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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Bereits vor 2000 Jahren wurde die Epiphyse von dem Arzt und Anatom Galen
von Pergamon als Driise beschrieben. Der Philosoph René Descartes machte die
Epiphyse im 17. Jahrhundert als Sitz der Seele populdr (Rodin und Overall, 1967).
Uber Jahrhunderte war ihre Funktion unbekannt, erst im letzten Jahrhundert
wurden die Funktionen der Epiphyse erforscht und dem endokrinen System
zugeordnet. Zusammen mit dem Hypothalamus und der Hypophyse gehért die
Epiphyse dem hochsten Zentrum des endokrinen Systems an (Khavinson und
Linkova, 2012). Nach der Niere ist die Epiphyse das am starksten durchblutete
Organ (Goldman und Wurtman, 1964).

McCord und Allen untersuchten 1915 die Wirkung von Epiphysenextrakt auf
Kaulquappen und entdeckten, dass die Kaulquappen, die mit Rinderepiphysen
gefittert wurden, einheitlich heller und sogar durchsichtig wurden (Mccord und
Allen, 1917). Erst 1958 isolierten Lerner et al. (1960) die Substanz N-acetyl-5-
methoxytryptamin aus Rinderepiphysen, die zur Aufhellung der Kaulquappen
fihrte und nannten sie Melatonin (Lerner et al., 1960). Das Melatonin wird von
der Epiphyse synthetisiert und erreicht nachts die hochsten Werte im Blut (Gusek,
1981). Melatonin nimmt Einfluss auf den saisonalen Rhythmus und in der Folge
uber die Hypothalamus-Gonaden-Achse auf die Fortpflanzungsorgane (Nickel et
al., 1992a; Salomon et al., 2008)

Ziel dieser Arbeit war es, die pathohistologischen Veranderungen der Epiphyse
beim Pferd aufzuzeigen, sowie eine quantitativ-stereologische Analyse
durchzufiihren, um die Einflisse von Alter, Geschlecht, Zuordnung
GroRpferd/Pony und Saison auf das Gesamtvolumen der Pinealzellen zu
untersuchen. Alle Pferdeepiphysen der vorliegenden Arbeit wurden zwischen
2008 und 2012 aus dem Sektionsgut des Instituts fur Tierpathologie der Ludwig-

Maximilians-Universitat Minchen enthommen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Die Epiphyse

Die Epiphyse ist unter den Synonymen Epiphysis cerebri, Zirbeldriise oder
Glandula pinealis bekannt, da ihre Form beim Menschen der eines Pinienzapfen
gleicht (Nickel et al., 1992a). Bei Wirbeltieren ist die Epiphyse ein unpaares,
intrakraniell gelegenes Organ. Im Gegensatz zu den héheren Wirbeltieren liegt bei
Reptilien ein Teil, der als Parapinealorgan bezeichnet wird, zwischen dem
knochernen Schéadel und der Haut auf der Stirn. Das Parapinealorgan dient als
sogenanntes ,,Drittes Auge® dazu, Lichtsignale zu erkennen, neuronal
weiterzuleiten und &hnelt damit funktionell den Zapfen der retinalen Sinneszellen
der Wirbeltiere. Bei hoheren Wirbeltieren steht die sekretorische Funktion der
Epiphyse im Vordergrund (Gusek, 1981).

2.1.1 Embryologie

Die Entwicklung der Epiphyse steht genauso wie die von Hypophyse und
Nebenniere im Zusammenhang mit der Entwicklung des Nervensystems (Schnorr
und Kressin, 2006).

Die Gehirnentwicklung beginnt mit der blaschenférmigen Gehirnanlage aus Erst-
und Zweithirn, welches ohne scharfe Grenze ins Rickenmark Ubergeht. Aus
diesem entwickelt sich das hufeisenformige Dreiblasenstadium aus
Prosencephalon (Vorderhirn), Mesencephalon (Mittelhirn) und Rhombencephalon
(Rautenhirn). Darauf folgt das Fiunfblasenstadium, in welchem das
Prosencephalon in Telencephalon (Endhirn) und Diencephalon (Zwischenhirn)
differenziert und das Rhombencephalon in Metencephalon (Hinterhirn) und

Myelencephalon (Nachhirn) (Schnorr und Kressin, 2006).

Die Entwicklung der Epiphyse beginnt beim Menschen im zweiten
Schwangerschaftsmonat. Im kaudalen Teil des Daches des Diencephalons entsteht
eine Epithelverdickung, aus der sich die Epiphysenknospe ausstiilpt (Nickel et al.,
1992b; Macchi und Bruce, 2004; Schnorr und Kressin, 2006).
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2.1.2 Topografie und Anatomie

Die Epiphyse ist ein oval bis rundliches unpaares Organ, welches zwischen der
Commissura habenularum und der Commissura caudalis gelegen ist (Nickel et al.,
1992b). Untersuchungen an Ratten zeigen, dass die Epiphyse nach der Niere das
am starksten durchblutete endokrine Organ des Korpers ist (Goldman und
Wurtman, 1964). Kapillaren und Venolen finden sich sowohl peripher als auch
zentral, wohingegen Arterien bei den meisten Tierarten nur peripher auftreten
(Gusek, 1981).

2.1.2.1 Topografie

Das Zwischenhirn liegt rostral des Mittelhirns und ventral der
GroBhirnhemispharen (Salomon et al.,, 2008). Das kaudale Ende des
Diaenzephalons wird von der Commissura caudalis, der Epiphyse und der
Commissura habenularum gebildet (Salomon et al.,, 2008). Die Commissura
caudalis, die Habenulae, die Commissura habenularum, der Nuclei habenulares
sowie die Epiphyse gehdren dem Epithalamus an (Salomon et al., 2008). Die
Epiphyse ist Uber zwei dinne Markbindel (Habenulae) mit dem Thalamus
verbunden, diese Biindel werden auch als Epiphysenstiel bezeichnet (Salomon et
al., 2008). Die Epiphyse liegt kaudodorsal des dritten Ventrikels, aus diesem
Ventrikel zieht ein Auslaufer in die Basis der Epiphyse (Salomon et al., 2008).

2.1.2.2 Anatomie

Zwischen den Hausséugetieren bestehen betréchtliche Unterschiede in Form und
GroRe der Epiphyse. Zudem gibt es aber auch individuelle Unterschiede sowie
Geschlechts- und Altersunterschiede im Volumen der Epiphyse und auch
Lichtverhaltnisse kdnnen die Epiphysengrofie beeinflussen (Nickel et al., 1992a).
Die geografische Lage und die damit verbundenen Witterungsbedingungen
nehmen ebenfalls einen gewissen Einfluss auf die GroRe der Epiphysen von
Wirbeltieren. Dabei wurden gréRere Epiphysen in kélteren Gebieten der Erde
gefunden (Ralph, 1975; Tan et al., 2018). Es konnte gezeigt werden, dass die
Epiphyse von adiptsen Menschen signifikant kleiner ist als die Epiphyse von
schlanken Menschen (Grosshans et al., 2016; Tan et al., 2018).

Durchschnittlich wiegt die Pferdeepiphyse ca. 200 mg, hat eine L&nge x Breite
von 8x4 mm (eine dritte Dimension wird Ublicherweise nicht angegeben) und ist
rundlich bis birnenférmig (Cozzi und Ferrandi, 1984; Nickel et al., 1992a). Im
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Vergleich ist die erdnussformige Epiphyse des Rindes mit 300 mg etwas schwerer
und mit 16x8 mm etwas groRer. Beim Hund dagegen ist sie konisch,
lanzettformig, 10 mg leicht und 3x3 mm grof3. Diese Mal3e sind allerdings nur
Anhaltspunkte und unterliegen grof3en individuellen Schwankungen. Auch in der
Farbung gibt es tierartliche Unterschiede, wéhrend die Epiphyse bei Pferd und
Rind braun bis grauschwarz geférbt ist und sich beim Pferd im Alter vermehrt
fleckig braunschwarz verfarbt (Abbildung 1), erscheint die Epiphyse beim
Fleischfresser weildgrau (Nickel et al., 1992a). Beim Menschen wird ein Gewicht
zwischen 100-180 mg, eine GroéRe von 5-9x3-6 mm angegeben, wobei das
Gewicht alters- und geschlechtsabhdngig ist. Die Epiphyse erreicht ihr
Gewichtsmaximum beim Menschen zwischen dem 40igsten bis 50igsten
Lebensjahr, wobei bis zum 30igsten das Durchschnittsgewicht der mannlichen
Epiphyse, das der weiblichen Ubertrifft, dieses Verhéltnis dreht sich nach dem
30igsten Lebensjahr um (Gusek, 1981).

Abbildung 1: Epiphyse, Pferd, S 1283/09

2.1.2.3 Innervation

Die Steuerung der Sekretionstatigkeit der Epiphyse erfolgt tiber Lichtimpulse, die
von der Retina Uber den Hypothalamus, den thorakalen Abschnitt des
Rickenmarks und das Ganglion cervicale craniale zur Epiphyse weitergeleitet
werden (Koénig und Liebich, 2009). Diese aus dem oberen Halsganglion
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stammenden, postgangliondren sympathischen Nervenfasern verlieren beim
Eintritt in die Zirbeldrise ihre Markscheide (Junqueira et al., 2013). Es erfolgt
demnach keine Innervation der Epiphyse durch das GroBhirn, sondern
ausschlieBlich durch das Ganglion cervicale craniale (Gusek, 1981). Bei Primaten
wurde neben den sympathischen auch parasympathische Nervenfasern

nachgewiesen (Junqueira et al., 2013).

