRend weitere 2 Wochen in Formalin fixiert
(Zusatzbehandlung je nach Ergebnis des LUA, siehe 3.3.3), Uber die
aufsteigende Ethanolreihe und Xylol in einem Einbettungsgerat (Histokinette
2000, Automatic Tissue Processor, Fa. Reichert-Jung, Deutschland) entwassert
und in Paraplast Plus® (Nr. 8889-502005, Fa. Sherwood Medical Co., St. Louis,
MO, USA) mit einem Schmelzpunkt von 56°C eingebettet.

Mit einem Rotationsmikrotom (Jung RM 2055, Fa. Leica, Deutschland) wurden 5
pm dicke Gewebeschnitte angefertigt, in einem 37°c warmen Wasserbad

gestreckt und auf entfettete Objekttrager aufgezogen.

3.3.2 Farbungen und histologische Untersuchungen

Die auf Objekttrager aufgebrachten Gewebeschnitte wurden in Xylol
entparaffiniert und Uber die absteigende Ethanolreihe rehydriert. Fir jede Gehirn-
lokalisation wurden 3 Farbungen angefertigt: Hamatoxylin-Eosin (HE), Nissl und
Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS). Die Farbungen erfolgten nach den
allgemeingtiltigen Farbetechniken (Romeis 1989).

39



Die histologische Untersuchung der Praparate erfolgte unter einem
Lichtmikroskop (Axioplan, Fa. Carl Zeiss, Deutschland) bei 25-400 facher
VergroRerung. Die Beurteilung der Lasionen war semiquantitativ und richtete
sich nach allgemeingultigen Kenntnissen der Neuropathologie (Hirano 1983;
Graham & Lantos 2002). Zur Identifikation von Gehirnarealen wurden Gehirn-
Atlanten verwendet Johnson et al, Internetveroffentlichung; Yoshikawa 1968).
Fir die Beurteilung der Lasionsstarke wurde eine Scala von 0 bis 3 angewandt
(O: keine Lasionen, 1: geringgradige L&sionen, 2: mittelgradige Lasionen, 3:

hochgradige Lasionen).

Bei BSE-positiven Tieren wurde das komplette Gehirn histologisch untersucht.
Bei BSE-negativen Tieren wurden 5 bis 6 Schnitte aus repréasentativen

Hirnarealen den Untersuchungen zugrunde gelegt.

3.3.3 Zusatzliche Behandlung von BSE-positivem Material

Vor der histologischen Verarbeitung erfolgte eine Behandlung des BSE-positiven
Gewebes und des mit diesem Gewebe in Kontakt gekommenen Materials, um
die infektidbsen Prionen zu inaktivieren.

Die Deaktivierung von PrP* erfolgte nach den empfohlenen Methoden (Taylor
1996; Groschup & Weiland 1992):

Nach 2—4 tagiger Fixation in 6 %-igem Formalin wurde das Gehirn in einem
Sicherheitslabor des Lehrstuhls fur Allgemeine Pathologie und Neuropathologie
mit Sicherheitsstufe 2 in 0,5-1,0 cm dicke Scheiben geschnitten, anschlieRend 1
Stunde mit 98-100%-iger Ameisensaure (Fa. AppliChem, Nr. A 2313, Darmstadt,
Deutschland) behandelt und erneut fir weitere 2 Wochen in Formalin fixiert. Das
Entwassern und Einbetten in Paraplast Plus® wurde analog zu den BSE-

negativen Gehirnschnitten durchgefuhrt.

Die Tierkadaver der BSE-positiven Tiere wurden gemall dem Tierkorper-
beseitigungs gesetz (Bundesgeseztblatt, | S. 2313, 2610, 2. Sept. 1975, gedndert
am 22.2.2001) entsorgt.
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Das Sektionsbesteck und die zum Aufschneiden des Gehirns verwendeten
Messer wurden in einem Bad mit 98-100%-iger Ameisensdure Uber Nacht

dekontaminiert.

Wiederverwendbare Schutzbekleidung sowie Gummistiefel und Schutzhelm, die
die Behandlung mit Ameisensaure nicht vertragen, wurden lber Nacht in 2M
Natronlauge (NaOH, AppliChem, Nr. A 2518) behandelt.

Wegwerfgegenstande, wie Einmalschutzbekleidung und Papiertiicher wurden in
Autoklavtiten gut verschlossen aufbewahrt und im Institut fir Mikrobiologie der
Tierarztlichen Fakultdt der LMU Munchen 90 Minuten bei 135°C und 2,5 bar
Druck autoklaviert.

Das Schneiden und Farben der histologischen Schnitte von BSE-positivem
Material erfolgte in einem zu diesem Zwecke eingerichteten Labor. Es wurde ein
manuelles Rotationsmikrotom (Fa. Leica) zum Schneiden der Paraffinblocke
verwendet. Fur groRe Gehirnschnitte wurde ein Schlittenmikrotom (Nr. 25617,

Fa. Jung AG, Heidelberg, Deutschland) benutzt.

3.4 Immunhistochemie
3.4.1 Allgemeines

Immunhistochemische Verfahren fiir PrP>¢, Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP),

Synaptophysin und Neuron Specific Enolase (NSE) wurden angewandt.

In den immunhistochemischen Darstellungen wurde das Mesencephalon auf
Hohe des N. rubers untersucht. Insgesamt 6 bis 7 Kerngebiete wurden
ausgewertet. Bei einem BSE -positiven Tier (Nr.1) war kein Material auf Hohe des
N. rubers vorhanden und es wurde deshalb einen weiter caudal liegenden
Abschnitt des Mesencephalons fur die Auswertung verwendet. 8 BSE-negative
Tiere, die als Kontrolle dienten und in 5 Gruppen eingeteilt wurden, wurden aus
verschiedenen Krankheitsbildern ausgewabhilt.

- Gruppe 1: virale Erkrankungen (2 Tiere)
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- Gruppe 2: bakterielle Infektionen (2 Tiere)

- Gruppe 3: ohne neuropathologischen Befund (2 Tiere, davon 1 Tier mit
Hypomagnesamie)

- Gruppe 4: Hirnddem (1 Tier)

- Gruppe 5: Trauma (1 Tier)

5 um dicke, in Paraffin eingebettete Gehirnschnitte vom Mesencephalon wurden
auf Objekttrager aufgezogen und anschlieBend tber Nacht bei 37 °C in einem
Brutschrank getrocknet, um den Entparaffinierungsvorgang zu erleichtern und
das Abschwimmen der Schnitte wahrend der Bearbeitung zu verhindern. Soweit
nicht anders angegeben, wurden alle Vorgange bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Die Verdinnungen wurden mit PBS (phosphate buffered saline,
pH 7,41 — 7,45) hergestellt.

3.4.2 PrP-Immunhistochemie

Die Methode basiert sich auf die Avidin-BiotinrComplex (ABC) Methode nach
Hsu et al. (1981).

- Entparaffinierung in Xylol 2 mal a 5 Minuten

- Rehydrierung in absteigende Alkoholreihen (100% x 2, 96%, 70%) a 5
Minuten

- Spulen in Aqua dest.

- Demaskierung mit 4mM HCI (Fa. AppliChem, Nr. A 1434, 1M-L6sung,
Darmstadt, Deutschland)

- 4 mal 4 Minuten bei 600W in der Mikrowelle (Microwave 800, Fa. Severin)

- Spulen mit Aqua dest.

- Denaturierung mit 4M Guanidiumthiocyanat (C2HsN+S, Fa. Merck, Nr.
1.04167, Darmstadt, Deutschland) 15 Minuten

- Spulen mit Aqua dest.

- 3 maliges Waschen in PBS fir jeweils 5 min.

- Blockierung mit 0,04 % Casein (Art. 7555.1, Carl Roth GmbH + Co.,

Karlsruhe, Deutschland) 15 Minuten
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- Inkubation mit dem Primarantikdrper 90 Minuten: mouse a 12F10,
Verdinnung 1:1000 (Monoklonaler Antikdrper 12F10, mouse 1gGza, in
freundlicher Kooperation diesem Institut zur Verfiigung gestellt von Prof.
Walter Schulz-Schéffer, Zentrum fur Neurologische Medizin der Universitéat
Gottingen).

- 3 maliges Waschen in PBS fur jeweils 5 min.

- Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikdrper fur 30 min.: gt a mouse
(Fa. Dako, Code E0433), Verdinnung 1:500
Die Negativkontrollen werden mit PBS behandelt.

- 3 maliges Waschen in PBS fir jeweils 5 min.

- Auftragen des 30 min. vorher nach Vorschrift des Herstellers angesetzten
Peroxidase-gekoppelten Streptavidin-Biotin-Komplexes (ABC-Komplex,
Vectastain PK-4000, Vector Laboratories, Inc. CA, USA)

Inkubation fir 30 min.

- 3 maliges Waschen in PBS fur jeweils 5 min.

- Inkubation mit dem Substrat fur die Peroxidase: 3,3" -Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB; Fa. KEMNE-TEC A/C, Coppenhagen, Danemark)
gelost in 0,05 M Tris-Puffer (pH 7,6).

Direkt vor Gebrauch wird das DAB mit 30 % Wasserstoffperoxid (H,O,, Fa.
AppliChem, Nr. A 0626) vermischt (1ul H:O» / 1ml DAB). DAB fiir 3 bis
maximal 10 Minuten auftragen, bis Anfarbung der Schnitte erkennbar wird.

- Spulem mit Aqua dest.

- Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun fir 2 Sekunden

- Spulen mit Aqua dest. Fur 10 Minuten

- Aufsteigende Alkoholreihe zur Entwasserung

- 100 % Xylol und mit Eukitt eindeckeln.

3.4.3 GFAP/Synaptophysin/NSE-Immunhistochemie (ABC-Methode)

- Entparaffinieren in Xylol 2x 20 min.
- Rehydrieren in absteigende Alkoholreihen (100% x 2, 96%, 70%, Aqua dest.
a5 min.)
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- Methanol + H,O, (30 %) 30 Minuten um die endogene Peroxidase zu
verbrauchen und dessen Bindung an den ABC-Komplex zu verhindern.
- Spulenin PBS
- Normalserum Ziege (Fa. Dako, X0907), Verdinnung 1:20, 30 min., um
unspezifische Bindungen zu vermeiden.
- Spulenin PBS
- Priméarer Antikorper:
rb a Synaptophysin (Fa. Dako 073), Verdinnung 1:100
rb a GFAP (Fa. Dako, Z0334), Verdiunnung 1:300

rb a NSE (Fa. Biotrend, NA 1247), Verdiinnung 1:1000
Inkubation tber Nacht bei 4°C

- Spulenin PBS

- Sekundarer Antikorper:
goat anti rabbit, biotinyliert, (Fa. Dako E0432), Verdinnung 1:200
30 min.

- Auftragen des mindestens 30 min. vorher angesetzten Peroxidase-
gekoppelten Streptavidin-Biotin-Komplexes (ABC-Komplex) (Vectastain,
PK4000)

- Spulen mit PBS 3 x 5min.

- 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlord (DAB) mit 30 Wasserstoffperoxid
vermischen und kurz auftragen, bis Anfarbung der Schnitte erkennbar wird.

- Spulen mit Aqua dest.

- Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun fur 3 Sekunden

- 10 Minuten in Leitungswasser spilen

- Dehydrieren der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30 % - 100 %)

- 100 % Xylol 3 x 5 Min.

- Eindeckeln

3.5 Diagnostische Methoden

Die Diagnose BSE erfolgte im Landesuntersuchungamt Sid (LUAS) mittels
Western-Blot fiir PrPS¢. Diese Diagnose konnte mit eingenen Immunhisto-

chemischen Untersuchungen bestatigt werden (siehe 4.3.1).
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Die diagnostischen Methoden der BSE-negativen Rinder wird im folgenden

tabellarisch aufgefihrt:
Listeriose: Die Diagnose konnte meist aus der klinischen Untersuchung
und den charakteristischen histopathologischen Veranderungen abgeleitet
werden. In unklaren Fallen wurde die Diagnose mittels Immunhistochemie
mit Antikorper gegen Listeria monocytogenes gestellt.
Tuberkulose: Ein charakteristisches Bild der Sektion und Histologie mit
der Detektion von Saure-festen Stabchen in der Ziehl-Nielsen-Farbung
ergaben die Diagnose. DNA-Sondentests konnte den Mykobakteriumtyp
ermitteln.
Aktinobazillose: Die Diagnose entstand aus dem Bild der Sektion und der
Histopathologie.
Bosartiges Katarrhalfieber: Aus dem charakteristischen histopatholo-
gischen Bild konnte eine Verdachtsdiagnose gestellt werden. Bei der sero-
logischen Untersuchung wurden Antikorper gegen OHV-2 festgestellt.
Europaische Sporadische Bovine Encephalitis: Die histopathologische
Untersuchung ergab eine nicht-eitrige, virale Encephalitis. Immunhisto-
chemisch wurden Tollwut und Borna’sche Krankheit ausgeschlossen.
Cerebrocorticalnekrose: Die Diagnose wurde anhand der charakterist-
ischen histopathologischen Veranderungen gestellt.
Hypomagnesamie: Die Diagnose erfolgte auf Basis des erniedrigten Mg-
Wertes in der Blutuntersuchung.
Hirnédem: Die Diagnose erfolgte aus der histopathologischen Untersuch-
ung.
Rippenfraktur/Klauenproblematik: Das makroskopische Sektionsbild

konnte die neurologische Symptomatik erklaren.
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4 Ergebnisse
4.1 Histologie der BSE-positiven Tiere
4.1.1 Lichtmikroskopische Untersuchungsergebnisse und Tabellen

Das Ergebnis der histologischen Untersuchung der einzelnen BSE-positiven
Rinder liegt in Tabelle 4-1 vor. Repréasentative Hirnareale und Kerngebiete der
funf Gehirnabschnitte Myelecephalon, Metencephalon, Mesencephalon, Dience-
phalon und Telencephalon wurden auf finf fir BSE charakteristische Merkmale
untersucht: vakuolare Nervenzelldegenerationen, spongiforme Auflockerungen
des Neuropils, Astrogliose, Mikrogliose und axonale Schwellungen. Zusatzlich
wurde die Menge des neuronalen Lipofuszins dokumentiert. Die Beurteilungs-
skala verlauft von 0 bis 3, wobei 0 fur keine, 1 fUr geringgradige, 2 fur mittel-
gradige und 3 fur hochgradige Lasionen gilt.

In Tabelle 4-2 wurden die histologischen Ergebnisse von den 6 Tieren aus
Tabelle 41 zusammengefasst. Ein Mittelwert fur die jeweiligen Hirnareale oder

Kerngebiete wurde ermittelt.
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Tabelle 4-1: Histologische Ergebnisse der BSE-positiven Rinder

BSE-Rind 1

| VDNz |

SAN

| Astrogliose |Mikrog|iose | Spheroide| Lipofuszin

Myelencephalon

. facialis

. hypoglossus

. motorius dorsalis n. vagi

. olivaris

. olivaris superior

. N. accessorii

. raphe

0-1

. reticularis gigantocell.

. reticularis lateralis

. tractus solitarii

. tr. spinalis n. trigemini

. vestibularis inferior

. vestibularis lateralis

. vestibularis medialis
. vestibularis superior

Z Z|1Z|1Z|1Z|1Z|Z|1Z|Z|1Z2|1Z2|Z|Z|Z2|Z2

0-1

0-1

=

1-2
0-1

Metencephalon

Cortex cerebelli

o

o

1-2

o

Medulla cerebelli

o

Corpus medullare cerebelli

N. dentatus

N. fastigii

Formatio reticularis

Lemniscus lateralis

N. parapendicularis

0-1

=

Nn. pontis

o

o

N. tegmentum dorsalis

CDCDOIHQ

WIN[ININ| -

OoOlo|o|r| O

olr|r|lolr

Mesencephalon

Colliculus inferior

2-3

=

Colliculus superior

2-3

=

oo

oo

Corpus geniculatum lat.

Corpus geniculatum med.

Crus pedunculli

Lemniscus medialis

N. interpedunculi

N. n. trochlearis

N. n. oculomotorii

N. ruber

N. tr. mesenc. n. trigemini

=

N

=

Substantia grisea centralis

1-2

N

[l (=]
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| VDNz | SAN |Astrog|iose|Mikrog|iose|Spher0ide|Lipofuszin

Diencephalon

Fasciculus mammilothal.