2.1.3 Histologie

Die Zirbeldrise ist umgeben von der Pia mater, ausgehend von dieser ziehen
Bindegewebssepten mit BlutgefaBen und marklosen sympathischen Nervenfasern
in das Epiphysengewebe und teilen es in unvollstdndig getrennte Lappchen
(Junqueira et al., 2013). Die sekretorischen Pinealozyten (modifizierte
Photorezeptoren) bilden mit den interstitiellen Zellen und den Gliazellen
(Astrozyten) das Parenchym der Zirbeldrise (Kuhnel, 2002; Sobotta und Welsch,
2005). Im Alter erhoht sich der Bindegewebsanteil in der Epiphyse (Junqueira et
al.,, 2013), zudem entstehen in den Epiphysen von Menschen, Ratten,
Rennmausen und einigen Vogeln Ablagerungen von Kalksalzen, die als Azervuli
bezeichnet werden (Nickel et al., 1992a; Vigh et al., 1998; Kuhnel, 2002). Diese
sind in Form und Grole variabel und sind rontgenologisch darstellbar (Nickel et
al., 1992a).
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Abbildung 2: Epiphyse, Pferd, S 265/10, HE-Farbung

Die Pinealzellen, bzw. Pinealozyten sind rundlich bis polygonal und schwach
basophil (Abbildung 3). Sie besitzen einen chromatinarmen, gelappten,
unregelmaRigen Kern mit deutlichem Nucleolus (Kihnel, 2002; Jungueira et al.,
2013). Elektronenmikroskopisch (Abbildung 4) weisen Pinealozyten zahlreiche
Mikrovilli und freie Ribosomen, kleine zytoplasmatische Vesikel sowie ein
ausgedehntes, glattes endoplasmatisches Retikulum auf (Junqueira et al., 2013).
Sowohl die Mitochondrien als auch der Golgi-Apparat sind nicht vollstandig
entwickelt. Darlber hinaus fallt das lipochrome Pigment Lipofuscin auf. Anhand
einer Imprégnierung mit Silbernitrat konnte histologisch gezeigt werden, dass die
Pinealzellen lange Fortsatze haben, die bis an die GefélRe heranreichen (Junqueira
etal., 2013).
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Abbildung 3: Epiphyse, Pferd, S 265/10, HE-Farbung, Pinealzellen,
Melanozyte

Abbildung 4: Elektronenmikroskopisches Bild von Pinealzellen einer
menschlichen  Epiphyse, dunner Pfeil: faltige Kernmembran und
endoplasmatisches Retikulum, dicker Pfeil: Pigment (Bildquelle: Al-Hussain
et al., 2006)

Charakteristisch fur interstitielle Zellen sind die langlichen Zellkerne sowie die
langen Zytoplasmafortsédtze mit den vielen feinen Filamenten, wodurch sie sich
leicht von den Pinealzellen unterscheiden lassen. Neben den Pinealozyten und den
interstitiellen Zellen kommen Glia- und Mastzellen vor, letztere sind vermutlich
fir den hohen Histamingehalt der Epiphyse verantwortlich (Junqueira et al.,
2013).
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2.14 Physiologie

Die Epiphyse ist eine lichtsensitive Drise, wobei die Lichtimpulse bei hdheren
Wirbeltieren indirekt ber Neuronenketten in die Zirbeldrise gelangen (Salomon
et al., 2008). Die parakrinen Zellen der Epiphyse produzieren die im folgenden

aufgefiihrten Gewebehormone (Junqueira et al., 2013).

2.1.4.1 Melatonin

Melatonin  (N-acetyl-5-methoxytryptamin) ist in nahezu allen lebenden
Organismen zu finden und gilt bei Wirbeltieren als das chemische Signal fir
Dunkelheit (Tan et al., 2010; Amaral und Cipolla-Neto, 2018; Tan et al., 2018).
Melatonin wird in hohen Konzentrationen von den Mitochondrien der
Pinealzellen aus Serotonin gebildet (Ramis et al., 2015). Serotonin wird unter dem
Einfluss der Tryptophan-Hydroxylase und der Aminoséuredecarboxylase in den
Pinealozyten aus Trypophan gebildet, welches uber den Blutstrom in die Epiphyse
gelangt (Nickel et al., 1992a). Unter dem Einfluss des fir die Zirbeldrise
spezifischen Enzyms Hydroxyindol-O-Methyltransferase entstent durch N-
Acetylierung und O-Methylierung aus Serotonin das Melatonin (Gusek, 1981;
Junqueira et al., 2013). Melatonin wird ins Blut abgegeben und kann von allen
Organen im Korper aufgenommen werden (Nickel et al., 1992a; Amaral und
Cipolla-Neto, 2018). Neben der Epiphyse kann Melatonin auch von der Retina,
dem Darm und dem Knochenmark gebildet werden (Macchi und Bruce, 2004).
Neueste Studien zeigen, dass so gut wie alle Organe, sowie Gewebe und Zellen in
der Lage sind, extrapineales Melatonin herzustellen (Tan et al., 2016; Tan et al.,
2018). In diesen Geweben wirkt Melatonin auto- und parakrin als Antioxidans
(Tan et al., 2018). Der Melatoningehalt ist beispielsweise im Gastrointestinaltrakt
durch lokale Produktion zehn bis 100-fach héher als im Blut. Extrapineales
Melatonin, das von enterochromaffinen Zellen der Mukosa im Darm produziert
wird, gelangt tber BlutgefaRe oder Diffusion zur glatten Darmmuskulatur und
wirkt dort relaxierend. Damit wirkt Melatonin antagonistisch zur kontraktilen
Wirkung von Serotonin (Acuna-Castroviejo et al.,, 2014). Das extrapineale
Melatonin, das von den Granulosazellen im Ovar gebildet wird, flihrt auch hier zu
einem hoheren Melatoningehalt im Ovar als im Blut. Das extrapineale Melatonin
schutzt die Eizellen besonders wahrend der Ovulation vor oxidativem Stress
(Reiter et al., 2014). Das extrapineale Melatonin zeigt keinerlei Einfluss auf den
zirkadianen Rhythmus (Hell-Dunkel-Rhythmus) und ersetzt daher nicht dessen
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Funktion bei pinealektomierten Tieren (Pang und Ralph, 1975; Tan et al., 2018).
Melatonin wird auch tber Nahrung (unter anderem Gemdse, Obst, Eier, Fleisch,
Fisch, Milch, Bier und Kaffee) aufgenommen (Lei et al., 2013; Tan et al., 2014;
Byeon und Back, 2016; Tan et al., 2018). Dieser nahrungsbedingte Melatoninpeak
kann dem mitternachtlichen Anstieg des Melatoningehalts der Epiphyse
entsprechen, scheint allerdings keine Auswirkung auf den zirkadianen Rhythmus
zu haben (Tan et al., 2018).

Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurde die vielféltige Wirkung des Melatonins auf
den Korper erst nach und nach erforscht, wobei bis heute die genauen
Wirkungsmechanismen auf andere Hormondriisen und Stoffwechselprodukte zum
Teil ungeklart sind (Salomon et al., 2008). Auswirkungen von Melatonin auf
Schlaf, den saisonalen endokrinen Rhythmus, Temperaturregulation,
Reproduktion, Immunsystem, Kreislauf und Wachstum sowie auf psychische und
neuronale Stérungen wurden bereits gezeigt (Sivan et al., 2001; Macchi und
Bruce, 2004; Dopico et al., 2015; Amaral und Cipolla-Neto, 2018; Arendt und
Middleton, 2018). Viele Zellen des Immunsystems besitzen Rezeptoren fiir
Melatonin und/oder produzieren extrapineales Melatonin. Humane Lymphozyten
produzieren beispielsweise eine grofle Menge an extrapinealen Melatonin.
Melatonin scheint eine Rolle bei der Aktivierung von Makrophagen und dem
Schutz dessen vor Stickstoffmonoxid zu spielen. Unter anderem reguliert

Melatonin die Aktivitat von Mastzellen (Acuna-Castroviejo et al., 2014).