Nn. habenulares 2-3 0 2 0 0 0
Nn. thalami 1 1 0
N. thalamus paraventrikul. 0-1 0 0 0 0 0
Subthalamus

Telencephalon

Capsula externa

Capsula interna

Corpus callosum 2-3

N. caudatus 0 0 0 0
N. septales lateralis 0 0 0 0
N. septales medialis 0 0 0 0
Cortex piriformis 0-1 0 0 0
Putamen 0-1 0 0
Septum pellucidum

Frontalcortex:dorsomedial 1 0 0 0
Frontalcortex:lateral 1 0 0 0
Frontalcortex:basal 2 1 0 0
Occipitalcortex:dorsomed. 2 1 0 0
Occipitalcortex:lateral 1 0-1 0 0
Zentralcortex:dorsomedial 0 0 0 0 0 0
Zentralcortex:lateral 0 0 0 0 0 0
Hippocampus dorsal

CAl 0 1 0 1 0 0
CA2 0 1 0 1 0 0
CA3/CA4 0 1 0 1 0 0
Stratum granulare 0 0 0 0 0 0
Stratum molekulare 0 0 0 0 0 0
Hippocampus basal

CAl 0 1 0 1 0 0
CA2 0 1 0 1 0 0
CA3/CA4 0 1 0 1 0 0
Stratum granulare 0 0 0 0 0 0
Stratum molekulare 0 0 0 0 0 0
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BSE-Rind 2 | VDNz | SAN [Astrogliose [ Mikrogliose | Spheroide]| Lipofuszin
Myelencephalon

Lemniscus medialis 1-2 1 1 0 0 1
N. facialis 0 1 1 0 0 1
N. hypoglossus

N. motorius dorsalis n. vagi

N. olivaris

N. olivaris superior 1 1-2 1 0 0 0
N. n. accessorii

N. raphe 0-1 2 1 1 0-1 0
N. reticularis gigantocell. 2-3 2 1 1 1 1-2
N. reticularis lateralis

N. tractus solitarii 2 3 2 1 0 01
N. tr. spinalis n. trigemini 2 2 1-2 1-2 0 1
N. vestibularis inferior

N. vestibularis lateralis 2 2 2 0-1 1 2-3
N. vestibularis medialis 0-1 1 2 1 0 1-2
N. vestibularis spinalis 2 1 1 0 1 2
N. vestibularis superior 1 1-2 1 0 0 0
Metencephalon

Cortex cerebelli 0 0 0 0 1 0
Medulla cerebelli 0 0 0 0

Corpus medullare cerebelli 0 0 0 0

N. dentatus 1 0-1 1 0 0 0
N. fastigii 1-2 0 0 1 1 1
N. interpositus 1 0 0 0 1 0
Formatio reticularis 1-2 2 2 1 0 1-2
Lemniscus lateralis

N. motorius n. trigemini 2 2 2 0 1 1-2
N. parapendikularis 1 2 1 1 0 0
Nn. pontis 0-1 0 0 0 0-1 0
N. tegmentum dorsalis 0 1 1 0 0 0
Mesencephalon

Colliculus inferior 2 1 1 1 0 0
Colliculus superior 0 0 1-2 0 0 0
Corpus geniculatum lat. 0 0 1 0 0 01
Corpus geniculatum med. 2 1-2 2 1 1 0
Crus pedunculi 0 1 1 0
Lemniscus medialis

N. interpedunculus 2 1 1 1 1 0
N. n. trochlearis

N. n. oculomotorii 0-1 2 2 1 0 1-2
N. ruber 3 1 2-3 1 2 3
N. tr. mesenc. n. trigemini 2 2 2 2 0 1
Substantia grisea centralis 2 3 2 2 0 01
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| VDNz | SAN [Astrogliose [ Mikrogliose[ Spheroide] Lipofuszin
Diencephalon
Fasciculus mammiloth.
Nn. habenulares 1 2 2 2 0 01
Nn. thalami 1 2 2 2 0 0
N. thalamus paraventrik. 1 1-2 2 1 0 0
Subthalamus
Telencephalon
Capsula externa 2 1 0 0
Capsula interna 0 1 0 0
Corpus callosum
N. caudatus 0 0 1 0 0 0
N. septales lateralis
N. septales medialis 1 0-1 2 1 0 1-2
Cortex piriformis 0-1 0 1 0 0 01
Putamen 0 1 1-2 0 0 0
Septum pellucidum
Frontalcortex:dorsomedial 0-1 1 1 0 0 0
Frontalcortex:lateral 0-1 0 1 0 0 0
Frontalcortex:basal 0 0 0 0 0 0
Occipitalcortex:dorsomed.
Occipitalcortex:lateral
Zentralcortex:dorsomedial 1 0 1 0 0 01
Zentralcortex:lateral 0 3 01 0 0 01
Hippocampus dorsal
CAl 0 0 0 0 0 0
CA2 0 0 0 0 0 0
CA3/CA4 0 1 1 0 0 0
Stratum granulare 0 0
Stratum moleculare 0 0 0 0 0 0
Hippocampus basal
CAl 0 0 01 0 0 0
CA2 0 2 1 0 0 0
CA3/CA4 0 2 2 0-1 0 0
Stratum granulare 0 0
Stratum moleculare 0 2 2 0 0 0
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BSE-Rind 3 | VDNz SAN  Astrogliose[ Mikrogliose| Spheroide] Lipofuszin
Myelencephalon
N. facialis 1 1 1 1 0 1-2
N. hypoglossus 0 1 1 1 2 2
N. motorius dorsalis n. vagi 2 1 3 2 2-3 1
N. olivaris 1 3 2 2 2 3
N. olivaris superior
N. n. accessorii
N. reticularis gigantocell. 2 2 1 0-1 1 1-2
N. reticularis lateralis 1 2 1 1 2 2
N. tractus solitarii 0 2 2 2 2 1
N. tr. spinalis n. trigemini 0 2 2 2 2 1
N. vestibularis inferior
N. vestibularis lateralis 1 2 1 1 1 1
N. vestibularis medialis 0 1 2 2 1 1-2
N. vestibularis superior
Metencephalon
Cortex cerebelli 0 0 0 0 0 0
Medulla cerebelli 0 0 0 0 0 0
Corpus medullare cerebelli 1 0 0 0
N. dentatus 2 2 2 1 1 1
N. fastigii 1 1-2 1 1 1-2 1
N. motorius n. trigemini
Nn. pontis
N. tegmentum dorsalis
Mesencephalon
Colliculus inferior 0 1 0 0 0 0
Colliculus superior 0-1 1 1 0 1 0
Corpus geniculatum lat. 0 0-1 0 1-2 0 1
Corpus geniculatum med.
Crus pedunculli 0 0 0 0 0 0
Lemniscus medialis 1-2 1 1 0 1 0
N. interpedunculus 1 1 1 0-1 1 0
N. n. trochlearis 0-1 1-2 1 1 1-2 1-2
N. n. oculomotorii 2 2 1 1 1-2 1
N. ruber 3 2 3 1 1 2-3
N. tr. mesenc. n. trigemini 0 1-2 1 1 1-2 1-2
Substantia grisea centralis 2 2 3 1 1 1
Substantia nigra 0-1 2 1 1-2 2 1
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| VDNz SAN  Astrogliose[ Mikrogliose| Spheroide] Lipofuszin

Diencephalon

Fasciculus mammilothalami 1 1 1 1 0 0
Nn. habenulares 1-2 1 1 0 1 1
Nn. thalami 0 1-2 1 0 0 0
N. thalamus paraventrik. 0-1 1 2-3 1 0 0
Subthalamus 2 1-2 2 1 1-2 1
Telencephalon

Capsula externa 0 0 0 0

Capsula interna 0 0 0 0

Corpus callosum 0 0 0 0 0 0
N. caudatus 0 0 0 0 0 0
N. septales lateralis 0 0 1-2 0 0 0
N. septales medialis 0 0 1-2 0 0 0
Cortex piriformis 0 2-3 0 0 2 0
Putamen 0 1 0 0 1 0
Septum pellucidum 0 0 0 0 0 0
Frontalcortex:dorsomedial 0 0 0 0 0 0
Frontalcortex:lateral 0 1 0 0 0 0
Frontalcortex:basal 0 3 0 0 0 0
Occipitalcortex:dorsomedial 0 1 0 0 0 0
Occipitalcortex:lateral 0 1 0 0 0 0
Zentralcortex:dorsomedial 0 2 0 0 0 0
Zentralcortex:lateral 0 2 0 0 0 0
Hippocampus dorsal

CAl 0 0 0 0 0 0
CA2 0 0 0 0 0 0
CA3/CA4 0 0 0 0 0 0
Stratum granulare 0 0 0 0 0 0
Stratum molekulare 0 0 0 0 0 0
Hippocampus basal

CAl 0 1 0 0 0 0
CA2 0 1 0 0 0 0
CA3/CA4 0 3 0 0 0 0
Stratum granulare 0 0 0 0 0 0
Stratum moleculare 0 3 0 0 0 0
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BSE-Rind 4 | VDNz | SAN [Astrogliose [ Mikrogliose[ Spheroide] Lipofuszin

Myelencephalon

Lemniscus medialis

N. facialis 0 1 1 1 0 1
N. hypoglossus 0 1 0 1 0 0
N. motorius dorsalis n. vagi 2 2-3 2 1 1 1
N. olivaris 0 1 0 1 0 2-3
N. olivaris superior 0 0 3 2 0 1
N. raphe

N. reticularis gigantocell. 1 2 1 1 1 1-2
N. reticularis lateralis

N. tractus solitarii 0 3 2 1 1 1
N. tr. spinalis n. trigemini 1 2 2 2 1 0
N. vestibularis inferior 1 1 2 1 0 0
N. vestibularis lateralis 2 1 2 1 1 2
N. vestibularis medialis 0 0 0 1 0 1
N. vestibularis superior

Metencephalon

Cortex cerebelli 0 0 0 0 0 0
Medulla cerebelli 0 0 0 0

Corpus medullare cerebelli 0 0 0 0

N. dentatus

N. fastigii

Formatio reticularis

Lemniscus lateralis

N. motorius n. trigemini 1 1 3 2 1 1
N. parapendicularis

Nn. pontis

N. tegmentum dorsalis 0 0 1 3 0 0
Mesencephalon

Colliculus inferior

Colliculus superior 1 1 1 0 0 0
Corpus geniculatum lat. 0 0 0 0 0 0
Corpus geniculatum med.

Crus pedunculi 0 0 0 0 0 0
Lemniscus medialis

N. interpedunculus 0 0 0 0 0 0
N. n. trochlearis

N. n. oculomotorii 1 1 1 1 0 0
N. ruber 2 1 1 1 0 2
N. tr. mesenc. n. trigemini 0 0 1 1 0 1
Substantia grisea centralis 0 0 0 1 0 0
Substantia nigra
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VDNz

SAN

| Astrogliose| Mikrogliose | Spheroide | Lipofuszin|

VDNz

Diencephalon

Fasciculus mammiloth.

Nn. habenulares
Nn. thalami

N. thalamus paraventrik.

oo N|O

OO (N

oO|Oo Ok

NIO O|O

oO|O O|o

oO|O O|o

Subthalamus

Telencephalon

Capsula externa

Capsula interna

Corpus callosum

N. caudatus

N. septales lateralis

N. septales medialis

Cortex piriformis

Putamen

Septum pellucidum

Frontalcortex:dorsomedial

Frontalcortex:lateral

Frontalcortex:basal

OO0 0|00 |O|O(O| N

OO|0| 0|00 |O|k|O|o|O|0O

OO|0O|O0|0|o|O0o|0|o|o|o|o

OO|0O|O0|0|o|O|0|o|o|o|o

OO|0|O0O|Oo|o|o|o0|o

Occipitalcortex:dorsomed.

Occipitalcortex:lateral

Zentralcortex:dorsomedial

Zentralcortex:lateral

o|Oo

O

o|Oo

o|Oo

o|Oo

o|Oo

Hippocampus dorsal

CAl

CA2

CA3/CA4

Stratum granulare

Stratum moleculare

o|Oo|lo|o|o

o|oN| OO

o|Oo|lo|o|o

o|Oo|lo|o|o

o|Oo|o|o|o

o|Oo|lo|o|o

Hippocampus basal

CAl
CA2

CA3/CA4

Stratum granulare

Stratum moleculare
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BSE-Rind 5 | VDNz | SAN [Astrogliose [ Mikrogliose[ Spheroide] Lipofuszin
Myelencephalon
Lemniscus medialis
N. facialis 0 2 1-2 0 1 01
N. hypoglossus
N. motorius dorsalis n. vagi
N. olivaris
N. olivaris superior 1 1-2 0 1 0-1 1-2
N. raphe 0 1-2 1 2 0-1 1-2
N. reticularis gigantocell. 1 1 1 0 1-2 1-2
N. reticularis lateralis
N. tractus solitarii
N. tr. spinalis n. trigemini 0 2 1-2 0 1 01
N. vestibularis inferior
N. vestibularis lateralis 2-3 2 2 0 2 2-3
N. vestibularis medialis 0-1 2 1 1 1 2
N. vestibularis superior
Metencephalon
Cortex cerebelli 0 0 01 0 0-1 01
Medulla cerebelli 0-1 0 0 0
Corpus medullare cerebelli 2 0 0 1
N. dentatus 0 1 2 1 1 1
N. interpositus 0 0-1 1 1 1 1
N. fastigi 1 1 1 1 0-1 1
Formatio reticularis 2 1 01 0-1 1 2
Lemniscus lateralis 1 1 1 1 1 1-2
N. motorius n. trigemini 0 0 01 0 1-2 1
N. parapendicularis 0 1 2 1 1 0
Nn. pontis 0 2 1 0-1 0 1
N. tegmentum dorsalis 0 0 2 1 0 0
Mesencephalon
Colliculus superior
Corpus geniculatum lat. 1-2 1 0 0 0 0
Corpus geniculatum med.
Crus pedunculli 0 0-1 0 0 0 0
Lemniscus medialis 0 2 1 1 0 0
N. interpedunkulus 0 0 0 0 1 0
N. n. trochlearis 0 0-1 1 0 0-1 1
N. n. oculomotorii 0 1 1-2 0 0 1
N. ruber 3 1-2 2 2 1-2 2
N. tr. mesenc. n. trigemini 0 0 01 0 0-1 1
Substantia grisea centralis 1-2 1-2 2 2 1-2 2
Substantia nigra 0-1 1 1 0 0 1
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| VDNz | SAN [Astrogliose [ Mikrogliose[ Spheroide] Lipofuszin

Diencephalon

Fasciculus mammilothal.

Nn. habenulares 1 0-1 0 0 0 01
Nn. thalami 0-1 0-1 0 0 0 01
N. thalamus paravenrik. 0 0 0 0 0 1
Subthalamus

Telencephalon

Capsula externa 1 0 0 0

Capsula interna 0-1 0 0 0

Corpus callosum 0 0 0 0

N. caudatus 0 0 0 0 0 01
N. septales lateralis

N. septales medialis 0 0 0 0 0 0
Cortex piriformis 0 0 0 0 0 0
Putamen 0 0 0 0 0 0
Septum pellucidum 2 0 0 0
Frontalcortex:dorsomedial 0 0 0 0 0 0
Frontalcortex:lateral 0 0 0 0 0 0
Frontalcortex:basal 0 0 0 0 0 0
Occipitalcortex:dorsomed. 0 0 0 0 0 01
Occipitalcortex:lateral 0 1 0 0 0 01
Zentralcortex:dorsomedial 0 1 0 0 0 01
Zentralcortex:lateral 0 0-1 0 0 0 01
Hippocampus dorsal

CAl 0 0 0 0 0 0
CA2 0 0 0 0 0 0
CA3/CA4 0 0 0 0 0 0
Stratum granulare 0 0 0 0 0 0
Stratum moleculare 0 0 0 0
Hippocampus basal

CAl 0 0 0 0 0 0
CA2 0 0 1 0 0 0
CA3/CA4 0 0 1 0 0 0
Stratum granulare 0 0 0 0 0 0
Stratum moleculare 0 0 0 0
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BSE-Rind 6 | VDNz | SAN [Astrogliose [ Mikrogliose] Spheroide]| Lipofuszin

Myelencephalon

Lemniscus medialis

N. facialis 1-2 1 1 1 0 2
N. hypoglossus 0 1 1 0 0 1
N. motorius dorsalis n. vagi 0 1 1 0 0 2
N. olivaris

N. olivaris superior 0 1 1 1 0 1
N. raphe

N. reticularis gigantocell. 0 1 1 0 0 2
N. reticularis lateralis

N. tractus solitarii 1 0 1 0 0 1
N. tr. spinalis n. trigemini 1 2 2 1 0 2
N. vestibularis inferior

N. vestibularis lateralis 1 2 1 0 1 2
N. vestibularis medialis 1 1 1 0 1 2
N. vestibularis superior

Metencephalon

Cortex cerebelli 0 0 0 0 0 0
Medulla cerebelli 1 0 1 0

Corpus medullare cerebelli 1 0 0 0

N. dentatus

N. fastigii 1 3 1 1 0 1
Formatio reticularis

Lemniscus lateralis

N. motorius n. trigemini 1 1 1 1 0 1
N. parapendicularis

Nn. pontis 0 1 0 0 0 1
N. tegmentum dorsalis 0 1 0 0 0 1
Mesencephalon

Colliculus inferior 0 2 2 2 0 0
Colliculus superior 2-3 2 2 1 0 1
Corpus geniculatum lat. 0 0 0 0 0 0
Corpus geniculatum med.

Crus pedunculli

Lemniscus medialis

N. interpedunculus 1 1 1 0 0 0
N. n. trochlearis

N. n. oculomotorii 1 1 1 1 0 1
N. ruber 3 1 1 0 0 2
N. tr. mesenc. n. trigemini 0 0 0 0 0 0
Substantia grisea centralis 2 2 2-3 2-3 1 0
Substantia nigra 1 1-2 1 1 1 0

57




| VDNz | SAN [Astrogliose [ Mikrogliose] Spheroide]| Lipofuszin

Diencephalon

Fasciculus mammilothal.

Nn. habenulares

Nn. thalami

N. thalamus paraventrik.

Subthalamus

Telencephalon

Capsula externa

Capsula interna

Corpus callosum

N. caudatus

N. septales lateralis

N. septales medialis

Cortex piriformis

Putamen

Septum pellucidum

Frontalcortex:dorsomedial

Frontalcortex:lateral

Frontalcortex:basal

Occipitalcortex:dorsomed.

Occipitalcortex:lateral

Zentralcortex:dorsomedial

OlOo|O|0|Oo|o|0|O|o|o|o|o|o
O |O|O0(O|O|IN|O|Oo|O|O|o|o|o|o|o
OO0 |0|O|Oo|0|O|o|Oo|o|o|o|o|o|o
OO0 |0|O|Oo|0|O|(o|Oo|o|o|o|o|o|o
OO|O|0|O|Oo|0|O|(o|Oo|o|o|o|o|o|o
OO0 |0|O|o|0|O|o|o|o|o|o

Zentralcortex:lateral

Hippocampus dorsal

CAl

o
o
o
o
o
o

CA2
CA3/CA4

Stratum granulare

Stratum moleklare

Hippocampus basal

CAl

CA2

CA3/CA4

o

Stratum granulare

oo |O|O
OOk |r|O
o
o|o|o|o|o
o|o|o|o|o
o|o|o|o|o

o

Stratum moleklare

Tabelle 4-1: Histologische Ergebnisse der BSE-positiven Rinder
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Tabelle 4-2: Zusammenfassung der histologischen Ergebnissen (BSE-positive Rinder)

Myelencephalon

o|1]2]3]Av

0o[1]2]3]Av

0 1]2]3]Av

ol1]2]3]Av

0[1]2]3]Av

o[1]2]3]Av

Nervenzellvakuolen SAN Astrogliose Mikrogliose Axonschellung Lipofuszin
N. mot. dors. n. vagi 1 2 1,3 1111120 211|11)18|1|1(1 10/1 |1 113 3 1,0
N. tractus solitarii 1121 10| 1 211118 1(3 18| 1|21 1012|111 0,8 4 1,0
N. tr. spin. n. trigemini | 1 | 3| 2 1,1 6 2,0 6 20011 2|3 2313 2|1 06|1]|3]|2 1,2
N. reticul. gigantocell. | 1 | 2 | 1 1,4 213 1,6 5 10| 1| 4 0811311 1,0 5 2,0
N. vestibularis medialis| 2 | 3 | 1 08(1]|3|2 1,111 3|2 11({1])4(1 10{2 |3 0,6 1|5 1,8
N. vestibularis lateralis 2|2 1,8 1|4 1,8 213 1612| 3 06/1]3]|1 0,8 1]2 2,2
N. hypoglossus 3 0 3 101 2 06|12 06(2)11]1 0511 (1 1,0
Nucleus facialis 3111 0,6 411 1,2 4 (1 12212 10(4 |1 0,2 3(2 1,4
N. olivaris superior 2|2 0,5 2|2 15|12 2 05/1]2 13/3]1 03[1(2]|1 1,0
Lemniscus medialis 2112 10(1(2](2 1,2 212111181 1]|1]3 1414 |1 0,223 0,6
Metencephalon o|1|2|3]av|of1]2]3|an]o 1|2|3]av|o|1]|2]3|avjo|1|2|3]|av[0]|1]2]3]Av
Nervenzellvakuolen SAN Astrogliose Mikrogliose Axonschellung Lipofuszin

Purkinje Zellen 6 0|6 0|6 05 1 03|42 03|5|1 0,2
Cortex cerebelli (alba) 4| 2 0,3| 6 04111 05| 6 0

N. dentatus 111 1,0 211 1,3 1|2 1621 03|21 03| 2|1 0,3
N. fastigii 3|1 13(1|1|1|1(15(1 3 0,8 4 101121 1,0 4 1,0
Nn. pontis 3|11 03(2|2 05| 4 0|2|1(1 08| 4 0|13 0,8
N. tegmentum dorsalis | 5 0 (3|1 03[2 2|1 1021 14|15 014]|1 0,2
N. mot. n. trigemini 113(1 10(1]|3]|1 10/1 3|1|1|13|2|2|1 08(22]1 0,8 4|1 1,2
N. parapendicularis 1] 2 0,7 211 1,3|]1 111 10 211 13|21 03|21 0,3
Formatio reticularis 111 15 3 10 3 10 3 10(1]2 0,7 112 1,7
Lemniscus lateralis 1 1 1,0 1 1,0 111 15 111 15/1 (1 0,51 1 1,0

SAN:spongiforme Auflockerung des Neuropils
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Mesencephalon O[1[2]3]Av.JO[1[2[3]JAv.JO 1[2[3JAvJO[1[2]3[AvJO[1[2[3JAv.JO[1]2]3]Aw
Nervenzellvakuolen SAN Astrogliose Mikrogliose Axonschwellung Lipofuszin
N. ruber 114128 3[2 14 21112]20]1[3]1 10212 1,0 3[2][24
Sub. grisea centralis 1 5 161 5 1,71 1 21322 312(13120({3]3 05313 0,5
Substantia nigra 3|1 1,3 112|120 3|1 131111 10311 06|13 0,8
N. n.oculomotorii 1141 1,0 3[3 15 4 (2 113|112 13|4 111 051 (3|2 1,2
Corpus genicul.lat. 4 1 02|13 |2 044 1 021411 0,2 4 1 04 3] 2 0,4
N. trochlearis 211 0,3 2|1 1,3 2 1117] 3 0|2 1 072 |1 0,3
N. tr. mes. n. trigemini | 5 1 021311 061 4|1 10221 08({411]1 05114 (1 1,0
Colliculus superior 211 1(10(2]2]1 0,8 213 16141 02|41 0241 0,2
Colliculus inferior 2111 08(1(2]1 10/1 1|1|1|15|1|1(1 10| 4 0|4 0
N. interpedunculus 2121 08|23 06[2 3 06|3]2 04|23 0,6|5 0
Diencephalon o|1|2|3]av{of1]2]3|an]o 1|2|3]av|o|1]|2]3|avjo|1|2|3]|av[0]|1]2]3]Av
Nervenzellvakuolen SAN Astrogliose Mikrogliose Axonschwellug Lipofuszin
Nn. habenulares 21211118|1(3]1 10(2 1|2 10| 4 1 05141 02| 2]3 0,6
Nn. thalami 213 06(1(2]2 122 2|1 08| 4 1 05| 5 0|4|1 0,2
Subthalamus 2 2,0 111 15 1)1 05111 05| 2 1 0,6 2 1,0
N. thalam. Paraventr. | 2 | 3 06(3|1]1 06| 3 111(10{2|2|1 08| 5 0|4 |1 0,2

Tabelle 4-2: Zusammenfassung der histologischen Ergebnissen (BSE-positive Rinder)
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Telencephalon ol1]2]3[av]o]1|2]3]av]0 1]2]|3]av]o]1]2]3]Aavj0|1][2][3|Av]0]1]2]3]Av
Nervenzellvakuolen SAN Astrogliose Mikrogliose Axonschwellung Lipofuszin

Cortex frontalis

(grisea)

dorsomedial 4|2 03(4[1]1 084 1 02| 5 0|6 0|5](1 0,2

lateral 4|2 03(5(1 024 1 025 0|6 0|5|1 0,2

basal 5 0341 110,7| 5 0|5 0|6 0|5|1 0,2

Cortex centralis

(grisea)

dorsomedial 5|1 02(3|2]1 07(5 1 02| 6 0|6 0|4]|2 0,3

lateral 6 0221|1125 1 02| 6 0|6 0|4|2 0,3

Cortex occipitalis

(grisea)

dorsomedial 3 04|22 05| 3 0]3 0|4 0]3]1 0,3

lateral 3|11 0313 08| 3 0|3 0|3 0|3|1 0,3

Hippocampus

Stratum granulare (Hc)| 6 0|6 0|6 06 016 0|6 0

St. moleculare (Hc) 3 2111124 1|1 05| 6 0|6 0

CA 1l 6 0 (4|2 0,3| 6 0|51 02| 6 0|6 0

CA 2 6 0(2(|3]1 084 2 0351 02| 6 0|6 0

CA 3/4 511 02|1|1(2|2(18{4 1|1 0542 03| 6 0|6 0

N. caudatus 5 5 0|3 1 03| 4 0|5 0|5 0

Putamen 3|2 042 |2 05| 3 1 05| 4 0|41 0,2 5 0

Capsula externa 2121 084 1 025 015 0

Capsula interna 3111 054 1 02| 5 0|5 0

Nn. septi 5|1 02(4] 2 0,3| 3 2 04|41 02| 5 05 0,3

Septum pellucidum 3 1 05| 4 0|4 0|4 0

Piriform cortex 313 05| 4 11064 1 02| 5 0|5 1 045 |1 0,2

Tabelle 4-2: Zusammenfassung der histologischen Ergebnissen (BSE-positive Rinder)




4.1.2 Nervenzelldegenerationen

Vakuolare Nervenzelldegenerationen wurden bei allen BSE-positiven Tieren
beobachtet. Diverse Hirnareale und Kerngebiete der Hirnabschnitte Myelence-
phalon, Metencephalon, Mesencephalon und Diencephalon waren regelmafiig
betroffen. Die optisch leer erscheinenden Vakuolen waren scharf umrandet und
befanden sich meist im Perikaryon der Nervenzellen (Abb. 3), jedoch gelegent-
lich auch in den Axonen und Dendriten (Abb. 4). Bei manchen Nervenzellen
wurden multiple Vakuolen festgestellt, die beinahe das gesamte Perikaryon
raumlich in Anspruch nahmen (Abb. 4). Abgesehen von den Vakuolen wurden
bei den betroffenen Nervenzellen keine Anzeichen auf Degenerationen
beobachtet. Die Grof3e der Vakuolen variierte, was in der vorliegenden Arbeit zu
der Einfihrung der Begriffe groRvakuoladre (Abb. 3) und kleinvakuolare (Abb. 5)

Degeneration fuhrte.

Im Myelencephalon waren neuronale Vakuolen haufig zu sehen (Tabelle 4-2).

Insbesondere die Kerngebiete N. vestibularis lateralis und N. reticularis giganto-
cellularis zeigten verstarkt Veranderungen. Im Gegensatz dazu waren in den
Kerngebieten N. hypoglossus, N. facialis und N. olivaris superior wenige neuro-

nale Vakuolen festzustellen. Im Metencephalon waren die neuronalen Vakuolen

auf die Kerngebiete des Cerebellums (N. fastigii, N. dentatus) und auf die
basalen Hirnarealen konzentriert (N. motorius n. trigemini, Formatio reticularis,
Lemniscus lateralis). In dem Cortex cerebelli wurden keine neuronalen Vakuolen

festgestellt. Im N. ruber des Mesencephalons wurde bei allen Tieren hochgradige

vakuolare Nervenzelldegenerationen festgestellt. In den Bereichen Substantia
grisea centralis und Substantia nigra wurden gering- bis mittelgradige vakuolare
Veranderungen beobachtet. Die restlichen Kerngebiete (Colliculus inferior,
Colliculus superior, N. oculomotorii, Corpus geniculatum laterale, N. tractus
mesencephalici n. trigemini) zeigten keine bis nur geringgradige neuronale

Vakuolen. Im Subthalamus und im N. habenulares des Diencephalons wurden

mittelgradige, in den Nn. thalami dagegen nur geringgradige vakuoléare
Veranderungen der Nervenzellen beobachtet. Im Telencephalon konnten kaum
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neuronale Vakuolen beobachtet werden. Bei 2 Tieren wurden im dorsalen
Bereich des frontalen Cortex, und bei 3 Tieren im Lobus piriformis vereinzelt

vakuolare Nervenzelldegenerationen beobachtet.

Bei 2 Tieren wurden vereinzelt ,Dark Neurons“ in dem Stratum granulare des
Hippocampus festgestellt (Abb. 6). Diese Nervenzellen zeigten ein

geschrumpftes, basophiles Perikaryon mit einem kondensierten Zellkern.

4.1.3 Spongiforme Auflockerung des Neuropils

Bei allen 6 BSE-positiven Tieren wurde eine spongiforme Auflockerung des
Neuropils, auch Vakuolisierung des Neuropils genannt, festgestellt. Morpho-
logisch zeigten sich diese Vakuolen als scharf umrandete, optisch leer
erscheinende ,Loécher* im Neuropil (Abb. 7). Gewohnlich waren multiple
Vakuolen an einer Lokalisation zu beobachten, so dass das Neuropil an dieser
Stelle einen durchlécherten Eindruck machte. Die stéarksten Veranderungen
wurden im Hirnstamm beobachtet.

Das Myelencephalon war in seiner gesamten Flache beinahe gleichmaRig von

spongiformen Auflockerungen des Neuropils betroffen. Durchschnittlich zeigten
die Kerngebiete ein gering- bis mittelgradiges Lasionsprofil. In dem Cortex

cerebelli des Metencephalons wurde weder in der Substantia grisea noch in der

Substantia alba Vakuolisierungen beobachtet, die Kerngebiete des Cerebellums
(N. dentatus, N. fastigii) jedoch zeigten geringe bis mittelgradige Veranderungen.
In den basalen Kerngebieten des Metencephalons wurden im Durchschnitt
geringgradige Lasionen festgestellt. Die Kerngebiete des Mesencephalons mit
einem starkeren Lasionsprofil (mittelgradig) waren N. ruber, Substantia grisea
centralis, Substantia nigra, N. n. oculomotorii und N. trochlearis. Im Subthalamus

des Diencephalons wurden gering- bis mittelgradige Veranderungen beobachtet.

Nn. habenulares und Nn. thalami hingegen zeigten nur geringere Zahlen von

Vakuolen im Neuropil. Im Telencephalon konnte im allgemeinen nur vereinzelt

spongiforme Auflockerungen des Neuropils festgestellt werden. Auffallig jedoch
war die Vakuolisierung des Neuropils in 5 von 6 Tieren in der Pyramidenzell-
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schicht des Hippocampus. Insbesondere war das Neuropil im Bereich der CA3-
und CA4-Zellen betroffen (Abb. 8). Die Vakuolen waren sehr klein und erst bei

einer 200-fachen Vergré3erung in der Lichtmikroskopie deutlich sichtbar.

4.1.4 Astrogliose

Astrogliose wurde bei allen 6 BSE-positiven Tieren beobachtet. Abgesehen von
einer Hyperplasie der Astroglia konnte histologisch nur vereinzelt Verédnderung
der Zellen im Sinne einer Hypertrophie festgestellt werden (Abb. 9). Eine
deutliche Vermehrung der Astroglia mit mittelgradiger Auspragung gab es
hauptsachlich im Myelencephalon, Metencephalon und Mes encephalon.

Im Myelencephalon zeigten folgende Gebiete eine mittelgradige Astrogliose: N.
motorius dorsalis n. vagi, N. tractus sditarii, N. tractus spinalis n. trigemini, N.
vestibularis lateralis und Lemniscus medialis. Im Cerebellum des Metencepha-
lons war lediglich im N. dentatus eine mittelgradige Astrogliose festzustellen. In

den N. ruber, Substantia grisea centralis, N. trochlearis und Colliculus superior

des Mesencephalons trat eine mittelgradige Astrogliose auf. Im Diencephalon

und im Telencephalon war die Astrogliose entweder nicht oder nur geringgradig

ausgepragt.

3,5
Aus den histologischen Unter-

suchungen war der Eindruck ent-
standen, dass eine Korrelation
zwischen Schweregrad der Astro-
gliose und der Vakuolisierung

des Neuropils besteht. Aus dem

Myelencephalon, Metencephalon,
Mesencephalon und Diencepha-

lon der 6 BSE-positiven Tieren

L 4

wurden insgesamt 162 Daten-
X = Vakuolenim Neuropil 0
punkte ausgewertet. = Vakuo p

Abbildung 1: Vakuolisierung des Neuropils vs. Gliose
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Abbildung 1 zeigt, dass es eine positive Korrelation zwischen der Astrogliose und
der Vakuolisierung des Neuropils gibt. Die Korrelationskoeffizient ergab 0,43
(mdgliche Werte: 0-1).

4.1.5 Mikrogliose

Eine Mikrogliose, die bei allen Tieren festgestellt wurde (Abb. 9), wurde
hauptséchlich im Myel-, Met- und Mesencephalon beobachtet. Abgesehen von
einer mittel- bis hochgradigen Mikrogliose im N. tractus spinalis n. trigemini und
in der Substantia grisea centralis war das Ausmald der Verédnderung durch

schnittlich geringgradig.

4.1.6 Axonale Schwellungen

Morphologisch waren angeschwollene Axone durch einen vermehrten Umfang
und ein homogen-glasiges, in der HE-Farbung deutlich eosinophil anfarbendes
Zytoplasma gekennzeichnet (Abb. 10).

Es konnten bei allen BSE-positiven Rindern axonale Schwellungen beobachtet
werden, meist jedoch in einem geringen Umfang. Lediglich bei einem Rind wurde
eine mittel- bis hochgradige Schwellung der Axone im N. motorius dorsalis n.
vagi festgestellt.
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4.1.7 Lipofuszin

3.5- In der HE-Farbung erschien
Lipofuszin als ein autofluores-
3,0 L 2 L 4
zentes, gelb-braunes, leicht
= 259 ¢ oo granuliertes Pigment und in
N
D200 & @ * * der PAS-Farbung als stark
S -
2.6 & o . PAS-positive  Granula (Abb.
>”_ 11). Meist verteilten sich die
Lo g 4 Lipofuszingranula  polar im
05 * o 2 Perikaryon, bei hochgradiger
00 Akkumulation jedoch nahmen
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 sie das gesamte Perikaryon in

X = neuronale Vakuole
Anspruch.