Durch den starken Einfluss der Epiphyse auf den endokrinen Rhythmus des
Korpers wird sie auch als biologische Uhr bezeichnet (Junqueira et al., 2013). Die
Melatoninbildung und -ausschiittung unterliegen einer zirkadianen Rhythmik, die
dem Hell-Dunkel-Zyklus entspricht. Licht wirkt hemmend auf die Enzymaktivitat
der Hydroxyindol-O-Methyltransferase und damit auf die Melatoninbildung
(Jungueira et al., 2013). Der néchtliche Melatoninpeak geht einher mit dem
Absinken der Korpertemperatur und Zunahme der Miudigkeit, wobei der
Blutmelatoninwert nachts auf das Zehnfache ansteigt (Moore, 1978; Gusek, 1981;
Dollins et al., 1993; Cagnacci, 1996; Macchi und Bruce, 2004). Im Gegensatz
dazu erreicht das Serotonin mittags die hdchste Konzentration (Gusek, 1981).
Anhand der Tageslichtlange wird der saisonale Rhythmus gesteuert, damit nimmt
die Epiphyse uber die Wirkung des Melatonins auf die Hypophysen-
Hypothalamus-Gonaden-Achse auch Einfluss auf die Fortpflanzungsorgane.
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Sowohl am Hypothalamus als auch auf die Hypophyse hat Melatonin aus der
Epiphyse eine ddmpfende Wirkung auf die Hormonausschiittung (Ng et al., 2017).
Durch die Bindung von Melatonin an der Hypophyse wird weniger luteinisierende
Hormon produziert (Nickel et al., 1992a; Salomon et al., 2008; Salhab et al.; Ng et
al., 2017). In einer Studie von Murphy et al. (2014) konnte durch zusatzliche
Lichtbestrahlung die Zuchtsaison von April auf Mitte Februar vorverlegt werden.
Dafur trugen die Stuten ab Anfang Dezember tber drei Monate Masken die je ein
Auge zwischen 16:30 und 23:00 mit Licht bestrahlte (Murphy et al., 2014).
Melatonin bietet in den Ovarien eine Schutzfunktion vor oxidativem Stress
(Tamura et al., 2008). Dabei ist die Melatoninkonzentration in groRen Follikeln
hoher, als in den kleinen Follikeln (Salhab et al., 2013). Bei alteren Frauen spielt
oxidativer Stress eine Hauptrolle im Alterungsprozess der Ovarien (Grondahl et
al., 2010). Daher konnten Melatoningaben bei &lteren Frauen am Ende ihrer
reproduktiven Zeit von therapeutischem Nutzen sein, um eine gewdinschte
Schwangerschaft zu ermdoglichen (Carlomagno et al.,, 2018). Studien zu
Melatoningaben vor und wéhrend der Schwangerschaft zeigten eine hohere
Schwangerschaftsrate (Rizzo et al., 2010). Wahrend der Schwangerschaft spielt
Melatonin, aufgrund der Plazentagangikeit, eine wichtige Rolle fir die fotale- und
embryonale Entwicklung (Okatani et al., 1998; Carlomagno et al., 2018). Das
maternale Melatonin hat Einfluss auf die Entwicklung des Nervensystems (Motta-
Teixeira et al., 2018). Auflerdem gelangt Melatonin durch die Plazenta in den
fetalen Blutkreislauf und reguliert den Nucleus suprachiasmaticus und damit den
zirkadialen Rhythmus des Foétus (Reiter et al., 2014). In vitro konnte gezeigt
werden, dass Melatonin bei wachsenden Embryonen den oxidativen Stress und

die Apoptoserate reduziert (Takahashi, 2012; Carlomagno et al., 2018).

Im Weiteren wird auch die korperliche Entwicklung in der Pubertat beeinflusst
(Junqueira et al., 2013). Jugendliche, deren Epiphyse tumords zerstort wurde,
zeigen  eine  vorgezogene pubertdre Entwicklung ~ sowie  eine
Keimdrisenhypertrophie, da die hemmende Wirkung des Melatonins auf die
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse fehlt (Junqueira et al., 2013). Ebenso
zeigt sich nach der Entfernung der Gonaden eine gesteigerte Aktivitat der
Pinealozyten, was auf einen negativen Feedback Mechanismus der gonadalen

Hormone schlielRen l&sst (Gusek, 1981).

Der Einfluss des Melatonins auf den Kreislauf zeigt sich besonders in den friihen
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Morgenstunden, in denen der Melatoninspiegel absinkt und mit einem
gesteigerten Risiko fur Myokardinfarkt und Schlaganfall einhergeht (Behar et al.,
1993; Gallerani et al., 1993; Macchi und Bruce, 2004). Unter naturlichen
Bedingungen senkt Melatonin den Blutdruck und die Herzschlagfrequenz (negativ
chronotrope Wirkung) und unterstitzt damit den Parasympathikus. Der
blutdrucksenkende Effekt lasst sich zudem durch die Einnahme von
Epiphysenextrakt bzw. Melatonin darstellen (Chuang et al., 1993; Macchi und
Bruce, 2004).

Dartiber hinaus beeinflussen sich Sympathikus und Epiphyse gegenseitig. Bei
zunehmender Aktivitdt des Sympathikus wird Melatonin sezerniert, was
wiederum im Sinne eines negativen Feedbacks eine hemmende Wirkung auf den

Sympathikus bedingt (Junqueira et al., 2013).

Studien von Maestroni et al. (1993) an pinealektomierten Mausen zeigen, dass die
Unterdriickung des korpereigenen Melatonins zur Abnahme der priméren
Antikdrperbildung, Milz- und Thymusaktivitat fihrt; dieser Effekt konnte durch
Melatoningaben riickgangig gemacht werden (Maestroni, 1993; Macchi und
Bruce, 2004). Weitere zusatzliche Gaben von Melatonin bewirken eine Zunahme
der T-Helferzellen und der Interleukin (IL)-2 Produktion (Caroleo et al., 1992;
Macchi und Bruce, 2004). Endogenes Melatonin reguliert zudem die IL-1
Produktion und unterdriickt immunsuppressive  Kortikosteroide  Uber
Melatoninrezeptoren in lymphatischen Organen (Poon und Pang, 1996; Garcia-
Maurino et al., 1998; Macchi und Bruce, 2004). Andere Studien zeigen einen
starken antioxidativen Effekt von Melatonin, der dem von Glutathion, Mannitol
und Vitamin E Uberlegen ist (Reiter et al., 1995; Macchi und Bruce, 2004). Neben
dem antioxidativen  Effekt, wirkt Melatonin aus der Epiphyse
entzindungshemmend und antiapoptotisch (Tan et al., 2018). Zudem gibt es
Hinweise aus Tierversuchen uUber die Wirkung von Melatonin auf das
Tumorwachstum (Karasek und Pawlikowski, 1999; Macchi und Bruce, 2004).
Pinealektomierte Ratten zeigen vermehrtes Tumorwachstum, welches wiederum
durch Melatoningaben verlangsamt werden kann (Nelson und Drazen, 1999;
Macchi und Bruce, 2004). Der Gehalt von Melatonin im Blut ist bei Patientinnen
mit malignem Melanom um das Vier- bis Finffache erhoht und soll eine
onkostatische Funktion haben (Feuer und Kerenyi, 1989). Melatonin wirkt
antiapoptotisch in gesunden Zellen und apoptotisch in entarteten Zellen (Sainz et
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al., 2003). In einem Tierversuch wurden Epiphysen von jungen Mausen in altere
Individuen transplantiert. Das hatte zur Folge, dass die Lebensspanne der &lteren
Tiere verlangert wurde. (Pierpaoli und Regelson, 1994).

2.1.4.2 Andere biologisch aktive Substanzen in der Epiphyse

In der Epiphyse werden neben Melatonin eine Vielzahl biologisch aktiver
Polypeptide produziert und sezerniert, wie z.B. Vasopressin, Oxytozin,
Vasoactive intestinal peptide (VIP), Neuropeptid Y (NPY), Peptide Histidine
Isoleucine, Calcitonin gene-related peptide (CGRP), Substanz B und Somatostatin
(Gusek, 1981; Srinivasan, 1989; Macchi und Bruce, 2004). Des Weiteren lassen
sich Hormone des Hypothalamus und der Hypophyse, wie Gonadotropin-
Releasing Hormone (GRH), Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) und Prolaktin
(PRL) in der Epiphyse nachweisen (Macchi und Bruce, 2004).

Neben dem Melatonin wird auch 5-Methoxytryptophol in der Epiphyse gebildet,
welches ebenfalls den Tagesrhythmus steuert. Zudem sind andere Peptide z.B.
Arginine Vasotocin (AVT) in der Epiphyse gefunden worden, die zumeist in ihrer
Funktion der Reproduktion zugeordnet werden (Mess et al., 1979; Macchi und
Bruce, 2004).

2.15 Altersbedingte und altersunabhangige Veranderungen

Neure Untersuchungsergebnisse zeigen eine Aktivitatsabnahme der Epiphyse mit
dem Alter und somit auch eine reduzierte Melatoninsekretion (Khavinson und
Linkova, 2012). Obwohl die Epiphyse keiner altersbedingten starken
Strukturverdnderungen unterliegt, zeigt sich eine signifikante altersbedingte
Funktionsdnderung. Im  fortgeschrittenen  Alter sinkt der néchtliche
Melatoninpeak, was einen starken Einfluss auf das endokrine System hat, sowohl
auf die Reproduktionsorgane, auf das Immunsystem, Tumorneigung,
Stresskompensation und auf den Schlafrhythmus (Reiter et al., 1995). Um
altersbedingte VVerénderung der menschlichen Epiphyse zu untersuchen, wurden
2700 Epiphysen von Babys bis zu 90 Jahre alten Menschen ausgewertet.
Khavinson und Linkova (2012) kamen zu dem Ergebnis, dass beim Menschen
keine morphologischen Veranderungen mit dem Alter aufgetreten. Der
Bindegewebsanteil nimmt im Alter zu. Kalzifizierung ist dagegen

altersunabhéngig (Khavinson und Linkova, 2012).
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2.1.5.1 Verkalkung/Azervuli/ Hirnsand
Wurtman et al. (1964) zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Azervuli und der Aktivitat bzw. Funktion der Epiphyse (Wurtman et al., 1964).