Abbildung 2: Neuronale Vakuole vs.
Lipofuszin

Verglichen mit anderen Bereichen des Gehirns war die Lipofuszin-Akkumulation
im Myel- und Mesencephalon starker ausgepragt. Eine mittel- bis hochgradige
Lipofuszinakkumulation wurde in Kerngebieten der Formatio reticularis
einschlie3lich des N. ruber und N. vestibularis lateralis beobachtet. Da diese
Kerngebiete gleichzeitig auch mittel- bis hochgradig von neuronalen Vakuolen
betroffen waren, wurde die Korrelation zwischen neuronalen Vakuolen und
neuronaler Lipofuszinakkumulation innerhalb verschiedener Kerngebiete graph-
isch dargestellt (Abbildung 2). 152 Datenpunkte, die aus dem Myelencephalon,
Metencephalon, Mesencephalon und Diencephalon der 6 BSE-positiven Tieren
entnommen wurden, ergaben eine Korrelationskoeffizient von 0,26. Diese Zabhl,
die einen Wert von 0 bis 1 annehmen kann, zeigt, dass eine gewisse (jedoch
sehr geringe) positive Korrelation zwischen Schweregrad der neuronalen
Vakuolen und Lipofuszinakkumulation besteht. Trotzdem ist diese Korrelations-

koeffizient zu klein, um eine eindeutige Aussage zu ermdglichen.
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In den Tabellen 4-3a und 4-3b wird die Auspragung der Lipofuszin-Akkumulation

zwischen BSE-positiven und BSE-negativen Rindern in 4 ausgewéhlten
Kerngebieten verglichen. Tabelle 4-3a zeigt den lasionsgrad-abhangigen
Prozentsatz der betroffenen Tiere und deren Durchschnittsalter. Die BSE-
positiven Tiere zeigen im Vergleich zu den BSE-negativen Tieren im allgemeinen
hohere Lasionsprofile in den jeweiligen Kerngebieten. Um die alters-abhangige
Akkumulation von Lipofuszin zu zeigen wurden 8 BSE-negative Tiere mit einem
Durchschnittsalter von 5,1 Jahren (Alter zwischen 4 und 6 Jahren) verglichen mit
den 6 BSE-positiven Tieren, deren Durchschnittsalter 5,0 Jahre betrug (Tabelle
4-3b). Aus Tabelle 4b kann deutlich entnommen werden, dass die BSE-positiven

Tiere eine fur ihr Alter erhohte Akkumulation von Lipofuszin vorweisen.
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N. fastigii N. vestibularis lateralis N. ruber Nn. habenulares
BSE-neg | BSE-pos BSE-neg BSE-pos BSE-neg | BSE-pos BSE-neg BSE-pos
0 7/16 (44%)| 0/4 (0%) 7/10 (70%) 0/5 (0%) |4/15 (27%)| 0/5 (0%) 8/9 (89%) 2/5 (40%)
Durschnittsalter 6 - 6.5 - 4.5 - 7 5
1 5/16 (31%) |4/4 (100%)| 2/10 (20%) 1/5 (20%) |6/15 (40%)| 0/5 (0%) 1/9 (11%) 3/5 (60%)
Durschnittsalter 55 5 6 5 6 - 6 5
2 3/16 (19%)| 0/4 (0%) 1/10 (10%) 2/5 (40%) |5/15 (33%) | 3/5 (60%) 0/9 (0%) 0/5 (0%)
Durschnittsalter 6.5 - 9 5.3 9 5.2 - -
3 1/16 (6%) | 0/4 (0%) 0/10 (0%) 2/5 (40%) | 0/15 (0%) | 2/5 (40%) 0/9 (0%) 0/5 (0%)
Durschnittsalter 13 - - 5 - 5 - -

Table 4-3a: Lasionsprofil-abhangiger Vergleich von Lipofuszin zwischen BSE-positiven und -negativen Rindern

N. fastigii N. vestibularis laterialis N. ruber Nn. habenulares
BSE-neg | BSE-pos BSE-neg BSE-pos | BSE-neg | BSE-pos BSE-neg BSE-pos
Lasionsprofil 0.6 1.0 0.2 1.8 0.7 2.0 0.2 0.5

Table 4-3b: Alters-abhangiger Vergleich von Lipofuszin bei BSE-positiven und -negativen Rindern
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Abbildung 5: Kleinvakuolare Degeneration
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Abbildung 6: Dark Neurons

Abbildung 3: BSE-positives Rind. Vakuolare Degeneration einer Nervenzelle mit
multiplen Vakuolen im Perikaryon, N. ruber. Nissl, x 389

Abblildung 4: BSE-positives Rind, Vakuolare Degenerationen von Nervenzellen mit
multiplen Vakuolen im Perikaryon und in den Neuriten (Pfeile).

N. ruber. HE, x 368

Abbildung 5: BSE-positives Rind. Kleinvakuolare Degeneration einer Nervenzelle.
N. motorius dorsalis n. vagi. HE, x 389

Abbildung 6: BSE-positives Rind. Dark Neurons im Stratum granulare des
Hippocampus. HE, x 375
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Abbildung 8: Mikrovakuolen im Neuropil
des Hippocampus

(S
N

Abbildung 9: Astrogliose und Mikrogliose Abbildung 10: Axonale Schwellungen

Abbildung 7: BSE-positives Rind. Spongiforme Auflockerung des Neuropils.
N. motorius dorsalis n. vagi (Myelencephalon). HE, x 210

Abbildung 8: BSE-positives Rind. Mikrovakuolare Veranderungen im Neuropil des
Hippocampus im Bereich der CA3-Zellen. PAS, x 389

Abbildung 9: BSE-positives Rind spongiforme Auflockerung des Neuropil, Astrogliose
und Mikrogliose.
N. motorius dorsalis n. vagi (Myelencephalon). HE, x 329

Abbildung 10: BSE-positives Rind. Axonale Schwellungen.
N. motorius dorsalis n. vagi (Myelencephalon). HE, x 389
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Abbildung 11: BSE-positives Rind. Mittelgradige Lipofuszin-Akkumulation.
N. ruber (Mesencephalon). PAS, x 398

Abbildung 13: Listeriose. Lymphoplasmazytéare Infiltration eines GefalRes (links), mit
diffuser Infiltration des Neuropils (rechts). Myelencephalon. HE, x 88

Abbildung 14: Tuberkulose. Granulomatdse Meningitis im Kleinhirn: zahlreiche
Lymphozyten, Plasmazellen, Epitheloidzellen und Riesenzellen
(Pfeil). HE, x 75

Abbildung 15: Aktinobazillose. Erregerdruse (Pfeil) umgeben von PMNs und binde-

gewebigem Randbereich (gruner Pfeil). Waldeyer'scher Rachering.
HE, x 103
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Abbildung 16: BKF Abbildung 17: ESBE
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Abbildung 18: CCN Abbildung 19: Hirnédem

Abbildung 16: BKF. Vaskulitis und Perivaskulitis. Neuropil mit Gliose und eosinophiler
Nervenzelldegeneration (Pfeil). Rickenmark. HE, x 210

Abbildung 17: ESBE. Geringgradige nicht-eitrige Meningitis (Pfeil). Unregelméaiige
Dichteverteilung und unscharfe Abgrenzung der Kornerzellschicht
sowie volliger Verlust von Purkinjezellen (Grine Pfeile: zu
erwartender Position der Purkinjezellen). Cerebellum. Nissl, x 103

Abbildung 18: CCN. Laminarer Status spongiosus mit Nervenzelldegenerationen
(Pfeil). Isocortex. HE, x 228

Abbildung 19: Hirnédem. Hochgradiges perivakulares Odem mit auseinander-
gedrangtem Neuropil. Metencephalon. HE, x 117
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Abbildung 20: PrP**-Immunhistochemie

Abbildung 21:GFAP-Immunhistochemie Abbildung 22: GFAP-Immunhistochemie
(BSE)

Abbildung 20: PrP*°-Akkumulation auf der Nervenzellmembran und auf Neuriten.
N. n. oculomotorius (Mesencephalon). X 391

Abbildung 21:.GFAP-Immunhistochemie (BSE-negatives Rind mit Listeriose). Gering-
bis mittelgradige Markierung im Zytoplasma der Astrozyten.
N. ruber (Mesencephalon). x 437

Abbildung 22:GFAP-Immunhistochemie (BSE-positives Rind). Deutliche bis

hochgradige Markierung von z. T. angeschwollenen Astrozyten (Pfeil).
N. ruber (Mesencephalon). x 450
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Abbildung 23: Synaptophysin-IHC Abbildung 24: Synaptophysin-IHC (BSE)

Abbildung 25: NSE-Immunhistochemie Abbildung 26: NSE-Immunhistochemie (BSE)

Abbildung 23:BSE-negatives Rind. Deutliche Synaptophysin-Immunreaktivitat auf der
Zellmembran und Gberwiegenden Teilen der Neuriten. N. ruber
(Mesencephalon). x 329

Abbildung 24:BSE-positives Rind. Deutliche Synaptophysin-Immunreaktivitat auf der
Zellmembran, Neuriten stellenweise ohne Immunreaktion. N. ruber. x478

Abbildung 25:BSE-negatives Rind. Deutliche und homogene Immunreaktivitat der
Zellsomata und der Neuriten. N. ruber (Mesencephalon). x 513.

Abbildung 26:BSE-positives Rind. Inhomogene Verteilung der NSE-Immunreaktivitat:

Zellsoma und Neuriten Gberwiegen schwach markiert, lokale deutliche
Markierung von Neuriten. N. ruber (Mesencephalon). x 513.
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4.2 Diagnosen und Histologie der BSE-negativen Tiere

4.2.1 Diagnosen der BSE-negativen Rinder

20 der 26 untersuchten Rinder waren BSE-negativ. Die neuropathologischen
Diagnosen dieser Tiere sind in Abbildung 12 und Tabelle 4-4 zusammen-
gefasst.

Bei 6 Rindern (23%) wurden bakterielle Infektionen folgender Art festgestellt:
4 Falle von einer Hirnstammencephalitis, verursacht durch den Erreger
Listeria monocytogenes, 1 Fall von Tuberkulose mit dem Erreger Myko-
bakterium avium, 1 Fall von Aktinobazillose (Actinobazillus lignieresi) in dem
Waldeyer'schen Rachenring ohne Beteiligung des ZNS. Bei 3 Rindern (12%)
wurden virale Encephalitiden festgestellt: 1 Fall von Bdsartigem Katarrhal-
fieber (ovines Herpesvirus 2) und 2 Falle einer Européischen Sporadischen
Bovinen Encephalitis unbekannter Atiologie. Bei 3 weiteren Tieren (12%)
wurden Hirnddeme unbekannter Genese diagnostiziert. Bei einem Rind (4%)
konnte die neurologische Symptomatik durch Klauenprobleme und einer
Rippenfraktur erklart werden, und ein weiteres Tier (4%) zeigte die
charakteristische histologische Morphologie einer Cerebrocorticalnekrose. In
6 Fallen (23%) war keine eindeutige neuropathologische Diagnose zu stellen,
hamatologisch wurde jedoch in 2 dieser Fallen Hypomagnesamie nachge-
wiesen.

Ohne

histopatho-

logischen BSE
Befund 23% (6)
23% (6)

Virale
Infektionen
12% (3)

Hirnddem
12% (3)

CCN

4% (1) Arthritis Bakterielle

purulenta Infektionen
4% (1) 23% (6)

Abbildung 12: Neuropathologische Diagnosen der
BSE-negativen Tiere
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4.2.2 Infektionskrankheiten

4.2.2.1 Listeriose

In allen 4 Fallen der Listeriose wurde eine Hirnstammencephalitis mit eitrigen
Mikroabszessen, auch teilweise in Begleitung einer nicht-eitrigen Meningitis
beobachtet (Abb. 13). Die Gefal3e zeigten hochgradige perivaskulare
Rundzellenfiltrate, die aus Lymphozyten, Histiozyten und Plasmazellen
bestanden. Stellenweise war das Endothel aktiviert. Zahlreiche Kugelblut-
ungen und perivaskulare Odeme waren zu sehen. Malazieherde bildeten sich
haufig in der Nahe von den Gefal3manschetten und waren gekennzeichnet
durch aufgelockertes Parenchym, zahlreiche eosinophile Nervenzelldegene-
rationen, axonale Schwellungen, Hyperplasie und Hypertrophie der Astroglia,
vereinzelt Gliaknétchen, hochgradige Mikrogliose und (in einem Fall)
zahlreiche Gitterzellen. Einzelne Mikroabszesse waren im Myel-, Met- und
Mesencephalon verteilt und durch die Anwesenheit zahlreicher neutrophiler
Granulozyten zu erkennen. Eine hochgradige nicht-eitrige Meningitis im

Mesencephalon und Cerebellum wurde bei einem Tier beobachtet.

Bei 3 Tieren wurden vakuolare Degenerationen der Nervenzellen bzw.
spongiforme Auflockerungen des Neuropils beobachtet (Tier 1: mittelgradige
und geringgradige neuronale Vakuolen des N. ruber bzw. des N. dentatus,
mikrovakuolére spongiforme Auflockerung des Neuropils um die CA3-Zellen
des Hippocampus. Tier 2: geringgradige neuronale Vakuolen im N. ruber.
Tier 3: mikrovakuolare spongiforme Auflockerungen des Neuropils um die

CA3- und CA4-Zellen des Hippocampus.).

4.2.2.2 Tuberkulose

Das histologische Bild des Gehirns war gezeichnet durch eine nicht-eitrige
Panencephalitis und eine panencephale granulomatése Meningitis. Um die
Gefalle des Hirnparenchyms bildeten sich lymphohistiozytdre Manschetten.
An manchen GefalRen war eine mittel- bis hochgradige Endothelaktivierung
und stellenweise eine Diskontinuitat des Endothels mit Blutungen festzu-
stellen. Eine generalisierte hochgradige Mikrogliose und eine geringgradige

Astrogliose wurden beobachtet. Die Meningen waren hochgradig mit Zellen
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vom granulomatdsen Entziindungstyp infiltriert (Lymphozyten, Histiozyten,
Epitheloidzellen und Riesenzellen (Abb. 14).

4.2.2.3 Aktinobazillose

Im Waldeyer'schen Rachenring lag eine fur die Aktinobazillose charakter-
istische granulierend-eitrige Entindung vor: multiple Granulome mit einer
zentralen, in der HE-Farbung stark eosinophil anfarbenden Erregerdruse, die
von einem breiten Saum polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
umgeben war. In der auflersten Schicht befanden sich Lymphozyten,
Plasmazellen und Makrophagen, denen ein bindegewebiger Randbereich
angeschlossen war (Abb.15).

Im Gehirn wurden nur geringe histologische Veranderungen beobachtet:
vereinzelt Gefal3e mit Aktivierung des Endothels und mit geringgradigen
lymphozytaren perivaskularen Infiltraten, vereinzelt Kugelblutungen in der
Substantia grisea centralis auf Ho6he der Vier-Hugel-Platte und eine
Mikrogliose im Corpus medullare des Cerebellums.

Die klinische Symptomatik war durch die tonsillare Aktinobazillose zu

erklaren.

4.2.2.4 Bosartiges Katarrhalfieber

Im ZNS war histologisch eine nicht-eitrige Polioencephalomyelitis mit einer
nicht-eitrigen Meningitis zu sehen. Die Gefal3e der Substantia grisea zeigten
mittel- bis hochgradige lymphoplasmazellulare, perivaskulare Gefal3-
infiltrationen, stellenweise mit vaskulonekrotischen Komponenten (Abb. 16).
In der Umgebung von GefaRinfiltraten waren eine Astro- und Mikrogliose
sowie multiple geringgradige Blutungen zu beobachten. In den Meningen des
Cerebellums gab es eine geringgradige lymphoplasmazytare Meningitis. Die
Entzindung war weiterhin im ganzen Rickenmark ausgebreitet und starker
ausgepragt als im Gehirn. In der Substantia grisea des Riuckenmarks wurden
neben lymphoplasmazellularen perivaskularen Gefainfiltraten und Gefal-
entzindungen auch Malazieherde mit eosinophilen Nervenzelldegene-

rationen, axonalen Schwellungen, Gitterzellen und Blutungen beobachtet.
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4.2.2.5 Europdaische Sporadische Bovine Meningoencephalitis

Bei zwei Rindern wurde die neuropathologische Diagnose ESBE gestellt. Bei
einem Tier wurde eine nicht-eitrige Panecephalitis mit starken Blutungen
beobachtet: auf das ganze Gehirn diffus verteilte geringgradige
lymphozytére, perivaskulare Gefaldinfiltrate ohne Aktivierung des Endothels
und hochgradige Kugelblutungen waren zu sehen. Die Astroglia und Mikro-
glia waren nur geringgradig aktiviert. Bei diesem Tier wurden zuséatzlich
mittelgradige neuronale Vakuolisierungen des N. ruber und mikrovakuolare
spongiforme Auflockerungen des Neuropils um die CA4-Zellen des
Hippocampus festgestellt.

Das zweite Tier zeigte eine nicht-eitrige Meningoencephalitis mit besonderer
Beteiligung des Cerebellums. Diffus im gesamten Gehirn (auch im Cortex
cerebri und im Hippocampus) verteilte mittelgradige lymphohistiozytére,
perivaskulare GefaRinfiltrate, mittelgradige Blutungen im Mesencephalon,
vereinzelt eosinophile Nervenzelldegenerationen im Mesencephalon, gene-
ralisierte Mikrogliose sowie astrozytare Hyperplasie und Hypertrophie
pragten das histologische Bild. Im Cerebellum wurden eine hochgradige Re-
duktion der Purkinjezellen und eine unregelmé&fRige Dichteverteilung der
Korner zellschicht festgestellt (Abb. 17). Im N. ruber, in den Nn. habenulares

und im Lobus piriformis wurden vereinzelt neuronale Vakuolen beobachtet.

4.2.3 Nicht-infektiose Erkrankungen
4.2.3.1 Cerebrocorticalnekrose

Im dorsalen isocorticalen Bereich des Telencephalons wurde eine laminére
CCN beobachtet (Abb. 18). Die Nervenzellen zeigten bizarre, etwas drei-
eckige Formen, und die Zellkerne war kondensiert. Die Perikarya, um die
sich Hofe bildeten, waren geschrumpft. Das umliegende Neuropil zeigte
einen hochgradigen Status spongiosus, eine mittelgradige Astrogliose und
eine geringgradige Mikrogliose. Das Endothel der Gefal3e im Lasionsbereich
waren geringgradig aktiviert und es wurden zahlreiche Kugelblutungen

festgestellt.
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4.2.3.2 Hypomagnesamie

In den beiden Féllen von Hypomagnesamie ergaben die histopathologischen
Untersuchungen keine Erklarung fur die neurologische Symptomatik, da das
Gesamtausmal’ der Veranderungen zu gering ausgepragt war. Auf Basis der
Blutuntersuchung jedoch konnte Hypomagnesamie diagnostiziert werden.

Bei einem der beiden Rinder wurden histopathologisch geringgradige
lymphozytare, perivaskulare Infiltrationen einiger Gefal3e in den Meningen
des Cerebellums und im lateralen Isocortex des Telencephalons beobachtet,
welche mit einer mittelgradigen generalisierten Mikrogliose begleitet waren.
Im Corpus medullare des Cerebellums, im Mesencephalon und im Cortex
cerebri gab es multifokale gering- bis mittelgradige Blutungen. Im Stratum
ganglionare des Cerebellums wurden vereinzelt eosinophile Degenerationen
von Purkinjezellen beobachtet. Im N. ruber und in den Nn. habenulares
waren vakuolare Degenerationen der Nervenzellen festzustellen. Spongi-
forme Auflockerungen des Neuropils wurden in den Nn. habenulares und im

Hippocampus beobachtet.

Bei dem zweiten Rind mit Hypomagnesamie wurde im Myelencephalon
fokale, geringgradige lymphozytéare, perivaskulare GefaRinfiltrationen mit
Endothelaktivierung und Kugelblutungen beobachtet. Die Astroglia und
Mikroglia waren dort geringgradig aktiviert. Vakuolare Nervenzelldegene-
rationen wurden im N. ruber und in der Formatio reticularis des Metence-
phalons festgestellt. Im N. ruber waren einzelne Axone geschwollen, und
sowohl in der Formatio reticularis als auch im Pedunculus cerebellaris des

Myelencephalons war das Neuropil geringgradig vakuolisiert.

4.2.3.3 Hirnédem

Bei 3 Tieren wurde die Diagnose Hirnédem gestellt, wobei die Ursache
unklar bleibt. Histologisch wurde bei allen Tieren generalisierte mittel- bis
hochgradige perivaskulare Odeme und eine Gliose (Astro- und Mikroglia)
gering- bis mittelgradiger Auspragung beobachtet (Abb. 19). Zusatzliche
histologische Befunde der einzelnen Tiere: das erste Tier zeigte eine mittel-
gradige vakuolare Degeneration im N. ruber. Beim zweiten Tier wurde

zusatzlich zu einer gering- bis mittelgradigen Hyperamie der Gefal3e in den
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Meningen und im Mesencephalon noch einen geringgradigen Hydrocephalus
internus, der durch die Abflachung der Ependymzellen im Aquaeductus
mesencephali gekennzeichnt war, festgestellt. In den Nn. habenulares gab
es eine geringgradige axonale Schwellung. Der Hydrocephalus war schwach
ausgepragt und vermutlich von chronischer Natur, so dass die neurologische
Symptomatik dadurch nicht erklart werden konnte. Beim dritten Tier wurden
neben multifokalen, mittelgradigen Blutungen lateral des IV. Ventrikels und
ventral des Aquaeductus mesencephali, noch axonale Schwellungen im
Corpus medullare des Cerebellums und ventral des IV. Ventrikels
beobachtet. In den cervicalen und thoracalen Abschnitten des Rickenmarks
war die Substantia grisea 0dematds auseinandergedrangt und zeigte
multifokale hochgradige Blutungen sowie axonale Schwellungen. Stellen-
weise war das Neuropil im Myel- und Mesencephalon aufgelockert. Eine
Atiologie toxischen Ursprungs wird vermutet. Vakuolare Degenerationen der

Nervenzellen waren im N. ruber zu sehen.

4.2.3.4 Arthritis purulenta und Traumafolgen

Die pathologische Untersuchung ergab eine Fraktur der 8. Rippe, eine
Schwanspitzennekrose, Klauenverletzungen und eine chronisch-fibrindse
und fibroplastische Pleuritis der Pleura pulmonalis und Pleura costalis. In der
neuropathlogischen Untersuchung wurde eine geringgradige lymphobhistio-
zytare perivaskulare Gefalinfiltration im Diencephalon (mit einigen pigment-
haltigen Makrophagen) und im Cortex cerebri beobachtet. Im N. reticularis
lateralis (Regio gigantocellularis) gab es vereinzelt eosinophile Nervenzell-
degenerationen. Mittelgradige Blutungen waren in der Substantia alba und
grisea des Isocortex zu sehen. Bei der Abklarung der neurologischen
Symptomatik wurden die Verletzungen und deren Folgen als vordergrindig
betrachtet. Vakuolare Degenerationen der Nervenzellen gab es im N. ruber,
in den Nn. habenulares, im dorsalen Isocortex und im Stratum granulare des
Hippocampus. Im N. ruber und im Hippocampus war eine spongiforme

Auflockerung des Neuropils zu sehen.
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4.2.3.5 Rinder ohne histopathologischen Befund

In 6 Féllen konnte die Ursache der klinischen Symptomatik durch die neuro-
pathologische Untersuchung nicht geklart werden. Davon wurde in 2 Fallen
jedoch nach hamatologischen Untersuchungen eine Hypomagnesamie fest-
gestellt (4.2.3.2). Bei den ubrigen 4 Fallen waren entweder keine oder nur
sehr geringe histopathologische Veranderungen zu sehen, so dass keine ein-
deutige Diagnosestellung moglich war. Im folgenden sind die Félle einzeln
beschrieben: Das erste Tier zeigte multifokale geringgradige Kugelblutungen
im Myel-, Met- und Mesencephalon, im Cortex cerebri und im Segment T12
des Rickenmarks. Das zweite Tier zeigte abgesehen von bilateralen
vakuolaren Degenerationen der Nervenzellen im N. ruber keine histopatho-
logischen Veranderungen. Beim dritten Tier wurden mittelgradige Kugel-
blutungen im Colliculus superior des Mesencephalons und axonale
Schwellungen in der Formatio reticularis festgestellt. Eine mittel- bis hoch-
gradige spongiforme Auflockerung des Neuropils wurde im Corpus medullare
des Cerebellums, dorsomedial der Lamina tecti sive quadrigemina und im
Hippocampus (mikrovakuolar) um die CA-Zellen 1-4 beobachtet. Eine
toxische Ursache der Erkrankung wurde vermutet, nicht jedoch bestéatigt. Die
Nervenzellen der Nn. habenulares waren hochgradig vakuolisiert. Beim
vierten Tier wurden vereinzelt mittelgradige lymphozytare, perivaskulare
GefaRinfiltrate im Cortex cerebri und im Metencephalon, axonale
Schwellungen im N. tractus spinalis n. trigemini, vereinzelt Dark Neurons im
Stratum granulare des Hippocampus und eine mittelgradige generalisierte
Mikrogliose im Myel-, Met-, und Mesencephalon festgestellt. Im
Waldeyer'schen Rachenring gab es eine mittelgradige Tonsillenhyperplasie
mit eitriger Tonsillitis. Das histologische Gesamtbild war zu gering
ausgepragt, um eine neuropathologische Diagnose stellen zu kénnen. Die

Nervenzellen des N. ruber und der Nn. habenulares waren vakuolisiert.
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€8

Signalment

Kurzdiagnose

neuronale Vakuole

Vakuole d. Neuropils

Axonschwellungen

1 DBV, 5j, weiblich BSE Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 4-1

2 [DFV, 6j, weiblich Hirnédem Nn. habenulares

3 |DBV, 5j, weiblich BSE Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 4-1

4 DBV, 9j, weiblich Listeriose Hippocampus N.vest.lat, Cerebellum
5 [Highland, 8,5j, weibl Hirnédem N. ruber

6 |DBV, 5], weiblich BSE Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 4-1

7 |DRV, 8j, weiblich Hypomagnesamie | N. ruber, Nn. habenulares Nn.habenul., Hippocamp. Cerebellum

8 [DFV, 5j, weiblich BSE Siehe Tabelle 3

9 [DBV, 5j, weiblich Trauma N.ruber, Nn.haben., etc. Stammhirn,N. rub, Hippoc.

10 |DRV, 4,5}, weiblich Ohne Befund N. ruber, Nn. habenulares N. tr. spin. n. trigemini
11 [DFV, 9,5j, weiblich ESBE N. ruber Fimbria hippocampi

12 DRV, 3], weiblich BKF N. interpositus Um Gefalinfiltrate
13 |DRV, 4j, weiblich Aktinobazillose N. fastigii Isocortex, Cerebellum. N. ruber

14 DBV, 6j, weiblich Ohne Befund Nn. habenulares Hippoc,Mesenc,Metenc

15 DRV, 4j, weiblich CCN Isocortex um NzD, Hippoc

16 [DFV, 13j, weiblich Hirnddem N. ruber Myelenc, Hippoc, Thal, Metenceph, N. ruber
17 [DFV, 3j, weiblich Listeriose N.ruber, N. dentatus Hippocampus In Malazieherden
18 |DBV, 5j, weiblich BSE Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 4-1
19 DRV, 8j, weiblich Ohne Befund N. fasigii N. ruber, N. vest. lat
20 |DFV, 6j, weiblich Ohne Befund N. ruber. Isocortex N. ruber

21 [DBV, 5,5j, weiblich BSE Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 3 Siehe Tabelle 4-1
22 DRV, 6,5, weiblich Tuberkulose Um pv.GefaBinfiltrate
23 |DFV, 6,5}, weiblich ESBE N. rub., Nn. hab, Lobus pirif. N. ruber

24 DRV, 5,5j, weiblich Listeriose N. ruber N. ruber In Malazieherden
25 [DRV, 3j, weiblich Hypomagnesamie | N. ruber, Form. Reticularis Ped. Cerebell., F. reticul. N. ruber

26 |DFV, 7}, weiblich Listeriose

Tabelle 4-4: Vorkommen von Vakuolen und Axonschwellungen bei BSE-negativen Rindern
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BSE positive Tiere: 6 Tiere

BSE negative Tiere: 20 Tiere

1. Neuronale Vakuolen

N. ruber 5/5 =100 % 11/16= 68,8
Substantia grisea centralis 6/6 = 100 % 0/19=0%
Nn. habenulares 5/5 =100 % 5/11=45 %
2. Vakuolisierung des Neuropils

Myelencephalon 6/6 = 100 % 2/15=13,3 %
Metencephalon 6/6 = 100 % 3/19=15,8%
Mesencephalon 6/6 =100 % 3/20=15%
Diencephalon 4/5 =80 % 1/18=55%
Cortex cerebri 6/6 = 100 % 3/20 = 15%
Hippocampus 5/6 = 83,3 % 6/20 = 30 %
3. Axonale Schwellungen

Myelencephalon 6/6 = 100 % 7/15=46,7 %
Metencephalon 5/6 =83,3% 8/19=42,1%
Mesencephalon 5/6 =83,3% 11/20 =55 %
N. ruber 3/5 =60% 6/16 = 37,5%
Diencephalon 1/5=20% 3/17 =17,6%
Telencephalon 216 =33,3% 2/20 = 10%
Hippocampus 1/6 = 16,7 % 0/20=0%
4. Astrogliose

Myelencephalon 6/6 = 100 % 9/15 =60 %
Metencephalon 6/6 = 100 % 11/19=579%
Mesencephalon 6/6 =100 % 11/20 =55 %
Diencephalon 4/5 =80 % 5/18 =27,8%
Telencephalon 2/5=40% 3/20=15%
Hippocampus 216 =33,3% 3/20=15%
5. Mikrogliose

Myelencephalon 6/6 = 100 % 7/15=46,6 %
Metencephalon 6/6 = 100 % 11/19=57,9%
Mesencephalon 6/6 = 100 % 8/20 =40 %
Diencephalon 3/5=60% 5/18 =27,8 %
Telencephalon 1/6 = 16,7 % 3/20=15%
Hippocampus 3/6 =50 % 1/20=5%

Tabelle 4-5: Histologischer Vergleich zwischen BSE-positiven und —negativen Rindern




4.2.3.6 Histologischer Vergleich der BSE-negativen Rinder zu den BSE-
positiven Rindern

Tabelle 4-5 zeigt einen histologischen Vergleich der BSE-positiven und -

negativen Tiere im Hinblick auf 5 fur BSE charakteristische histologische

Merkmale: vakuolare Degenerationen der Nervenzellen (neuronale

Vakuolen), Vakuolisierungen des Neuropils, axonale Schwellungen,

Astrogliose und Mikrogliose.

1. Vakuolare Degeneration der Nervenzellen. In 3 ausgesuchten Kern

gebieten des Mesencephalons und Diencephalons waren bei allen unter-
suchten BSE-positiven Tieren neuronale Vakuolen festzustellen. 69% und 45
% der BSE-negativen Tiere zeigten neuronale Vakuolen im N. ruber bzw. in
den Nn. habenulares. In der Substantia grisea centralis dagegen wurde bei
keinem BSE-negativen Rind neuronale Vakuolen festgestellt. Neuronale
Vakuolen bei BSE-negativen Tieren wurden zusatzlich im N. fastigii (Rind mit
Aktinobazillose), im N. interpositus (BKF), im Stratum granulare des
Hippocampus und im dorsalen lIsocortex (Klauenverletzung/Rippenfraktur)
festgestellt.

2. Vakuolisierung des Neuropils. In allen Abschnitten des Gehirns wurden bei

BSE-negativen Tieren Vakuolisierungen des Neuropils beobachtet.
Insgesamt war aber das Ausmal relativ gering, insbesondere im Vergleich zu
den BSE-positiven Tieren. Mikrovakuolare Auflockerungen des Neuropils im
Hippocampus wurde bei 83% der BSE-positiven und bei 32% der BSE-
negativen Tieren festgestellt.

3.Axonale Schwellungen. Axonale Schwellungen wurden bei den BSE-

negativen Tieren in beinahe allen Gehirnabschnitten beobachtet. Im Mes-
encephalon war der N. ruber besonders haufig betroffen. In 4 von 11 Fallen
waren Vakuolen in den Nervenzellen des N. rubers mit axonalen
Schwellungen dieses Kerngebietes verbunden.

4. Astrogliose und Mikrogliose: Astrogliose und Mikrogliose wurden bei den

BSE-negativen Tieren haufig beobachtet. Im Myel, Met, und Mesencepha-
lon war eine Astrogliose und Mikrogliose in durchschnittlich 56% bzw. 46%

der Falle festzustellen.
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4.3 Immunhistochemie

4.3.1 Prionprotein (PrP%%)

Bei den BSE-negativen Tieren wurde kein Prps° nachgewiesen. Bei den 6
BSE-positiven Tieren dagegen konnte PrP*® immunhistochemisch dargestellt
werden. PrP*® war auf den Schnittebenen diffus verteilt, und es wurden keine
.Plaqgues” gesehen. Auf zellularer Ebene war Prp=° Uberwiegend an
Neuronen gebunden (Abb. 20). Dort war PrP*° vermehrt auf der Zellmembran
des Perikaryons zu sehen. Auch auf axonalen und dendritischen Strukturen
war PrP*® zu beobachten. Dieses erzeugte in der lichtmikroskopischen

Untersuchung eine perlenkette-ahliche Erscheinung.

Das Verteilungsmuster von PrP*° bei den BSE-positiven Tieren wird in der
Tabelle 4-6 zusammengefasst. PrP% konnte in den Lokalisationen nach
gewiesen werden, wo auch vakuolare Veranderungen der Nervenzellen und
des Neuropils histologisch beobachtet wurden. Das Verteilungsmuster von
PrP* zwischen den einzelnen Tieren war in manchen Bereichen,
insbesondere im Colliculus superior, sehr unterschiedlich. Auch innerhalb des
Mesencephalons eines Individuums war eine grof3e Variation der PrpSe-
Verteilung zu sehen. Die PrPSC-BeIastung war im N. ruber und im N. n.
oculomotorii am héchsten, dagegen im Colluculus inferior, in der Substatia
nigra und im N. tractus mesencephalici n. trigemini niedriger.

Es konnte keine Korrelation zwischen Schweregrad der histologischen
Lasionen (siehe Tabelle 4-1) und PrP*°- Akkumulation festgestellt werden.
Beispielsweise war bei dem BSE-Tier 5 (Nr. 18) im N.n. oculomotorii eine
mittelgradige PrP*°-Akkumulation zu sehen, die histologischen Lasionen
jedoch waren gering ausgepragt. In der Substantia grisea centralis des
gleichen Tieres gab es histologisch mittel- bis hochgradige Veranderungen,

Prps° dagegen war kaum vorhanden.