Ob es sich bei der Kalzifizierung in der Epiphyse um ein Altersphdnomen handelt,
wird in der Literatur kontrovers diskutiert und tritt sowohl beim Mensch als auch
bei Ratten, Rennmdusen und einigen VVogeln auf (Nickel et al., 1992a; Vigh et al.,
1998). Bereits Neugeborene und Kleinkinder koénnen Azervuli (Hirnsand,
Kalziumgranula) aufweisen, die allerdings réntgenologisch noch nicht sichtbar
sind. In den ersten zehn Lebensjahren kdnnen rontgenologische sichtbare Azervuli
auf einen Pinealtumor hinweisend sein (Gusek, 1981). Humanmedizinische
Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen der Kalzifizierung der Epiphyse
und Schizophrenie sowie der Alzheimer’schen Krankheit (Sandyk und Kay, 1992;
Mahlberg et al., 2008; Tan et al., 2018). Der therapeutische Einsatz von Melatonin
bei Alzheimer zeigte jedoch bis jetzt keinen signifikant therapeutischen Nutzen
bei Menschen und im Tierversuch (Garcia et al., 2009; Gehrman et al., 2009). Bei
anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson, Amyotropher
Lateralsklerose (ALS), Multipler Sklerose (MS) und der Huntington-Krankheit
wird der therapeutische Einsatz von Melatonin erforscht. Klinische Studien und
Tierversuche zeigten positive Ergebnisse (Weishaupt et al., 2006; Wang et al.,
2011; Sanchez-Barcelo et al., 2017).

Bei den histologischen Untersuchungen der Pferdeepiphysen von Bolat et al.
(2018), Capucchio et al. (2010) und Cozzi und Ferrandi (1984) von Pferden im
Alter von Null bis 23 Jahren konnten keine Azervuli gefunden werden (Cozzi und
Ferrandi, 1984; Capucchio et al., 2010; Bolat et al., 2018).

Azervuli sind in der gesamten Epiphyse anzutreffen. Sowohl in der Umgebung
von Pinealzellen als auch im Bindegewebe. Sie liegen den Parenchymzellen an,
ohne sie zu komprimieren (Tapp und Huxley, 1972). Die Azervuli farben sich in
der HE-Farbung basophil.

Die anorganischen Hauptbestandteile der Azervuli sind Kalziumphosphat und
Hydroxylapatit. Zu den organischen Bestandteilen zéhlen Glykoproteine und
Proteoglykane (Vigh et al., 1998).
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2.1.5.2 Lipofuscin Pigment

Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Epiphyse von Menschen zeigten,
dass Lipofuscin Pigment in allen Altersstufen zu finden ist. Es tritt schon im
jungen Alter auf und wird mit zunehmendem Alter mehr. Das Pigment findet sich
im Zytoplasma der Pinealzellen und perivaskuldr im Bindegewebe (Cozzi und
Ferrandi, 1984; Galliani et al., 1989; Khavinson und Linkova, 2012). In der
HE-Féarbung behalt es seine ockerfarbene Originalfarbe bei. In der PAS-
(Periodic Acid Schiff) Reaktion ist es positiv und farbt sich kraftig pink an, die
Alcian Féarbung ist negativ. Es handelt sich um eine Art Lipidose und entsteht aus

der Akkumulation von Residualkdrpern (Hirano, 1983).

2.1.5.3 Melanin Pigment

Das in der Epiphyse von Pferden und Hunden nachgewiesene Melanin scheint
dem Neuromelanin sehr ahnlich zu sein (Cozzi und Ferrandi, 1984; J. L. Calvo et
al., 1992). Neuromelanin unterscheidet sich vom Lipofuscin in der HE-Féarbung
durch seine dunkelbraune Féarbung, zudem ist Neuromelanin stark argyrophil. In
den Spezialfarbungen ist das Melanin der Pferdeepiphysen PAS negativ und
Alcianblau positiv. Die Lillie-Trichrom und Masson-Fontana-Farbung sind
charakteristisch fur Melanin (Hirano, 1983; Cozzi und Ferrandi, 1984). Melanin
ist durch Kaliumferricyanid oxidierbar und bildet einen schwarzen Niederschlag.
Um Artefakte zu verhindern, kann eine Bleichung mit Wasserstoffperoxid (H20>)
durchgefuhrt werden (Cozzi und Ferrandi, 1984).

Elektronenmikroskopisch ist Neuromelanin dem Lipofuscin sehr ahnlich, es
enthalt aber neben den feinen auch gréfiere Granula (Hirano, 1983). Das Melanin
ist sowohl im Zytoplasma der Parenchymzellen (Pinealzellen) als auch
perivaskular im Bindegewebe aufzufinden (Tapp und Huxley, 1972; Cozzi und
Ferrandi, 1984; Koshy und Vettivel, 2001).

Es gibt Hinweise, dass der Neuromelaningehalt bei Menschen mit dem
Melatoningehalt und einem Tumorwachstum zusammenhédngt. Dabei zeigten
Menschen mit erhdhtem Blutmelatoningehalt bei neoplastischen Erkrankungen
(z.B. malignes Melanom) einen niedrigen Neuromelaningehalt in der Epiphyse
(Feuer und Kerenyi, 1989).
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2.1.5.4 Hamosiderin
H&mosiderin ist ein Abbauprodukt von Hdmoglobin aus zerstorten Erythrozyten,
es enthalt dreiwertiges Eisen (Lang, 2006).

H&mosiderin gleicht mit seiner brdaunlichen Farbe in der HE-Farbung dem
Melanin Pigment. Melanin und Hamosiderin konnen nur durch Spezialfarbung
unterschieden werden. Hamosiderin zeigt in der Turnbull-Blau-Féarbung eine
blaue Farbe. Melanin kann in der Masson-Fontana-Farbung als schwarzer
Niederschlag dargestellt werden und verschwindet durch Bleichung (Kempf et al.,
2015).

Tabelle 1: Spezialfarbungen zur Differenzierung von Pigment

(+: positiv, -: negativ)

Melanin Hémosiderin Lipofuscin
Turnbull-Blau - + -
PAS - + +
Fontana-Masson + - -
H202 Bleichung + - ¥

2.2 Pathologie der Epiphyse

2.2.1 Entziindung

Entzindungen der Epiphyse, Pinealitiden, treten bei Menschen und Tieren (Ratten
und Pferden) meist im Zusammenhang mit einer Uveoretinitis auf, die beim Pferd
als Equine rezidivierende Uveitis bekannt ist. Die Epiphyse kann auch bei einer
Leptomeningitis eine leukozytare Infiltration aufweisen (Gusek, 1981).

2.2.1.1  Uveitis assoziierte Pinealitis

Im Tierversuch konnte am Rattenmodell gezeigt werden, dass ein Drittel der Tiere
bei denen eine Autoimmune Uveitis (EAU) induziert wurde, Entzlindungszeichen
in der Epiphyse aufwiesen (Mochizuki et al., 1983; La Perle und Capen, 2009).
Kalsow et. al. (1993) beschrieben den Fall einer Stute mit Equiner rezidivierender

Uveitis (ERU), die wahrend eines akuten Uveitis-Schubs erblindete und deshalb
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euthanasiert wurde. Die Pathohistologie zeigte eine entziindliche Infiltration der
Epiphyse mit Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten (Kalsow et al., 1993).
In einer weiteren Studie von Kalsow et. al. (1993) wurden zehn Epiphysen von
Pferden mit ERU untersucht und 13 Epiphysen von Pferden ohne ERU. Neun der
zehn Pferde mit ERU und acht von 13 ohne ERU wiesen T-Lymphozyten in der
Epiphyse auf. Die zur Aktivierung der T-Zellen notigen MHC-Klasse-1I-
Komplexe, die in Zusammenhang mit der Antigenprasentation nétig sind, zeigten
neun von zehn ERU-Pferde, im Gegensatz dazu aber nur sechs der 13 Uveitis
freien Pferde. B-Lymphozyten wurden dagegen nur bei einem Pferd mit akutem
ERU Schub diagnostiziert. Es wurde geschlussfolgert, dass das Auftreten von
Lymphozyten in der Epiphyse auch durch andere Erkrankungen hervorgerufen
werden kann und dass eine unspezifische Lymphozyteninfiltration von einem
pathologisch vermehrten Auftreten von Lymphozyten differenziert werden muss
(Kalsow et al., 1999).

2.2.1.2 Borna-Enzephalitis

Bei der Borna’schen Krankheit handelt es sich um eine, durch das Borna Virus
(Borna Disease Virus, BDV) ausgelOste, Polioenzephalitis, die vermehrt in
bestimmten geographischen Regionen auftritt. Erkrankte Pferde zeigen unter
anderem Fieber, Fressunlust, Koliken, Bewegungsstorung bis hin zu schwerer
Ataxie sowie Somnolenz bis Stupor. Im weiteren Verlauf kann es zu Krampfen
bis hin zur lahmungsartigen Schwéche kommen. Die Letalitat liegt bei 80-90 %
nach einer Krankheitsdauer von 1-3 Wochen, wobei auch ein perakuter Verlauf
maoglich ist (Gerber et al., 2016).

Der Nachweis erfolgt intra-vitam durch einen Antikérpernachweis im Serum und
in der Zerebrospinalflussigkeit. Auch gesunde Pferde konnen Antikorper im
Serum haben, aber nicht in der Zerebrospinalflussigkeit. Regional unterschiedlich
haben 11,5 % bis 22,5 % der Pferde in Deutschland BDV spezifische Antikorper

im Blut, wobei nur wenige Tiere erkranken (Long et al., 2014).