4.3.2 Glial Fibrillary Acidic Protien (GFAP)

In allen untersuchten Tieren konnte GFAP immunhistochemisch dargestellt
werden. Astrozten, die eine positive Immunreaktivitat fur GFAP zeigten,

waren durch eine braune Farbung und eine sternférmige Form erkennbar.
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Bei den BSE-positiven Tieren wurden im N. ruber und in der Substantia
grisea centralis zahlreiche, dagegen im N. n. oculomotorii und im Colliculus
superior nur wenige GFAP-positive Astrozyten nachgewiesen. Die Intensitat
der GFAP-Immunreaktivitat korrelierte mit dem Schweregrad der histologisch
festgestellten Astrogliose (Tabelle 4-2 und Tabelle 4-7).

In Tabelle 47 wurden die Durchschnittswerte der GFAP-Immunreaktivitat fur
BSE-positive und -negative Tiere ermittelt. Die BSE-positiven Tiere zeigten
eine deutlich héhere GFAP-Immunreaktivitdt als die BSE-negativen Tiere
(Abb. 21 und 22).

4.3.3 Synaptophysin

Synaptophysin konnte bei allen BSE-positiven und -negativen Tieren immun-
histochemisch nachgewiesen werden. Bei den Kontrolltieren war Synapto-
physin als braun-pigmentierte Kdrner zu sehen, die an der Zellmembran des
Perikaryons und an den axonalen bzw. dendritischen Strukturen der
Neuronen haftet (Abb. 23). Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle 4-
8 zusammengefasst.

Bei den BSE-positiven Tieren war eine geringere Immunreaktivitdt von
Synaptophysin im N. ruber zu erkennen: obwohl bei der Menge des zell
membrangebundenen Synaptophysins keinen Unterschied zu den BSE-
negativen Tieren festzustellen war, war im Neuropil kaum Synaptophysin
nachweisbar (Abb. 23 und Abb. 24). Beim BSE-Tier 3 wurde zusatzlich eine
verminderte Menge an Synpatophysin-Immunreaktivitat in der Substantia
grisea centralis und im Neuropil der Substatia nigra beobachtet.

Mit Ausnahme von 2 Tieren war bei den BSE-negativen Tieren kaum eine
verminderte Nachweisbarkeit von Synaptophysin festzustellen. Im N. ruber
eines Tieres mit Hypomagnesamie war Synaptophysin sowohl auf den
Nervenzellen als auch im Neuropil nur in geringen Maf3en vorhanden. Die
Colliculi superiores und inferiores des Tieres mit BKF zeigten ebenfalls eine

verminderte Immunreaktivitat fir Synaptophysin.

4.3.4 Neuron-Specific-Enolase

Bei allen untersuchten BSE-negativen Rindern konnte NSE immunhisto-

chemisch dargestellt werden. Sowohl Somata als auch axonale Strukturen
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von beinahe allen Neuronen zeigten eine deutliche Immunreaktivitat fir NSE.
Innerhalb eines Kerngebietes waren die Perikarya der einzelnen
Nervenzellen oft unterschiedlich stark angefarbt. NSE reichte bis in die Axone
und Dendriten, wodurch diese im Neuropil deutlich hervorgehoben wurden
(Abb. 25).

Die Ergebnisse der NSE-Immunhistochemie sind in Tabelle 4-9
zusammengefasst. Unabhéangig von der primaren Erkrankung wurde bei den
BSE-negativen Tieren ein weitgehend homogenes Ergebnis der NSE-Immun-
reaktivitdt beobachtet. Rechts in der Tabelle 4-9 wurde der Durchschnittswert
fur die jeweiligen Kerngebiete ermittelt. Bei den BSE-positiven Tieren ist kein
deutlicher Unterschied gegeniber den BSE-negativen Rindern zu erkennen.
Allerdings wurde bei manchen BSE-positiven Tieren eine auf einzelne
Kerngebiete beschrankte Reduktion von NSE festgestellt: Bei dem BSE-Tier
2 wurde im N. ruber nur sehr geringe Mengen NSE nachgewiesen. Wahrend
die axonalen und dendritischen Strukturen im Neuropil stellenweise noch eine
deutliche Immunreaktivitat fir NSE zeigten, waren die meisten Somata nur
marginal NSE-positiv (Abbildung 26). Im N. ruber zeigte dieses Tier
histologisch neben vakuolaren Degenerationen der Nervenzellen eine mittel-
bis hochgradige Astrogliose und eine hochgradige Lipofuszin-Akkumulation.
Bei dem BSE-Tier 3 wurde ebenfalls neuronale Vakuolen, hochgradige
Astrogliose und Lipofuszin im N. ruber festgestellt, NSE jedoch war nicht
reduziert. Nervenzellen mit Vakuolen waren nicht unterschiedlich NSE-positiv
als solche, die nicht von vakuolarer Degeneration betroffen waren. Es konnte
insgesamt keine Korrelation zwischen den histologischen Veranderungen und

der NSE-Nachweisbarkeit der Nervenzellen festgestellt werden.
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BSE 1 (Nr. 1) BSE 2 (Nr. 3) BSE 3 (Nr. 6) BSE 4 (Nr.8) BSE 5 (Nr.18) BSE 6 (Nr. 21) Durchschnitt

Nucleus ruber keine Daten 2 2 2 2-3 2 2,1
Sub. grisea cent. 1 1-2 2 1-2 0-1 1 1,3
Sub. nigra 0 1 1-2 1-2 0 0-1 0,8
N. n. oculomotorii keine Daten 2 1 2 2 3 2

Colliculus sup. 1-2 1 1 1 2-3 0-1 1,3
Colliculus inf. keine Daten 0-1 1 0-1 0-1 1-2 0,8
N. trig. mesenc. keine Daten 0-1 0-1 0-1 0 0 0,3

Tabelle 4-6: Immunhistochemische Verteilung von PrP* im Mesencephalon




06

BSE-positive Tiere

BSE 1 (Nr. 1) BSE 2 (Nr. 3) BSE 3 (Nr. 6) BSE 4 (Nr.8) BSE 6 (Nr. 21) BSE 5 (Nr.18) |[Durchschnitt| Astrogliose*
Nucleus ruber Keine Daten 3 2 2 3 3 2,6 2,0
Sub. grisea cent. 2-3 3 2 1-2 2 2 2,2 2,2
Sub. nigra 2-3 2 2 1 1-2 2 1,8 1,3
N. n. oculomotorii| Keine Daten 1 1 1-2 2 1-2 1,4 1,3
Colliculus sup. 1 2 1-2 1 2 1 1,4 1,6
Colliculus inf. 1-2 3 1 1 1-2 2 1,7 1,5
* Astrogliose aus der histologischen Auswertung, entnommen aus Tabelle 4-2.
BSE-negative Tiere
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Durchschnitt | Durchschnitt
ESBE Tuberkulose Ohne Befund Hirnédem Trauma Alle Encephalitis
Nucleus ruber 1-2 1 2 0-1 0-1 1,0 1,5
Sub. grisea cent. 1 0-1 1-2 0-1 2 1,1 1,5
Sub. nigra 1 0 1 0-1 0-1 0,8 1,3
N. n. oculomotorii 1 0-1 1-2 0 0-1 0.9 1,5
Colliculus sup. 2 0-1 0-1 1 0-1 0,9 1,5
Colliculus inf. 2 0-1 2 0-1 1 1,3 2
BKF Listeriose Ohne Befund
Nucleus ruber 1 2 0-1
Sub. grisea cent. 1-2 2 1
Sub. nigra 2 1 1
N. n. oculomotorii 1-2 2 1
Colliculus sup. 1-2 1 1-2
Colliculus inf. 2 2 2

Tabelle 4-7: Immunhistochemische Verteilung von GFAP im Mesencephalon
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BSE-positive Tiere

BSE 1

BSE 2

BSE 3

BSE 4

BSE 5

BSE 6

Nucleus ruber

keine Daten

reduziert

reduziert

reduziert

reduziert

reduziert

Sub. grisea cent.

reduziert

Sub. nigra

reduziert

N. n. oculomotorii

Colliculus sup.

Colliculus inf.

reduziert

-: nicht reduziert

BSE-negative Tiere

Gruppe 1
ESBE

Gruppe 2
Tuberkulose

Gruppe 3
Ohne Befund

Gruppe 4
Hirnbdem

Gruppe 5
Trauma

Nucleus ruber

reduziert

Sub. grisea cent.

Sub. nigra

N. n. oculomotorii

Colliculus sup.

Colliculus inf.

Listeriose

Ohne Befund

Nucleus ruber

Sub. grisea cent.

Sub. nigra

N. n. oculomotorii

Colliculus sup.

reduziert

Colliculus inf.

reduziert

Tabelle 4-8: Immunhistochemische Verteilung von Synaptophysin im Mesencephalon
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BSE-positive Tiere

BSE 1 BSE 2 BSE 3 BSE 4 BSE 5 BSE 6 Durchschnitt
Nucleus ruber 0-1 2 1 1,2
Sub. grisea cent. 1-2 1-2 2 1-2 1-2 1-2 1,6
Sub. nigra 1 2 1-2 1-2 1,5
N. n. oculomotorii 2 3 2 2 0-1 1,9
Colliculus sup 2 0-1 3 3 2,3
Colliculus inf. 2 3 3 2-3 2 2,5
BSE-negative Tiere
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5
ESBE Tuberkulose Ohne Befund Hirn6dem Trauma

Nucleus ruber 2 1-2 2 2 2

Sub. grisea cent. 0-1 1-2 1-2 1-2 2

Sub. nigra 1 1-2 2 1 2

N. n. oculomotorii 1 1 2 2 2

Colliculus sup. 2 2 3 3 3

Colliculus inf. 2 2 3 2 3

BKF Listeriose Ohne Befund Durchschnitt

Nucleus ruber 2 1,9
Sub. grisea cent. 2-3 1-2 2 1,9
Sub. nigra 2 1-2 2-3 1,6
N. n. oculomotorii 1-2 2 1 1,7
Colliculus sup. 2 2 2 1,6
Colliculus inf. 2 2 2 2.4

Tabelle 4-9: Immunhistochemische Verteilung von NSE im Mesencephalon




5 Diskussion
5.1 BSE-positive Tiere

Signalment der Rinder

Von den 26 Rindern mit BSE-Verdacht wurden bei 6 Tieren mittels eines
Western-Blot-Verfahrens BSE festgestellt. Bei diesen 6 Rindern fallt auf, dass
samtliche Tiere im Jahre 1996 geboren wurden. Das Alter der Tiere zum
Zeitpunkt des Auftretens von klinischen Erscheinungen betragt im Durch
schnitt 60 Monate (5,0 Jahre). Chronologisch betrachtet, nach Datum des
Einlieferns in den Lehrstuhl fir Neuropathologie, steigt das Alter der Tiere
allmahlich (Alter der BSE-Tiere 1-6: 56,57,58,62,61,67 Monate). Das durch
schnittliche Alter aller deutschen Rinder bei Feststellung von BSE liegt bei
68,5 Monaten (Conraths et al. 2002). Eine statistische Auswertung der
deutschen BSE-Rinder aus den Jahren 2000, 2001 und 2002 ergaben, dass
im Jahre 1996 geborene Rinder einem maximalen BSE-Risiko ausgesetzt
waren (Conraths et al. 2002). Wenn der Hohepunkt der Ansteckung im Jahre
1996 erfolgte, ist es zu erwarten, dass das Alter der Tiere beim Auftreten der
klinischen Symptomatik tendenziell steigt, was auch von Conraths et al.
(2002) gezeigt wurde.

Auffallig bei den 6 BSE-positiven Tieren war die Rasseverteilung. 5 von 6
Tieren gehorten der Rasse Braunvieh an. Das 6. Tier war ein Deutsches
Fleckvieh. Ausgewertet nach Rasse war generell bei den deutschen BSE-
Rindern das Braunvieh prozentual am haufigsten betroffen (BFAV
Wusterhausen, nicht veroéffentlicht). Allerdings missen dabei eine Vielzahl
von Faktoren bertcksichtigt werden, so dass derzeit keine Interpretation der
Rasseverteilung moglich ist (Gobel S, BFAV Wusterhausen, personliche

Mitteilung).

Histologie
Nach dem Ausbruch der BSE-Epidemie in England wurde ein histologisches

Vorgehen flr die staatliche Routinediagnose von BSE eingefuhrt (Wells et al.
1989). Dabei wird ein einziger Paraffinschnitt auf Hohe der Obex-Region des
Myelencephalons histologisch beurteilt. Das Vorhandensein von vakuolaren
Veranderungen in zwei Kerngebieten (N. tractus spinalis n. trigemini und N.

tractus solitarii) konnte 99,6% der BSE-positiven Falle identifizieren (Wells et
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al.1989). In der vorliegenden Arbeit wurde die Hohe der Obex-Region nicht
untersucht, da die Medulla oblongata (mit der Obex-Region) fir den BSE-
Schnelltest an das Landesuntersuchungsamt eingeschickt wurde. Histolo-
gisch wurde bei uns das gesamte Gehirn rostra der Medulla oblongata
aufgearbeitet. Fur die Immunhistochemie wurde das Mesencephalon auf
Hohe des N. ruber (soweit vorhanden) ausgewdahlt, da dort die BSE-
assoziierten histologischen Veranderungen am starksten ausgepragt waren.

Die Auswertung der Histologie und Immunhistochemie war semiquantitativ.
Die Beurteilung der Lasionen unterlag der subjektiven Meinung der unter-
suchenden Person. Diese potentielle Fehlerquelle wurde minimiert, in dem
die gesamte lichtmikroskopische Untersuchung durch einen einzigen Patho-

logen durchgefiihrt wurde.

Bei den BSE-positiven Rindern konnten keine makroskopisch-patho-
logischen, jedoch histologische Veranderungen am ZNS festgestellt werden.
Bei allen 6 untersuchten BSE-positiven Rindern wurden fir BSE
charakteristische histologische Lasionen festgestellt: vakuolare
Degenerationen der Nervenzellen, spongiforme Auflockerungen des
Neuropils, Astrogliose, Mikrogliose und axonale Schwellungen. Zusatzlich
konnte bei allen Tieren eine vermehrte Akkumulation von neuronalem
Lipofuszin beobachtet werden.

Zusammenfassend aus der Histologie ist festzustellen, dass die histo-
logischen Verédnderungen sich im Stammbhirn konzentrieren, und zwar haupt-
sachlich in der Formatio reticularis. Von allen Lasionstypen haufig betroffene
Kerngebiete sind dabei N. motorius dorsalis n. vagi, N. tractus spinalis n.
trigemini, N. tractus solitarii, Nn. reticulares, Nn. vestibulares, Substantia
grisea centralis und N. ruber. Unsere histologische Untersuchung ergab keine
groben Abweichungen im Vergleich zu den Ergebnissen der histologischen
Studien aus England (Wells et al. 1987). Bei BSE kdnnen die histologischen
Veranderungen in Einzelfdllen so gering ausgepragt sein, dass keine
Diagnose mdoglich ist (Wells et al. 1989). In allen 6 BSE-positiven Féllen der
vorliegenden Arbeit waren jedoch die histologischen Lasionen deutlich
ausgepragt und charakteristisch fir BSE.

Obwohl die Neuropathologie der BSE von Wells et al. (1987) préazise

charakterisiert werden konnte, ist gleichzeitig festzustellen, dass die Lasionen
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im einzelnen nicht fur BSE pathognomisch sind. Astrogliose, Mikrogliose und
Axonschwellungen sind Veranderungen, die nach einer Vielzahl von ZNS-
Insulten auftreten. Auch neuronale Vakuolen wurden insbesondere im N.
ruber haufig bei BSE-negativen Rindern beobachtet (McGill & Wells 1993;
Guarda & Fatzer 1995; Gavier-Widen et al. 2001). Entscheidend fur das
histologische Bild der BSE ist die Haufigkeit, Intensitdt und Zusammen-
setzung der fur BSE charakteristischen histologischen L&sionen.

Im N. ruber des Mesencephalons wurden sowohl histologisch als auch
immunhistochemisch (siehe unten) auffallige Verdnderungen beobachtet.
Allerdings ist die Beurteilung der Lasionen in diesem fur die Koordination der
Motorik so bedeutenden Kerngebiet durch die Tatsache erschwert, dass
neuronale Vakuolen h&aufig bei BSE-negativen Rindern vorkommen. Derzeit
wird angenommen, dass neuronale Vakuolen bei Rindern ohne BSE keine
nosologische und somit keine pathologische Bedeutung haben (Gavier-Widen
et al. 2001). Die Nn. habenulares, in denen haufig solche unspezifische
Vakuolen auftreten, zeigten allerdings bei den BSE-positiven Rindern auf3er
neuronalen Vakuolen kaum histologische Veranderungen. Diese Tatsache
weist auf eine Bedeutung des N. rubers in der Pathogenese und Klinik der
BSE.