Post mortem erfolgt die Diagnostik der Borna-Enzephalitis beim Pferd mittels
Histopathologie, Immunhistochemie (IHC), Western Plot und PCR. Fir die IHC
werden monoklonale oder polyklonale Antikorper fir spezifische Bornavirus
Proteine verwendet. Haufig werden monoklonale AK fir nukledre Proteine
(p38/p39) und Phosphoproteine (p24) angewendet (Long et al., 2014).
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Histologisch fallen eine nicht eitrige, hochgradige (hgr.) lymphohistiozytare
Meningoenzephalitis und Myelitis sowie hgr. perivaskulare
lymphoplasmazellulére Infiltrate (T-Lymphozyten) in bestimmten Bereichen des
ZNS (Thalamus, Hypothalamus, Zwischen- und Mittelhirn) und im Rickenmark
auf. Diese multifokalen Lasionen sind allerdings unspezifisch und kénnen auch
bei anderen unspezifischen ZNS Erkrankungen auftreten. Pathognomonisch sind
dagegen die intranukledren Joest-Degen-Bodies im Hippocampus (Herden et al.,
1999; Long et al., 2014). BDV Antigene konnte bei Ratten auch im
Hypophysenstiel und der Epiphyse nachgewiesen werden. Histologische
Veranderungen gleichen denen des Gehirns mit exzessiven perivaskuldren

lymphoplasmazelluléren Infiltraten (Gosztonyi und Ludwig, 1995).

2.2.2 Neoplasien und Zysten

Sowohl bei Menschen als auch bei Tieren treten Tumore der Epiphyse nur selten
auf. Die Neoplasien werden in drei Klassen unterteilt: anaplastische
Pinealoblastome (PB), Pinealozytome (PC) und Mischtumoren (La Perle und
Capen, 2009). Die WHO Klassifizierung von 2007 sieht vor Pinealozytome als
Grad |, Mischtumoren als Grad Il — 11l und Pinealoblastome als Grad IV zu
klassifizieren (Louis et al., 2007). Die Gradierung ist abh&ngig von der
Mitoserate, der Neurofilament Protein (NFP) Expression und von
morphologischen Eigenschaften z.B. die Bildung pinealozytdrer Rosetten der
PC’s und Pseudorosetten bei PB’s. Bei Menschen machen Pinealtumoren und

Pinealzysten ein Drittel der Lasionen an der Epiphyse aus. (Jouvet et al., 2015).
2.2.2.1 Tumore der Pinealparenchymzellen

2.2.2.1.1 Pinealozytome

In der Humanmedizin werden Pinealozytome (PC) vor allem bei Erwachsenen
zwischen dem dreifSigsten und dem sechzigsten Lebensjahr diagnostiziert. PC’s
sind makroskopisch umschriebene, grau oder graubraune Tumoren, die eine
homogene und meist feinkérnige Schnittflache aufweisen, z.T. mit kleinen
degenerativen zystenartigen Veranderungen (Jouvet et al., 2000; Jouvet et al.,
2015).

Histologisch bestehen typische PC’s aus gut differenzierten, einheitlichen

Tumorzellen und wachsen in einem rosettenformigem Muster. Diese grofien



Literaturibersicht 18

pinealozytiren Rosetten sind das charakteristische Merkmal der PC’s. Die
Tumorzellen dhneln den Pinealozyten. Die Tumorzellen von PC’s haben ein
eosinophiles Zytoplasma, kurze Zellfortsdtze und runde bis ovale Zellkerne mit
feinem Chromatin und unauffalligen Nucleoli. Mikroverkalkungen konnen
auftreten. Bei einigen Formen von PC’s kénnen grofRe Ganglienzellen und/oder
pleomorphe multinukeldre Riesenzellen vorkommen, Nekrosen sind dagegen sehr

selten (Fevre-Montange et al., 2008; Jouvet et al., 2015).

Die Tumorzellen zeigen keine erhohte Mitoserate aber eine hohe NFP Expression
und sind immunhistochemisch positiv fiir Neuronen — spezifische Enolase (NSE),
Synaptophysin (SYN) und z.T. fur Chromogranin A (Coca et al., 1992; Fevre-
Montange et al., 2008; Jouvet et al., 2015).

PC’s haben eine gute Prognose, Sie metastasieren nicht. Als geeignete
Behandlungsmethode gilt die chirurgische Resektion. Nach der Therapie liegt die
Funfjahresiberlebensrate bei 86-91 % (Fauchon et al., 2000; Jouvet et al., 2015).

2.2.2.1.2 Pinealoblastome

Typischerweise treten Pinealoblastome (PB) bei Kindern auf. Sie sind
makroskopisch schwer abgrenzbar, sind grau-rosa gefarbt und sind weich bis
gallertartig. PB’s zeichnen sich durch ihre hohe Tumorzelldichte und lokale
vaskulére Proliferationen aus und bestehen aus kleinen basophilen Zellen mit
hyperchromatischen, runden bis ovalen Zellkernen. In PB’s konnen
neuroblastische Rossetten vom Homer Wright Typ (Pseudorosetten),
retinoblastische Rosetten vom Flexner — Wintersteiner Typ oder Fleuretten durch

Photorezeptor-Differenzierung auftreten (Jouvet et al., 2000; Jouvet et al., 2015).

PB Tumorzellen teilen sich schnell, produzieren keine oder nur geringe Mengen
NFP und Chromogranin A und zeigen Ublicherweise eine punktartige oder diffuse
Immunreaktivitat fir SYN und NSE (Jouvet et al., 2000; Jouvet et al., 2015).

Aufgrund der hohen Mitoserate zerstdren PB’s die Epiphyse, zeigen regressive
Veranderungen (hamorrhagische und/oder nekrotische Bereiche) und wdlben sich
in den dritten Ventrikel vor. Nekroseherde gehen manchmal mit
Mikrokalzifizierungen einher. Bei seltenen Formen von PB’s konnen die

Tumorzellen Melaninpigment enthalten (Jouvet et al., 2015).
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2.2.2.1.3 Mischtumore der Epiphyse

Mischtumore (Pinealisparenchymtumor intermediérer Differenzierung, PPTID)
der Epiphyse treten bei jungen erwachsenen Menschen zwischen dem 20sten und
40sten Lebensjahr auf. Makroskopisch wachsen Mischtumore umschrieben und
zeigen eine graue oder graubraune Farbe sowie eine homogene und feinkdrnige
Schnittflache auf. Histologisch zeigen Mischtumore ein lobuldres oder diffuses
Wachstum. Das Zytoplasma ist klar mit einem rundlichen Kern.
Differentialdiagnostisch mussen Neurozytome oder Oligodendrogliome in
Betracht gezogen werden. Ein weiterer Phénotyp von Mischtumoren der
Epiphyse, der als Ubergangsvariante bezeichnet wird, besteht aus PC-dhnlichen
Bereichen und Regionen mit lobuldarem oder diffusem Wachstumsmuster. Andere
Wachstumsformen weisen sowohl das rosettenartige Wachstum von PC’s als auch
Bereiche mit kleinen basophilen Zellen mit hyperchromatischen, runden bis
ovalen Zellkernen von PB’s auf. In Mischtumoren der Epiphyse koénnen
Nekroseherde und vaskulére Proliferate auftreten (Jouvet et al., 2000; Jouvet et
al., 2015).

Bei Mischtumoren ist die Mitoserate fur Grad Il weniger als sechs und fur
Grad Il sechs oder mehr Mitosen pro 10 HPF (high power field).
Immunhistochemisch férben sich Grad Il Tumoren, im Gegensatz zu Grad Il
Tumoren, nur schwach mit Anti-NFP (Jouvet et al., 2015). Bei den Mischtumoren
fallt die Expression von neuronalen Markern (SYN, NFP, Chromogranin A)
unterschiedlich aus (Jouvet et al., 2000; Jouvet et al., 2015).

Die Prognose fir Patientinnen von Grad Il Tumoren ist besser als die fir Grad 11
Tumore. Die Flnfjahresuberlebensrate liegt bei 74 % fir Grad 11 und bei 42 % flr
Grad 111 Mischtumoren der Epiphyse (Jouvet et al., 2015).

2.2.2.1.4 Keimzelltumoren der Epiphyse / Germinome

Primordiale Keimzellen migrieren aus dem Dottersack entlang der Mittellinie in
die Region der Genitalleiste, wo sie sich zu Spermatozyten bzw. Eizellen
differenzieren. Fehlwanderungen von Keimzellen und deren Persistenz in
Organen der Mittellinie (Epiphyse, supraselldare Region) kann zur Entwicklung
von Keimzelltumoren fuhren (Gusek, 1981; Nagasawa et al., 2017). Die Tumoren
werden in zwei Gruppen unterteilt, die germinomatdésen und die nicht-

germinomattsen GCTs (Teratome, embryonale Karzinome, Yolk-Sac Tumore
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und Chorionkarzinome). Diese seltenen Tumore (5% der primdren
Gehirntumoren der westlichen Bevolkerung) treten bevorzugt im Kindes- und
Jugendalter auf und betreffen vor allem die asiatische Bevolkerung (18 % der
priméren Gehirntumore). Es gibt eine Geschlechtsdisposition fur Ménner. Diese

Geschwiilste treten nur in der Mittellinie des Gehirns auf (Nagasawa et al., 2017).

Germinome wachsen infiltrativ und sind unscharf begrenzt, wodurch sie auch den
dritten Ventrikel und andere benachbarte Regionen invadieren konnen.
Tumorzellen zeigen eine hohe Mitoserate (Gusek, 1981). Teratome verhalten sich
genau gegenteilig, sie zeichnen sich durch eine niedrige Mitoserate aus und sind
gut abzugrenzen (Gusek, 1981; Nagasawa et al., 2017).

Histopathologisch bestehen Germinome aus Lymphozyten und undifferenzierten
grolRen, rundlichen Zellen mit klarem Zytoplasma, runden Zellkernen und
deutlichem Nukleolus. Teratome setzen sich aus den Bestandenteilen aller drei

Keimblatter zusammen (Nagasawa et al., 2017).

Keimzell-Karzinome bestehen aus epitheldhnlichen Zellen mit grof3en Zellkernen
und weisen Papillen- bzw. Drusenarchitektur auf. Charakteristisch sind zudem die
erhdhte Mitoserate und nekrotische Bereiche (Louis et al., 2007; Nagasawa et al.,
2017).

Yolk-Sac (Dottersack) Tumore bestehen aus wenig differenzierten Epithelzellen,
die oft netzartig miteinander verknipft sind und Schiller-Duval Korper bilden
kénnen. Schiller-Duval Korper sind charakteristisch fir Dottersacktumoren und
organisieren sich um BlutgefalRe in einem sinusférmigen Muster (Kiratli et al.,
2008; Nagasawa et al., 2017). Tumorzellen von Dottersacktumore weisen zudem

eine variable Mitoserate auf (Louis et al., 2007; Nagasawa et al., 2017).

Chorionkarzinome zeigen die typische Struktur des Chorions aus einkernigen
Zytotrophoblasten und mehrkernigen Synzytiotrophoblasten (Yamagami et al.,
1983) (Bell et al., 2009; Nagasawa et al., 2017). Chorionkarzinome zeigen zudem
regressive Verdnderungen im Sinne von herdférmigen Einblutungen und

Nekrosen (Nagasawa et al., 2017)

2.2.2.2 Pinealiszysten
Zysten in der Epiphyse sind hdufig Zufallsbefunde bei MRT Untersuchungen.
Zysten bis zu 5 mm Durchmesser treten bei 1,4 % bis 4,3 % bei gesunden
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Patientinnen auf (Michielsen et al., 2002; Jouvet et al., 2015). Bei Autopsien
zeigten 40 % der alteren Menschen Zysten, die grofer als 2 mm sind (Hasegawa
et al., 1987; Jouvet et al.,, 2015). Zudem ist eine hdohere Inzidenz von
Pinealiszysten bei Frauen beschrieben (Sawamura et al., 1995; Jouvet et al.,
2015).

Die Zysten sind makroskopisch sichtbar und enthalten eine klare oder blassgelbe
proteinreiche Flussigkeit. Histologisch ist die innere Zystenwand aus fibrillaren
Gliafortsdatzen, Rosenthal-Fasern (veranderte Astrozyten) und eosinophilen
Granularkorperchen aufgebaut und kann Hamosiderin Ablagerungen enthalten
(Abbauprodukt von Hamoglobin, Eisen-Protein-Komplex). Die Gliazellschicht ist
vom Epiphysenparenchym und einer Bindegewebsschicht abgegrenzt. Das
Epiphysengewebe ist scharf von der inneren Gliazellschicht abgegrenzt und kann

durch chronische Kompression desorganisiert erscheinen (Jouvet et al., 2015).

Blutungen in die Zyste konnen plétzlich klinische Symptome auslsen
(Pinealiszysten Apoplexie). Zysten kdnnen dysembryogenetischer Genese sein,
sich aus einem Divertikel des dritten Ventrikels entwickeln oder in Folge von

Blutungen und degenerativen Prozessen entstehen. (Jouvet et al., 2015).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Tiere und Untersuchungsmaterial

Die untersuchten Pferdeepiphysen wurden gemeinsam mit anderen endokrinen
Organen zwischen Juli 2008 und Dezember 2012 am Institut fir Tierpathologie
entnommen. Insgesamt wurden im Zuge dessen 119 Pferdeepiphysen
makroskopisch beurteilt und gewogen. Die gesammelten Epiphysen stammen von
Pferden aller Geschlechter, Altersstufen, sowie von GroRpferden und Ponys.
Dokumentiert wurden Sektionsnummer, Saison des Todeszeitpunkts (Winter:
November bis Februar, Frihjahr: Mérz bis Mai, Sommer: Juni bis August und
Herbst: September bis November), Alter, Geschlecht, Rasse, Todesart,
Kdrpergewicht, Erhaltungszustand sowie die Gesamtdiagnose anhand der
Sektionsbefunde (Anhang 11.5).

Alle Epiphysen wurden langs halbiert und eine Halfte in Paraffin und die andere
in Kunststoff eingebettet, routinemélig mit Hamatoxylin-Eosin (HE)- und
Giemsa — gefarbt und histologisch beurteilt. Zudem wurden die Pferdeepiphysen
von Stuten und Wallachen, die alter als ein Jahr waren und von denen sowohl
Korpergewicht als auch  Epiphysengewicht bekannt waren, mittels
quantitativ-stereologischer Methoden untersucht.

3.2 Fixierung und Vorbereitung

Nach Entnahme der Epiphysen wurden diese mit einer Laborwaage (Analytic A
120 S, Sartorius, Gottingen) gewogen und anschliefend fur mindestens 24
Stunden in 4%iger Formaldehydlésung auf einem Taumler (Modell 4010,
Kottermann, Hanigsen) fixiert.

3.3 Paraffineinbettung und Schnittherstellung

Die gewonnen Epiphysen wurden mit Hilfe eines Autotechnikon (Histomaster

2050/DI, Bavimed, Birkenau) entwassert.
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Tabelle 2: Entwéasserungsprozess Paraffineinbettung

Vorgang Zeit

Spulen mit Aqua dest. 30 Min.
Ethanol 70% 2 x 1,5 Stdn.
Ethanol 96% 2x 1,5 Stdn.
Ethanol 100% 2 x 1,5 Stdn.

Xylol (Isomerengemisch, W. Gréen GmbH & Co. Miinchen) | 2 x 30 Min.

Xylol 1x 1,5 Stdn.
Paraffin bei 60°C (Sherwood Medical, St. Louis, USA) 1 x 2 Stdn.
Paraffin bei 60°C 1 x 3 Stdn.

Nach der Entwasserung und Durchtrankung mit Paraffin wurden die Epiphysen
mit einer Ausgielstation in Blocke verbracht (Tissue Tek Il Tissue Embedding
Center 4604, Miles Laboratories, Slough, England). AnschlieBend wurden mit
einem Mikrotom (HM 315, Mikrom, Walldorf) nominell 1 um dicke Schnitte
angefertigt, in 40°C warmem Wasser (Daglef Patz, Wankendorf) gestreckt und
auf einen Objekttrager aufgezogen. Danach trocknen die Schnitte bei ca. 40°C in
einem Wéarmeschrank (Memmert, Schwabach). Fur die Turnbull-Blau-Farbung
und Immunhistochemie wurden die Schnitte auf spezielle Objekttrager (Star Frost,

Engelbrecht, Edermiinde) aufgezogen.

3.4 Farbung der Paraffinschnitte

Die Entparaffinierung erfolgte zehn Minuten in Xylol (Isomerengemisch, W.
Gréean GmbH & Co. Minchen), anschliefend wurden die Schnitte durch eine
absteigende Alkoholreihe (100%iges, 96%iges und 70%iges Ethanol) gewassert
und in Aqua destillata (dest.) tGberfiihrt. Danach erfolgten die verschiedenen, im
Folgenden beschriebenen Farbungen und eine erneute Entwésserung der Schnitte,
die daraufhin wieder in Xylol verbracht und mit Histokitt/Coverquick eingedeckt

wurden (Coverquick, Labonord, Mdnchengladbach).
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34.1 Hamalaun-Eosin-Farbung

Tabelle 3: Vorgang der Hamalaun-Eosin (HE)-Farbung der Paraffinschnitte

Vorgang Zeit
Mayers Hamalaun Ldsung 4 Min.
Wassern unter flieRendem warmen Leitungswasser 4 Min.

0,5 % HCI-Alkohol (Anhang 11.1.1.2) differenzieren (zwei- | 5 Sek.

bis funfmal eintauchen)

Waéssern unter flieBendem warmen Leitungswasser 4 Min.
Eosin-L6ésung 1%ig (Anhang 11.1.3) 2 Min.
Spulen in Aqua dest 1 Sek.
Ethanol 70% 2 Sek.
Ethanol 96% 2 Sek.
Ethanol 100% 2 Sek.

Xylol (Isomerengemisch, W. Gréen GmbH & Co. Miinchen) | 1 Min.

34.2 Giemsa-Farbung

Tabelle 4: Vorgang der Giemsa—Farbung der Paraffinschnitte

Vorgang Zeit

Giemsa-Gebrauchslosung (Anhang 11.1.2.2) in 65°C | 1 Std.
Wasserbad

Spulen in A. dest.

Differenzieren in 0,5%iger Essigsaure (Anhang 11.1.2.3) | 1 Sek.
(Farbumschlag blau zu rot)

Ethanol 96%ig 2 Sek.

Ethanol 100%ig 2 Sek.
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Xylol (Isomerengemisch, W. Grden GmbH & Co. Miinchen) | 1 Min.

343 Spezialfarbungen an Paraffinschnitten
Beispielhaft wurden Paraffinschnitte von zwei Epiphysen (S 600/09, S 642/09)
mit folgenden Methoden angefarbt.

3.4.3.1 Turnbull-Blau-Farbung
Mit der Turnbull-Blau-Farbung lasst sich freies zwei- und dreiwertiges Eisen

nachweisen.
Tabelle 5 zeigt die Arbeitsschritte einer Turnbull-Blau-Farbung.