Bei der CJD wurde von einer erh6hten neuronalen Lipofuszin-Akkumulation
berichtet (Boellaard et al.1989; Dastur et al. 1992). In der vorliegenden Arbeit
wurde bei allen 6 BSE-positiven Tieren vermehrt Lipofuszin festgestellt.
Besonders auffallig waren die Veranderungen im N. ruber, in den Nn.
vestibulares und in anderen Kerngebieten der Formatio reticularis. Obwohl es
maoglicherweise einen Zusammenhang zwischen vermehrter Lipofuszin-
Akkumulation und der Pathogenese von BSE gibt, ist die Bedeutung derzeit
unklar. Méglicherweise fiihrt der Verlust von synaptischem PrP°® und die damit
verbundene Abnahme SOD-ahnlicher Funktionen (Wong et al. 2000; Brown
2001, siehe auch 2.2.1) zu einer erhthten neuronalen Belastung mit
oxidativem Stress. Da oxidativer Stress eine bedeutende Rolle bei der
Lipofuszinogenese spielt (Brunk 2002), scheint eine BSE-assoziierte

Erhéhung der Lipofuszin-Akummulation plausibel.
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Immunhistochemie
Prp>

Bei allen BSE-positiven Tieren konnte PrP> im Mesencephalon immunhisto-

chemisch dargestellt werden. Das morphologische Verteilungsmuster und
Erscheinungsbild von PrP* war im Einklang mit vorangegangenen Unter-
suchungen von Wells & Wilesmith (1995). Es konnte keine eindeutige
Korrelation zwischen allgemeinem Schweregrad der histologischen Lasionen
und Intensitat der PrP>°-Immunreaktivitat festgestellt werden. Allerdings, wo
vakuolare Veranderungen zu beobachten waren, war auch PrP>° immunhisto-
chemisch nachweisbar. Dieses Ergebnis lasst sich dadurch erklaren, dass die
Akkumulation von PrP>® den zellularen Reaktionen bzw. den histologischen
Veranderungen vorausgeht (Giese et al. 1998).

Bei der Pathogenese von Scrapie nach oraler Infektion erfolgt der cerebrale
Eintritt von PrP>° via N. vagus in den Nucleus motorius dorsalis n. vagi des
Myelencephalons (van Keulen et al. 2002). Obwohl der detaillierte Ablauf der
Pathogenese der BSE noch unbekannt ist, kbnnte PrP> auf ahnlichem Weg
ins Gehirn gelangen. Die immunhistochemisch feststellbare Akkumulation von
PrP°® korreliert mit dem Vorkommen von vakuoldren Veranderungen. Diese
Tatsache konnte die Hypothese einer aus der Medulla oblongata
ausgehenden rostralen Ausbreitung des PrP* unterstitzen, da die
vakuolaren Veréanderungen im Diencephalon seltener werden und im Telen-

cephalon kaum noch vorhanden sind.

GFEAP

Die Astrogliose ist ein charakteristisches histologisches Merkmal der BSE,

das durch die immunhistochemische Darstellung von GFAP detaillierter nach-
gewiesen werden kann. Die im HE-Préparat feststellbare Intensitat der Astro-
gliose korrelierte eng mit den immunhistochemischen Ergebnissen fir GFAP.
Wie die Tabelle 4-7 zeigt, konnte bei allen immunhistochemisch untersuchten
Tieren GFAP-positive Astrozyten festgestellt werden. In 5 BSE-negativen
Tieren war jedoch GFAP nur in geringen Mengen nachweisbar. Da auch im
Ruhezustand des ZNS eine gewisse Anzahl GFAP-positiver Zellen zu
erwarten ist, wurden die Befunde bei diesen Tieren als unspezifisch beurteilt.
Die Durchschnittswerte der 3 Ubrigen BSE-negativen Tiere (ESBE, Listeriose

und BKF), bei denen GFAP sichtlich erhdht war, wurden mit Durchschnitts-
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werten von den BSE-positiven Tieren verglichen. Die GFAP-Immunreaktivitat
bei den BSE-positiven Tieren war entweder gleich oder deutlich héher als bei
den BSE-negativen Tieren. Es liegt bei der BSE offensichtlich eine sehr
starke Aktivierung der Astrozyten vor, welche selbst bei aggressiven
Encephalitiden wie Listeriose oder BKF nicht beobachtet wird.

Bei Scrapie existiert eine positive Korrelation zwischen den vakuoléren
Veranderungen des Neuropils und einer Astrogliose (Pattison 1967). Bei BSE
scheint es eine ahnliche Korrelation zu geben (Gubler 2002). In der
vorliegenden Studie konnte keine Uberzeugende Verbindung zwischen den
beiden Lasionen festgestellt werden. Eine Auswertung der 6 BSE-positiven
Tieren ergab eine gewisse aber nicht sehr ausgepragte positive Korrelation

zwischen Astrogliose und Vakuolen des Neuropils (Abbildung 1).

Svynaptophysin

Im Mesencephalon aller Rinder konnte Synaptophysin immunhistochemisch
dargestellt werden. Im Gegensatz zu den BSE-negativen Tieren, deren
Synaptophysin-Immunreaktivitat als normalgradig angenommen werden
durfte, konnte in allen 5 BSE-Féllen nur ganz sparlich Synaptophysin im
Neuropil des N. rubers nachgewiesen werden. Dagegen zeigte die Synapto-
physin-Immunreaktivitdat auf der Zellmembran der Perikarya keinen Unter-
schied zu den Kontrolltieren.

Es gab eine gewisse Ahnlichkeit im neuronalen Verteilungsmuster von
Synaptophysin und PrP*°. Eine solche Feststellung machten Wells &
Wilesmith (1995) und Jeffrey et al. (1992). In den Neuronen wird PrP° haupt-
sachlich in den Synapsen exprimiert (Sales et al. 1998). Da PrP*® aus Konfor-
mationsveranderungen des PrP° entsteht, ist an der Stelle der PrP°-
Expression auch die PrPS°-Akkumulation zu erwarten.

Auffallig war der selektive Verlust der Synaptophysin-Immunreaktivitat im
Neuropil des N. ruber. Hier liegt moglicherweise einen Glutamat-induzierten
Verlust der dendritischen Synapsen vor: In Anwesenheit von PrP°¢ wird die
Glutamat-Aufnahme der Astrozyten gehemmt (Brown & Mohn 1999), wodurch
eine glutamat-induzierte exzitotoxische Vakuolisierung der synaptischen
Region und ein damit verbundener Verlust der Synapsen entsteht (Auer &
Sutherland 2002). Charakteristisch fiur den durch Hyperexzitation

verursachten Nervenzelluntergang sind selektive Lasionen an den Dendriten
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(Olney et al. 1971), bei denen die Dendriten als Folge einer Stérung in der
Elektrolyt- und Wasserhomdéostase anschwellen. Diese selektive Schadigung
der Dendriten mit ihren Synapsen konnte die verminderte Synaptophysin-

Immunreaktivitat im Neuropil des N. ruber erklaren.

NSE

Bei Patienten mit nvCJD wurde NSE in der Cerebrospinalflissigkeit
festgestellt (Green et al. 2001), was auf eine Schadigung der Nervenzellen
hinweist. Die Idee, die Paraffinschnitte der BSE-positiven Rinder
immunhistochemisch zusétzlich auf NSE zu untersuchen, basiert auf der
Uberlegung, ob die geschadigten Nervenzellen moglicherweise eine
verminderte NSE-Immunreaktivitat im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigen
konnten. Da die immunhistochemische Nachweisbarkeit von NSE als
Mafl3stab fur den neuronalen Metabolismus dient (Silverman 1992), kdnnten
dysmetabolische und praletale Nervenzellen eventuell mit dieser
Immunhistochemie dargestellt werden. Insbesondere Nervenzellen mit
ausschlieBlich  neuronalen Vakuolen, ohne weitere morphologische
Veranderungen, kdnnten eine verminderte Immunreaktivitat flr NSE zeigen.
Das Ergebnis der NSE-Immunhistochemie war allerdings nicht Uberzeugend.
Die BSE-negativen Tiere zeigten unabhangig von der Erkrankung eine sehr
uniforme NSE-Immunreaktivitdt. Im Gegensatz dazu war bei zwei BSE-
positiven Tieren eine deutlich verminderte NSE-Immunreaktivitat im N. ruber
festzustellen. Der N. ruber konnte insgesamt lediglich bei 3 Tieren untersucht
werden, da nach mehrmaligem Schneiden des Paraffinblocks fir diverse
Farbungen und immunhistochemische Untersuchungen bei 2 Tieren kein
Material im Mesencephalon mit dem N. ruber mehr vorhanden war. In 2 aus 3
Fallen wurde eine verminderte NSE-Immunreaktivitat im N. ruber festgestellt.
Das Ergebnis weist also auf eine potentielle Bedeutung der NSE-
Immunhistochemie fir die BSE-Diagnostik hin, die Gesamtzahl der
untersuchten Tiere ist jedoch nicht ausreichend, um eine Aussage machen zu

kdnnen.
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5.2. BSE-negative Tiere

Von den 20 BSE-negativen Rindern wurden bei 14 (70%) Tieren erhebliche
histopathologische Lasionen festgestellt. Die auf Basis dieser Lasionen
gestellten Diagnosen stimmen tendenziell mit den Ergebnissen ahnlicher
Studien Uberein, welche mit einer grol3eren Anzahl von Tieren in Danemark,
England und Schottland durchgefiihrt wurden (Agerholm et al. 2002; McGill &
Wells 1993; Jeffrey 1992). In Tabelle 51 wurde die prozentuale Diagnosen-
verteilung der BSE-negativen Tiere aus den obengenannten drei Studien
zusammengefasst, um einen Vergleich mit den eigenen Ergebnissen zu
ermoglichen. Obwohl die Gesamtzahl der untersuchten Tiere geringer war,
wurde im Vergleich zu den anderen Studien keine unverhaltnismafiigen
Abweichungen in der prozentualen Verteilung der Differentialdiagnosen

festgestellt.

1 2 3 4
Listeriose 20% 11% 8% 36%
andere bakterielle Encephalitiden| 5 (20**) 2 (17*%) | 1,8(8,5**) 20**
ESBE 10 10 3,5
BKF 5 1,2 unbekannt
andere virale Encephalitiden 0 0,8 2,3
CCN 5 1,2 1,8* 1,7
Hirnbdem 15 unbekannt 3,5
Neoplasie 0 1,6 2,3 4,5
Arthritis purulenta/Trauma 5 0 0 0
Ohne histopathologischen Befund 30 43 53 35
Gesamtzahl der Tiere 26 225 200 174

Tabelle 5-1: Prozentuale Verteilung der Diagnosen der BSE-negativen Tiere

1: Lehrstuhl fur Allg. Pathologie u. Neuropathologie der Tierarztl. Fakultat, LMU Minchen
2: Jeffrey, Lasswade Veterinary Laboratory, Scottland

3: McGill & Wells, Central Veterinary Laboratory, U.K.

4: Agerholm et al., Danish Veterinary Institute, Copenhagen

* CCN und Hirnédem wurden zusammengerechnet

** unabhangig von Atiologie wurden alle Meningoencephalitiden zusammengerechnet
(ausgenommen Listeriose)
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Die haufigste neuropathologische Diagnose bei den BSE-negativen Tieren war
die Listerien-Encephalitis (20 %), die somit eine bedeutende differential-
diagnostische Erkrankung der BSE darstellt. In Schottland wurden in 11 %, in
England in 8% und in Danemark sogar in 36 % der BSE-negativen Rinder
Listeriose diagnostiziert. Da die Listeriose oft in den Wintermonaten beobachtet
wird, ist bei dem klinischen Verdacht auch die Jahreszeit zu bertcksichtigen. 3
der 4 Falle mit Listeriose aus der vorliegenden Studie wurden in Januar und
Februar eingeliefert.

Bei einem Tier wurde eine Mykobakterium-Infektion mit Beteiligung des ZNS
festgestellt. Tuberkulose wurde bislang nicht als Differentialdiagnose der BSE
erwahnt, was vermutlich daran liegt, dass heute in Europa die Rinder-
tuberkulose sehr selten auftritt. Seit 1996 halt Deutschland den Status ,frei von
Rindertuberkulose” (EU-Entscheidung 87/76/EG). Demnach sind seit 10 Jahren
99,9% der Rinderbestéande amtlich anerkannt frei von Rindertuberkulose. Aus
diesen Grunden kann die Rindertuberkulose zwar aus der Liste der Differential-
diagnosen nicht ausgeschlossen werden, die Wahrscheinlichkeit des
Vorkommens von einem solchen Fall ist jedoch als sehr gering einzuschatzen,
insbesondere da nicht jede Mykobakterium-Infektion mit einer Beteiligung des
ZNS verbunden ist.

Unter den 6 Tieren mit bakteriellen Infektionen befand sich ein Fall von
Aktinobazillose des Waldeyer'schen Rachenrings. Die granulomatdse
Veranderungen in diesem Bereich reichten aus, um die neurologische Sympto-
matik auszulésen. Das ZNS war nicht beteiligt. Im Gehirn wurden vereinzelt
geringgradige lymphozytére perivaskulare GefaRinfiltrate und Kugelblutungen
beobachtet, die als chronisch-subklinische Vorgéange, und damit als Zufalls-
befunde betrachtet wurden.

In 15 % der BSE-negativen Tiere wurden virale Encephalitiden nachgewiesen,
die aus einem Fall (5%) von Bdsartigem Katarrhalfieber und zwei Fallen (10%)
von Europaischer Sporadischer Boviner Meningoencephalitis bestanden. Das
Vorkommen vom BKF als Differentialdiagnose zur BSE ist von Jeffrey (1992)
erwahnt worden, der im Rahmen seiner Studie 3 Félle (1,2%) diagnostizierte.
Bei 10% der BSE-negativen Tiere wurde ESBE festgestellt, die eine
bedeutende Differentialdiagnose zur BSE darstellt. Jeffrey (1992) und McGill
(1993) registrierten in ihren neuropathologischen Studien an BSE-Verdachts-

rindern in 10% bzw. in 3,5 % der Félle ESBE. Die Diagnose in der vorliegenden
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Arbeit erfolgte nach histopathologischer Untersuchung und nach Ausschluss
von differentialdiagnostischen Krankheiten wie Borna'sche Krankheit oder
Tollwut. Theil et al. (1998) charakterisierte die ESBE und teilte sie histologisch
in drei Gruppen ein (siehe 2.4.1.5). Die zwei Falle der vorliegenden Studie
konnten in die von Theil et al. beschriebenen Gruppen eingeteilt werden. Von
besonderem Interesse war ein Fall, bei dem eine starke Beteiligung des
Cerebellums mit Reduktion der Purkinjezellen beobachtet wurde.

Bei einem Tier (5%) wurde Cerebrocorticalnekrose festgestellt. In den BSE-
Verdachtsstudien aus England, Schottland und D&nemark wurde ebenfalls
vereinzelt CCN diagnostiziert, wobei der prozentuale Anteil stets unter 2%
blieb. Normalerweise wird CCN nach Umstellung von Fitterungen bei Rindern
bis ca. 18 Monaten beobachtet. In dem vorliegenden Fall bleibt die Atiologie
der CCN unklar, da das Rind schon 4 Jahre alt war, und andere Tiere der
Herde nicht erkrankt waren.

In 3 Fallen (15%) wurde Hirnddem diagnostiziert. Die Diagnose Hirnddem wird
aus der histologischen Morphologie abgeleitet, stellt jedoch keine eigen-
standige Erkrankung dar. Die Atiologie des Hirnddems ist meist in toxisch/-
hypoxischen Einwirkungen zu finden. In keinem der drei Falle konnte die
Ursache ermittelt werden. In anderen Studien Giber BSE-Verdachtsrinder ist das
Hirnbdem, wenn auch in geringem Ausmal3, stets unter den untersuchten
Rindern festgestellt worden.

Bei einem Tier konnte die neurologische Symptomatik durch diverse Traumata
erklart werden. Das Tier zeigte zusatzlich zu den Klauenproblemen, eine
Schwanz spitzennekrose, eine Fraktur auf Hohe der 8. Rippe und eine fibrindse
Pleuritis. Die Befunde im Gehirn waren nur geringgradig ausgepragt, so dass
diese als Zufallsbefunde betrachtet wurden. In keiner der anderen Differential-
diagnose-Studien wurde Trauma angegeben. Insbesondere bei ausgepragten
Verletzungen wie in diesem Fall ware bei einem aufmerksamen Tierbesitzer
vermutlich auch kein BSE-Verdacht ausgesprochen worden.

In 6 Fallen war keine neuropathologische Diagnose mdglich. Davon wurde bei
zwei Tieren hamatologisch Hypomagnesamie diagnostiziert. In beiden Fallen
wurden im Gehirn geringgradige lymphozytare, perivaskulare Gefalinfiltrate mit
Astrogliose, Mikrogliose und axonalen Schwellungen beobachtet. Bei einem
Tier traten die Verdnderungen verstarkt im Cerebellum auf, wo auch

eosinophile Purkinjezelldegenerationen festgestellt wurden. Morphologisch
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ahnelten diese Lasionen einer schwach ausgepragten ESBE, wurden in diesem
Fall jedoch als unspezifisch beurteilt. Solche geringgradige entziindliche Ver-
anderungen des Gehirns koénnen beim Rind subklinisch verlaufen. In einer
neuropathologischen Studie mit 506 klinisch gesunden Rindern wurden bei
30% der Tiere perivaskulare Rundzellinfiltrate der Gefal3e festgestellt (Gavier-
Widen et al. 2001). Da die Tiere Klinisch nicht auffallig waren, wurden diese
Veranderungen als haufig vorkommende, subklinische Entziindungen unklarer
Atiologie betrachtet (Gavier-Widen et al. 2001).

Bei 4 der 6 Tiere ohne neuropathologische Diagnose wurden nur geringe
histologische Lasionen festgestellt. Bei einem Tier waren geringgradige
lymphozytare, perivaskulare, GefaRinfiltrate und axonale Schwellungen zu
sehen, die aber wegen der geringen Auspragung vermutlich subklinisch
verliefen. Bei einem anderen Tier mit axonalen Schwellungen und
spongiformen Auflockerungen des Neuropils wurde eine toxische Atiologie
vermutet, jedoch nicht bestétigt. Bei fehlender neuropathologischer Diagnose
ist immer an Stoffwechselerkrankungen wie Hypomagnesamie, nervose Form
der Ketose oder Hypocalcamie zu denken, welche hauptsachlich funktionelle
Storungen verursachen. Der Prozentsatz der Tiere ohne pathologischen
Befund ist in allen Studien sehr gro3 (siehe Tabelle 5-1), womit die
differentialdiagnostische Bedeutung von Stoffwechselerkrankungen zur BSE

unter strichen wird.