Tabelle 5: Turnbull-Blau-Farbung nach Quinckes

Vorgang Zeitaufwand
Ammoniumsulfid 10%ig (Anhang 11.1.3.1) 1 Std.
Spulung mit Aqua dest. 2 Sek.
Kaliumhexacyanoferrat (111) 20%ig (Anhang 11.1.3.2) 10 Min.
Spulung mit Aqua dest. 2 Min.
Kernechtrot 0,1%ig (Anhang 11.1.3.4) 5 Min.
Spulung mit Aqua dest. 2 Min.
Ethanol 70%ig 2 Sek.
Ethanol 96%ig 2x2 Sek.
Ethanol 100%ig 2 Sek.
Xylol (Isomerengemisch, W. Graen GmbH & Co., 1 Min.
Minchen)
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3.43.2 PAS-Reaktion

Tabelle 6: PAS-Reaktion

Vorgang Zeitaufwand
Perjodséure 1%ig (Anhang 11.1.4.1) 10 Min.
Wasserung mit flieRendem, kaltem Wasser 10 Min.
Schiff‘sches Reagenz (bei Raumtemperatur, im dunklen) 30 Min.
Wasserung mit flieRendem, warmem Wasser 5 Min.
Mayer’s Himalaun 2 Min.
Blauen mit flieRendem, warmem Wasser 5 Min.

Differenzierung durch ca. 3- bis 4-maliges kurzes
Eintauchen in HCI-Alkohol 0,5 % (Anhang 11.1.4.3)

Wasserung mit flieRendem, warmem Wasser 5 Min.

aufsteigende Alkoholreihe und Xylol

3.4.3.3 Bleichung
Die Bleichung erfolgt vor der Farbung fir zwolf bis 24 Stunden in 5%iger
Bleichldsung (Anhang 11.1.5.1).

3.5 Kunststoffeinbettung und Schnittherstellung

Fur die histologische Auswertung, wurden die Epiphysen nach der Methode von
Hermanns et al. (1981) in Kunststoff eingebettet (Hermanns et al., 1981).

Zuerst durchliefen die Epiphysen einem Entwésserungsprozess in einem
Einbettungsautomaten (Citadell 1000, Shandon GmbH, Frankfurt) nach

folgendem Schema:
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Tabelle 7: Entwéasserungsprozess Kunststoffeinbettung

Vorgang Zeitaufwand
Fixation in 4%iger Cacodylat-gepufferter 24 Stdn.
Paraformaldehydlésung

Spulen in Spulflussigkeit 3 Stdn.
Ethanol 30% 3 Stdn.
Ethanol 50% 5 Stdn.
Ethanol 70% 2 Stdn.
Ethanol 96% 2 Stdn.
Ethanol 96% 3 Stdn.

Im Anschluss wurden die entwasserten Epiphysen fir 24 Stunden bei 4°C auf
einem Taumler (Modell 4010, Kottermann GmbH & Co. KG, Uetze-Hanigsen) in
einer Losung aus 50 % Glykolmethacrylat (GMA, Fluka-Nr.: 64170, Buchs,
Schweiz) und 50 % Methacrylsduremethylester (MMA, Fluka-Nr.: 64200, Buchs,
Schweiz) verbracht. Danach wurden die Proben in Einbettungsmedium A (siehe
Anhang 11.1.2) fur funf Stunden bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden nun mit
Losung A mit 60 pl Dimethylanilin, als Starter der Polymerisation, in
Polyethylengefdlie verbracht und Gber 24 Stunden in 4°C kaltem Wasser unter
Luftabschluss ausgehéartet. AnschlieRend konnten die fertigen Kunststoffblocke
mit einem Hartschnittmikrotom (Supercut 2050, Reichert-Jung, Cambridge
Instruments GmbH, Nussloch) mit einer nominellen Dicke von 1,5pum
geschnitten werden. Bevor die Schnitte auf den Objekttrager aufgezogen wurden,
erfolgte eine Streckung in einem 55°C warmen Wasserbad. Auf einer 60°C
warmen Heizplatte (Medite OT540 Medizintechnik, Burgdorf) wurden die
Objekttrager nachfolgend getrocknet.
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3.6 Farbung der Kunststoffschnitte

Von jeder Epiphyse wurde je ein Schnitt mit Hamalaun-Eosin (HE)- und Giemsa
gefarbt.

3.6.1 Hamalaun-Eosin (HE)-Farbung an Kunststoffschnitten

Tabelle 8: Vorgang der Hamalaun Eosin (HE)-Farbung der
Kunststoffschnitte

Vorgang Zeitaufwand
Mayers Hamalaun sauer 5 Min.
Wassern unter flieRendem Leitungswasser 10 Min.
Differenzieren in 1%igem HCI-Ethanol (Anhang 11.3.1) ca. 2 Sec.
Wassern unter flieRendem Leitungswasser 10 Min.
Trocknen zwischen FlieRpapier, danach bei 60°C auf der ca. 2 Min.

Heizplatte (OTS 40, Medite Medizintechnik, Burgdorf)

Férben in Eosin—Phloxin-Gebrauchslésung (Anhang 11.3.1.2) | 20 Min.

Spulen in Aqua dest. 2 X 2 Sec.
Trocknen zwischen FlieBpapier, dann bei 60°C auf der ca. 2 Min.
Heizplatte

Xylol ca. 2 Sec.

Eindecken in Coverquick (Labonord, Mdnchengladbach)
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3.6.2 Giemsa—Farbung

Tabelle 9: Vorgang zur Giemsa—Farbung der Kunststoffschnitte

Vorgang Zeitaufwand

Giemsa-Gebrauchslosung (Anhang 11.3.2.1) bei 65°C im | 90 Min.
Wasserbad

Phosphat Puffer (Anhang 11.3.2.2) 2 Sec.
Differenzieren in 0,5%iger Essigsaure (Anhang 11.3.2.3) 2 Sec.
Spulen in Aqua dest. 2 Sec.

Trocken zwischen FlieBpapier, dann bei 60°C auf der | ca. 2 Min.

Heizplatte

Xylol 2 Sec.

Eindecken in Coverquick (Labonord, Ménchengladbach)

3.7 Immunhistochemie Borna

Die Vorbereitung von Paraffinschnitten fir den Immunhistochemischen Nachweis
von Bornavirusantigen erfolgte wie bei den anderen Farbungen der
Paraffinschnitte. Alle Farbeschritte erfolgten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur, sofern nicht anders erwahnt. Verdiinnungen wurden mit tris-
buffered saline (TBS) pH 7,6 angefertigt.
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Tabelle 10: Immunhistochemie Borna

Vorgang Zeitaufwand
100 ml Methanol + 3 ml H.O> (Anhang 11.4.1) 30 Min.
Spulen in TBS (Anhang 11.4.2) 10 Min.
Normal Goat Serum auftragen 30 Min.
Primarantikorper: Mouse Anti Borna, Verdinnung 1:1000 in | 17 Std.
TBS bei 4°C

Spulen in TBS 10 Min.
Sekundarantikorper:  Goat  Anti  Mouse  biotinyliert, | 50 Min.
Verdlnnung 1:200 in TBS

Spulen in TBS 10 Min.
Chromogen: Diaminobenzidin  (DAB)-Impact (Anhang | 5 Min.
11.4.3)

Spulen in Aqua dest. 10 Min.
Hé&malaun Lésung 1 Min.
In flieRendem Leitungswasser blauen 5 Min.

Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe und Xylol

Eindecken mit Coverquick
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3.8 Gruppenverteilung der Pferde

3.8.1 Demographische Daten der Pferde fur qualitativ-histologische
Auswertungen

Insgesamt wurden 119 Epiphysen von 25 Ponys und 88 Grol3pferden histologisch

untersucht. Die Ubersicht der Einzelbefunde findet sich im Anhang (11.5). Die

Tabellen 13, 14 und 15 zeigen die Geschlechterverteilung und die Zuordnung

GroRpferd/Pony zu den vier Altersgruppen. Das mittlere Alter der Pferde betrug

13,5+7,4 Jahre.

Tabelle 11: Zuordnung GroRpferd/Pony in Bezug zur

Geschlechterverteilung, n=119

Wallache Stuten Hengste
GroRpferde 42 33 13
Ponys 8 13 4
unbekannt 3 1 2

Tabelle 12: Geschlechterverteilung in Bezug zu den Altersgruppen, n=119

Wallache Stuten Hengste
<1 Jahr 0 1 1
1 bis 10 Jahre 13 9 11
10 bis 17 Jahre 20 21 3
> 17 Jahre 20 15 4
unbekannt 0 1 0
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Tabelle 13: Zuordnung Grol3pferd/Pony in Bezug zu den Altersgruppen,
n=119

GroRpferde Ponys unbekannt
<1 Jahr 1 0 1
1 bis 10 Jahre 26 6 1
10 bis 17 Jahre 33 10 1
> 17 Jahre 28 9 2
unbekannt 0 0 1

3.8.2 Demographische Daten der Pferde fur quantitativ-stereologische
Untersuchungen
Von der stereologischen Untersuchung wurden Hengste, Pferde unter einem Jahr,
Tiere mit fehlenden Angaben zum Gewicht (Epiphysengewicht oder
Korpergewicht) sowie schlecht erhaltene histologischen Préparate ausgenommen.
Insgesamt verblieben 76 Epiphysen von 55 Grof3pferden und 18 Ponys fir die
guantitativ-stereologischen Untersuchungen. Darunter befanden sich 32 Stuten
und 44 Wallache. Die Geschlechterverteilung zwischen Grof3pferden und Ponys

ist in Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14: Geschlechterverteilung innerhalb der Ordnungsgruppe
GroRpferd/Pony, n=76