Bei den BSE-negativen Tieren wurden vakuolare Degenerationen von Nerven-
zellen haufig beobachtet. Im N. ruber und in den Nn. habenulares wurden in
69% bzw. in 45 % der Tiere neuronale Vakuolen festgestellt. Bei 40% der Tiere
traten die Vakuolen in beiden Kerngebieten auf. Vereinzelt wurden neuronale
Vakuolen in anderen Bereichen wie in der Formatio reticularis, im Lobus
piriformis und in den Kleinhirnkernen (N. interpositus, N. dentatus, N. fastigii)
beobachtet. Die pathologische Bedeutung dieser Vakuolen ist unklar. Sie traten
namlich bei verschiedenen Krankheitsbildern auf (Listeriose, Aktinobazillose,
Hypomagnesamie, ESBE usw.), aber es war nicht mdglich einen
Zusammenhang zwischen der Erkrankung und dem Auftreten der Vakuolen
festzustellen, da Vakuolen auch bei Tieren ohne pathologischen Befund zu
finden waren. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass es sich um unspezifische

Lasionen handelt. Ein Zusammenhang mit dem Alter der Tiere war ebenfalls
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nicht eindeutig festzustellen. Das Durchschnittsalter aller BSE-negativen Tiere
und aller Tiere mit neuronalen Vakuolen (unabhangig vom betroffenen
Kerngebiet) betrugen 6,3 bzw. 6,5 Jahre. Das Durchschnittsalter der Tiere mit
neuronalen Vakuolen im N. ruber war 7 Jahre. Méglicherweise ist zumindest
beim N. ruber eine altersabhangige Korrelation vorhanden.

In der BSE-Studie von McGill und Wells (1993) wurden bei 52,5% der Tiere
Vakuolen im N. ruber beobachtet. Gavier-Widen et al. (2001) dokumentierte
neuronale Vakuolen im N. ruber und in den Nn. habenulares bei 64,3% bzw.
50,1% der 506 Tiere, die keine neurologische Symptomatik zeigten. Diese
Zahlen stimmen mit den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Zahlen Uberein.
Uber das Vorkommen von neuronalen Vakuolen bei gesunden Rindern in
Kerngebieten aufRer im N. ruber und in den Nn. habenulares ist in diversen
Arbeiten berichtet worden (Guarda et al. 1995; Gavier-Widen et al. 2001). Auch
bei gesunden Schafen wurden neuronale Vakuolen beobachtet (Zlotnik &
Rennie 1957, 1958). In einem moglicherweise pathologischen Zusammenhang
wurden vakuolare Degenerationen von Nervenzellen in einem Fall von Tollwut
(Foley & Zachary 1995) und bei der spastischen Parese (Ledoux 2001)
beschrieben. Derzeit wird jedoch im allgemeinen angenommen, dass
neuronale Vakuolen bei Rindern, vor allem im N. ruber, unspezifische
Veranderungen ohne nosologische und somit pathologische Bedeutung sind.
Die Anzahl der von Vakuolen betroffenen Nervenzellen in einem bestimmten
Kerngebiet war meist sehr gering (geschatzt: 1-2 Nervenzellen/Kerngebiet),
aber eine genaue Zahl konnte nicht ermittelt werden, da in den histologischen
Schnitten der verschiedenen Tiere die Kerngebiete nicht alle auf gleicher Hohe
getroffen waren. In der Studie von McGill und Wells (1993) waren im N. ruber
durchschnittlich 1,6 Nervenzellen vakuolisiert, und der durch Lewandowsky et
al. (1967) ermittelte Prozentsatz der von Vakuolen betroffenen Neuronen im N.
ruber betragt 5%.

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht ermittelt ob die Vakuolen uni- oder
bilateral auftraten, da eine Halite des Gehirns fur weiterfihrende

Untersuchungen eingefroren wurde.

Bei 60% der BSE-negativen Tiere wurden Auflockerungen im Neuropil

beobachtet. Diese waren in vielen verschiedenen Bereichen des Gehirns zu

sehen, wobei die Substantia grisea haufiger als die Substantia alba betroffen

104



war. Obwohl die Vakuolen morphologische Ahnlichkeit zu den BSE-
assoziierten Vakuolen aufwiesen, traten sie deutlich weniger regelmafRlig und
weniger dicht nebeneinander auf. Diese Vakuolen mussen von der bei der BSE
vorkommenden spongiformen Auflockerung des Neuropils abgegrenzt werden,
da es sich bei Prionerkrankungen vermutlich um exzitotoxische dendritische
Lasionen (siehe2.3.2.4) handelt. Die Vakuolisierung des Neuropils bei den
BSE-negativen Tieren dagegen ist vermutlich auf eine spongiforme Degene-
ration der Myelinscheiden in den Oligodendrozyten zurlckzufuhren, die bei
Tieren meist einen toxischen oder hepatotoxischen Ursprung haben. Auch bei
Stoffwechselerkrankungen wurden Auflockerungen des Neuropils beobachtet
(Hooper 1999). Die Herkunft und Ursache der Vakuolisierung blieb bei den
BSE-negativen Tieren zum grof3en Teil ungeklart, insbesondere weil das Ver-
teilungsmuster unregelmaflig war. In manchen Fallen kdnnten auch
histologische Artefakte eine Rolle gespielt haben. Von einer Valuolisierung in
der Substantia alba bei alten Tieren ist berichtet worden. Bei Ratten ist
Vakuolisierung der Substantia alba einer der haufigsten altersassoziierten Ver-
anderungen des ZNS, aber beim Rind konnte dieses Phanomen nicht
beobachtet werden (Gavier-Widen et al. 2001). Auch in den eigenen
Untersuchungen konnte keine Korrelation zwischen Alter und Vorkommen von
Vakuolen im Neuropil festgestellt werden. Das Durchschnittsalter der BSE-
negativen Tiere mit Vakuolisierungen des Neuropils (Substantia alba et grisea)
betrug 6,1 Jahre (Altersdurchschnitt aller BSE-negativen Tiere: 6,3 Jahre).

Bei 30 % der BSE-negativen Tiere wurden mikrovakuolare Veranderungen im
Neuropil des Hippocampus beobachtet. Meist war die graue Substanz im
Bereich der Pyramidenzellen betroffen. Dieses Phanomen wurde bei allen
BSE-positiven Tieren beobachtet, aber die pathologische Bedeutung konnte im

Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden.

Eine Grol3zahl von pathologischen Vorgéangen sind mit der Schwellung von
Axonen verbunden, dazu gehoren Neoplasien, degenerative Erkrankungen,
Entzindungen, toxisch/hypoxische Einwirkungen und Stoffwechselstérungen.
Axonschwellungen koénnen auch mit zunehmendem Alter als altersbedingte
Veranderungen ohne Klinische Bedeutung auftreten. Borras et al. (1999)
stellten bei Uber 12 Jahre alten Hunden axonale Schwellungen mit 50%

Inzidenz fest.
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Axonale Schwellungen wurden bei 70% der BSE-negativen Tieren festgestellt.
In wiederum 79% dieser Falle war ein Zusammenhang mit der neuro-
pathologischen Diagnose zu erkennen (z.B. Hypomagnesamie, Listeriose,
usw.). Die restlichen 21% (3 Tiere) zeigten axonale Schwellungen in dem Myel-
und Mesencephalon, ohne dass eine dezidierte neuropathologische Diagnose
gestellt werden konnte. Obwohl dieses nicht tatsachlich nachgewiesen wurde,
litten diese Tiere vermutlich an Stoffwechselerkrankungen oder Vergiftungen,
die das Auftreten von axonalen Schwellungen erklaren wirde. Insgesamt wird
festgestellt, dass die axonale Schwellung zwar sehr haufig beobachtet wird,
steht aber meist in Zusammenhang mit einem nachvollziehbaren patho-
logischen Zustand. Auffallig war das haufige Auftreten der Axonschwellungen
im N. ruber bei 37,5% aller BSE-negativen Tiere. Gavier-Widen et al. (2001)
dagegen berichtet von einem haufigen Vorkommen der axonalen Schwellungen
in den Nn. vestibulares, was in den eigenen Untersuchungen nur bei einem

Tier beobachtet wurde.

Die Verteilung der Astro- und Mikrogliose (Gliose) bei den BSE-negativen
Tieren ist in Tabelle 45 zusammengefasst. In Tabelle 44 wurde die Gliose
nicht beriicksichtigt, da diese diffus in verschiedenen Gehirnarealen der Tiere
verteilt war und sich nicht auf ein oder zwei Kerngebiete beschrankten. Sowohl
Astrogliose als auch Mikrogliose sind histologische Veranderungen, die nach
allen Arten von ZNS-Insulten entstehen. Ihr Vorkommen ist demnach
unspezifisch und weist nicht auf eine bestimmte Erkrankung hin. Die
Auswertung der Gliose bei den BSE-negativen Tieren dient in erster Linie dem
Vergleichszweck, um das BSE-bedingte Ausmafld der Astro- und Mikrogliose

abschétzen zu kénnen (siehe 5.1).
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6 Zusammenfassung

In einem Zeitraum von 14 Monaten wurden am Lehrstuhl fir Allgemeine
Pathologie und Neuropathologie der Tierarztlichen Fakultdt an der LMU
Minchen 26 Rinder aus Bayern mit einem amtlichen Verdacht auf BSE
neuropathologisch untersucht, um die Veranderungen der einzelnen Hirnareale
und Kerngebiete dokumentieren zu kénnen. Bei den BSE-negativen Tieren, die
den BSE-positiven Rindern differentialdiagnostisch gegeniber standen, wurden
5 bis 6 histologische Schnitte mit reprasentativen Hirnarealen untersucht. In
Ergadnzung zu der Histologie wurden immunhistochemische Untersuchungen
fir PrP>°, GFAP, Synaptophysin und NSE im Mesencephalon auf Hohe des
Nucleus ruber durchgefuhrt. Als Negativkontrollen fur die Immunhistochemie
dienten 8 BSE-negative Tiere, die in 5 differentialdiagnostische Gruppen
eingeteilt wurden (bakterielle Encephalitis, virale Encephalitis, Hirnddem,

Arthritis purulenta und Gehirne ohne histopathologischen Befund).

In 6 Fallen wurde der BSE-Verdacht vom Landesuntersuchungsamt Sud mittels
Western-Blot-Analyse bestétigt. In den Gehirnen dieser Rinder wurden BSE-
charakteristische histologische Veranderungen beobachtet: vakuolare Degene-
rationen der Nervenzellen, spongiforme Auflockerungen des Neuropils, Astro-
gliose, Mikrogliose und axonale Schwellungen. Diese histologischen Lasionen
waren insbesondere in der Formatio reticularis des Stammhirns stark ausge-
pragt. Im Gegensatz dazu waren im Kleinhirn und in der GrofRhirnrinde kaum
histopathologische Veranderungen festzustellen. In allen 6 Fallen wurde eine
deutliche Vermehrung des neuronalen Lipofuszins in diversen Kerngebieten
der Formatio reticularis beobachtet. Moglicherweise besteht eine Korrelation
zwischen dieser Lipofuszin-Akkumulation und einer spateren vakuolaren

Degeneration dieser Neuronen.

Im Mesencephalon aller BSE-positiven Tiere konnte PrP*  immunhisto-
chemisch dargestellt werden. Wahrend im Nucleus ruber und Nucleus n. oculo-
motorii eine mittelgradige PrP®°-Akkumulation beobachtet wurde, war die
Menge von PrP° in der Substantia nigra und im N. tractus mesencephalici n.
trigemini gering. Es wurde keine Korrelation zwischen Schweregrad der

histologischen Lasionen und Menge der PrPS°-Akkumulation festgestellt. Prps°
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konnte allerdings stets an Stellen nachgewiesen werden, an denen vakuolare
Veranderungen vorkamen.

GFAP als Marker der Astrogliose wurde bei allen BSE-positiven Tieren immun-
histochemisch nachgewiesen. Der Nucleus ruber und die Substantia grisea
centralis zeigten eine besonders starke Immunreaktivitat. Im Vergleich zu den
Kontrolltieren war die Gesamtzahl der GFAP-positiven Astrozyten bei den BSE-
Rindern eindeutig hoher.

Die Immunreaktivitat fir Synaptophysin als Marker der Synapsendichte war bei
den BSE-positiven Tieren im Neuropil des Nucleus ruber deutlich vermindert.
Die normalgradige Synaptophysin-Immunreaktivitat auf der Zellmembran der
Perikarya deutet auf einen dendriten-bezogenen Verlust der Synapsen.
Verglichen mit den BSE-negativen Tieren war im N. ruber von 2 BSE-Féllen die
NSE-Immunreaktivitat der Nervenzellsomata reduziert. Die Bedeutung dieses

Ergebnisses bleibt unklar, da die Fallzahl fur eine Auswertung nicht ausreichte.

Die BSE-negativen Tiere waren im Hinblick auf die Differentialdiagnosen zur
BSE von Bedeutung. Haufigste differentialdiagnostische Erkrankungen waren

Listeriose, virale Encephalitiden, Hirnddem und Hypomagnesamie.

Sowohl in der Histologie als auch in der Immunhistochemie zeigte der N. ruber
des Mesencephalons bei den BSE-positiven Tieren ein hohes Mal} an
Veranderungen. Die Interpretation dieser Veranderungen wird allerdings durch
die Tatsache erschwert, dass auch in BSE-negativen Tieren haufig neuronale
Vakuolen des Nucleus ruber beobachtet wurden. In der vorliegenden Studie
wurden in 69% der BSE-negativen Rinder neuronale Vakuolen im Nucleus
ruber festgestellt. Diese Nervenzellen waren jedoch nicht mit PrP* in der
Immunhistochemie darstellbar. Die Ursache dieser Vakuolenbildung bleibt
demnach ungeklart, stellt aber sicherlich nicht das Symptom einer unerkannten

.Sporadischen BSE" dar.
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7 Summary

Neuropathological findings in Bavarian cattle with a clinical suspect of

Bovine Spongiform Encephalopathy.

During a period of 14 months, 26 Bavarian cattle with a clinical suspect of BSE
were introduced to the Institute of Veterinary Neuropathology at the LMU in
Munich. The brains of these animals were subjected to neuropathological
examinations. Histological observations were documented from all brain
regions of the BSE-positive cattle. In the BSE-negative cases 4 to 5
representative brain areas were examined. Immunocytochemical investigations
for PrP>, GFAP, Synaptophysin and NSE were conducted on the
mesencephalon containing the red nucleus. The negative controls were
obtained from 8 BSE-negative animals that were divided into 5 disease groups:
bacterial encephalitis, viral encephalitis, brain edema, arthritis purulenta and

brains without histopathological abnormalities.

In 6 cases BSE was confirmed via Western blot analysis. Characteristic histo-
logical lesion profiles including neuronal vacuoles, spongy changes in the
neuropil, astrogliosis, microgliosis and axonal spheroids were observed in the
brains of all BSE-positive animals. These lesions were mostly concentrated in
the formatio reticularis of the brain stem. Practically no lesions were observed
in the cerebellum and in the cortex cerebri. An increased amount of neuronal
lipofuscin was noted in diverse nuclei of the formatio reticularis. Possibly there
exists a correlation between the elevated accumulation level of lipofuscin and

later vacuolar degeneration of nerve cells.

An immunocytochemical reaction for PrP* was observed in the
mesencephalon of all BSE-positive animals. PrPS°-accumulation was significant
in the red nucleus and oculomotor nucleus, while moderate in the substantia
nigra and nucleus tractus mesencephalici n. trigemini. No correlation was found
between the severity of the histological lesion profiles and the amount of Prp=-
accumulation. However, the location of vacuoles coincided with the location of
PrP*-deposits.

Immunoreactivity for GFAP, a marker for astrogliosis, was observed in all BSE-

positive animals. Especially the red nucleus and the substantia grisea centralis
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stained strongly for GFAP. In comparison to the control animals there was a
significant increase of GFAP-positive astrocytes in animals affected with BSE.
In the red nucleus of the BSE cattle there was an obvious decrease in the
neuropil staining for synaptophysin, a marker for synaptic density.
Synaptophysin was not reduced in the cell membrane of the perikaryon. These
findings may imply the loss of synaptic functions specifically in the dendrites.

In 2 cases of BSE the immunocytochemical reaction for NSE in the red nucleus
was reduced. The interpretation of this result remains unclear due to the low

number of examined cases.

The BSE-negative animals were of importance in regard to the differential
diagnosis of BSE. The most commonly diagnosed diseases were listeriosis,

viral encephalitis, brain edema and hypomagnesaemia.

Significant lesion profiles were observed in the red nucleus both in the histology
and in the immunocytochemistry. However, precaution is needed in the
interpretation of these changes, due to the fact that neuronal vacuoles are
commonly found in cattle without BSE. In the present study vacuoles of the red
nucleus were observed in 69% of the BSE-negative animals. However, these
nerve cells did not stain for PrP*, thus leaving the etiology of such vacuolar
formation unclear. Nevertheless, these vacuoles should not be considered in

relation with a yet unidentified “sporadic” form of BSE.
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