GroRpferde Ponys unbekannt
Wallache 35 6 3
Stuten 20 12 0

Tabelle 14 zeigt die Zahl der Félle von Stuten und Wallachen bei Grol3pferden
und Ponys. Funfzehen Ponys und Pferde waren zwischen ein und zehn Jahren, 33
zwischen zehn und 17 Jahren und 28 Uber 17 Jahre alt (Abbildung 5). Tabelle 15
veranschaulicht die Geschlechterverteilung innerhalb der Altersgruppen sowie die
Zuordnung Grol3pferd bzw. Pony. Von drei Pferden ist keine Rasse bekannt
(S 837/10, S 1078/09, S 597/09).
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Haufigkeit [%]

1 bis 10 11 bis 17 Uber 17
Altersgruppen (Alter in Jahren)

Abbildung 5: Prozentualer Anteil der Tiere in drei Altersgruppen, n=76

Tabelle 15: Geschlechterverteilung und Zuordnung Grof3pferd/Pony in
Bezug zu den Altersgruppen, n=76

Wallach 8 17 19
Stute 7 16 9
GroRpferde 12 23 20
Ponys 3 9 6

Sechzehn Epiphysen (21%) wurden im Herbst (September-November), 21 (28%)
im Winter (November-Februar), 23 (30%) im Frihjahr (Marz-Mai) und 16 (21%)
im  Sommer (Juni-August) gewonnen. Tabelle 16 veranschaulicht die
Geschlechterverteilung innerhalb der Saisonen sowie die Zuordnung Grof3pferd

bzw. Pony.
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Tabelle 16: Geschlechterverteilung und Zuordnung Grol3pferd/Pony in

Bezug zu den Saisonen, n=76

Herbst Winter Frihjahr Sommer
Wallach 11 9 16 8
Stute 5 12 7 8
GroRpferd 12 14 17 12
Pony 3 7 5 3
3.9 Histologische Auswertung

Von jeder Pferdeepiphyse wurde je ein Kunststoff- oder Paraffinschnitt HE —
gefarbt, bei Kunststoffschnitten erfolgte zudem routinemalig eine Giemsa—
Farbung. Neben den pathologischen Verédnderungen wurden auch der
Erhaltungszustand des Préparats sowie die postmortalen Verdnderungen
dokumentiert. Zu den postmortalen Veranderungen zahlen freie Erythrozyten am
Rand des Préparates und ein wabiges Muster sowie aufgelOste Zellgrenzen.

Zudem wurde das Vorkommen von Pigmenten semiquantitativ bestimmt.
Die Zuordnung erfolgte in die folgende Grade:

Tabelle 17: Befundgraduierung

Grad 0 Ohne Befund

Grad 1 Geringgradig (ggr.)
Grad 2 Mittelgradig (mgr.)
Grad 3 Hochgradig (hgr.)

Folgende Befunde wurden bei der qualitativ-histologischen Auswertung im

speziellen berticksichtigt:
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Tabelle 18: Befunde

Postmortale Verédnderungen

Hyperamie

Perivaskuldre lymphoplasmazellulére Infiltration unter Beteiligung von

Makrophagen

Pigmente (Lipofuszin, Melanin, Hadmosiderin)

Verkalkungen (Azervuli, Hirnsand)

Neoplastische und zystische Veranderungen

3.10  Quantitativ-stereologische Auswertung

3.10.1  Berechnung des spezifischen und relativen Gewichts der Epiphyse

Das Verhéltnis zwischen dem Korpergewicht des Pferdes und dem
Epiphysengewicht berechnet sich durch die Division von Epiphysengewicht durch
Korpergewicht. Das spezifische Gewicht der Pferdeepiphysen wurde
exemplarisch mit der Submersionsmethode nach Scherle bestimmt (Scherle,
1970). Dabei wurde zum einen die Volumenverdrangung exemplarisch fir drei
Epiphysen in 4 %iger Formaldehydlosung bestimmt und zum anderen das
Gewicht der Epiphyse ermittelt. Die Messungen erfolgten jeweils mit einer
Analysewaage (Sartorius BP 61 S, Goéttingen). Um das Volumen zu ermitteln,
wurden die Epiphysen an einer gebogenen 0,20x25 mm Akupunkturnadel fixiert
und in ein mit 4 %iger Formaldehydlésung gefilltes Gefal freischwebend
eingetaucht, um die Volumenverdrangung durch die Gewichtszunahme auf der
Prézisionswaage zu erfassen. Zwischen jeder Messung wurde die Waage neu
tariert. Sowohl die Bestimmung des Volumens als auch die Gewichtsmessung

wurden fir drei Epiphysen dreimal wiederholt.

Das spezifische Gewicht berechnet sich aus dem Gewicht dividiert durch das
Volumen in Gramm durch Kubikzentimeter. Das spezifische Gewicht der
untersuchten Pferdeepiphysen betrug 1,06 g/cm® (min-max 1,03-1,09; SD 0,03,
CV 2,44).

Spezifisches Gewicht = Gewicht / Volumen [g/cm?]
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Das relative Gewicht der Epiphyse zum Koérpergewicht des Pferdes wird nach

folgender Formel berechnet.

Relatives Gewicht = absolutes Gewicht / Kérpergewicht * 100 [%] *1000

3.10.2  Quantitativ-stereologische Analysen

Die quantitativ-stereologischen Analysen wurden am Helmholtz Zentrum in
Neuherberg, Miinchen (Abteilung: Immunopathology of Chronic obstructive
pulmonary disease (COPD)) durchgefiihrt. Fir die Messung wurde ein
Bildanalysesystem verwendet, bestehend aus einem Lichtmikroskop (Orhoplan;
Leitz, Deutschland) mit einer Farbvideokamera (CCTV WVCD132E; Matsushita,
Japan).

Um die zu z&hlenden Punkte pro Schnitt/Tier zu ermitteln, wurde das Nomogram
nach Weibel (Weibel, 1963) verwendet. Bei einer durchschnittlichen geschéatzten
Dichte der Pinealzellen von 60 % missen, nach dem Nomogram von Weibel
(Weibel, 1963), mindestens 400 Punkte pro Tier ausgezahlt werden. Mit der
»region of interest® (ROI) Funktion der Stereologiesoftware NewCast
(Visiopharm, Déanemark) wurden am Bildschirm die Umrisse der Epiphyse
markiert. In der 200-fachen VergrofRerung wurden anschliefend systematisch
zufallig 20 % der Gesamtschnittfliche der Epiphyse ausgezéhlt. Es wurde
unterschieden zwischen Pinealzellen, Bindegewebszellen, Gefallen und Pigment.

3.10.3  Bestimmung der Volumendichte und des Gesamtvolumens der der
Pinealzellen

Die Volumendichte der Pinealzellen errechnet sich aus der Punktezahl (P) der

Pinealzellen zur Summe aller gez&hlten Punkte. Das Gesamtvolumen der

Pinealozyten errechnet sich aus der Volumendichte der Pinealzellen multipliziert

mit dem Gesamtvolumen der Epiphyse.
Volumendichte (Vv(rinepiy) der Pinealzellen = P (Pinealzellen) / P (Gesamt)
P (Gesamt) = P (Pinealzellen) + P (Bindegewebe) + P (Gefélie)

Gesamtvolumen (V) der Pinealzellen = VVv(pinepi) Pinealzellen x VV Epiphyse
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3.11  Statistische Analyse

Die statistische Analyse der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm SPSS
25.0 (SPSS GmbH Software, Deutschland). Die zu untersuchenden Daten wurden
mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest auf Normalverteilung untersucht.
Alle Parameter erwiesen sich als normalverteilt: Alter in Jahren, Korpergewicht
[kg], absolutes Epiphysengewicht [mg], relatives Epiphysengewicht [%*1000],
Gesamtvolumen der Epiphyse (V) [cm3®] und Volumendichte (VVinepi)
(Pinealzellen/Epiphyse). Fur  die Korrelationsanalyse ~ wurde  die
Korrelationsanalyse nach Pearson fur normalverteilte Parameter verwendet. Der
Korrelationstest nach Kendall-Tau-b wurde fur ordinalskalierte Daten
(geringgradig, mittelgradig, hochgradig) verwendet. Fir die weitere Untersuchung
der stereologischen Daten wurden die parametrischen Daten mittels One-way
Analysis of Variances (ANOVA)-Test analysiert mit anschlieendem post-hoc
LSD-Test (Least Significant Difference) verglichen. Als signifikant wurden

Ergebnisse mit Werten von p < 0,05 interpretiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Histologische Untersuchung der Epiphyse

4.1.1 Postmortale Veranderungen

Zu den postmortalen Verdnderungen zédhlen in histologischen Schnitten
randstdndige Erythrozytenansammlungen z.T. auch Lymphozyten und ein
wabiges, irreguldres Gewebemuster. Bei den meisten Pferden lagen Anzeichen
postmortaler Veranderungen vor (89 %). Eine ggr. Ansammlung von freien

randstédndigen Erythrozyten fand sich bei 71 % der Epiphysen.

Bei der semiquantitativen histologischen Untersuchung (Anhang 11.6) wurden die
Befunde in geringgradig (1, ggr.), mittelgradig (2, mgr.) und hochgradig (3, hgr.)
bzw. kein Befund (0) eingeteilt.

4.1.2 Pigment

Von 119 Epiphysen wurden je ein HE und ein Giemsa gefarbter Schnitt
histologisch untersucht. Von den 119 Epiphysen wurde eine Kendall-Tau-b
Korrelation zwischen Alter und hellem ockerfarbigem Pigment (Lipofuscin) bzw.
dunkelbraunlichem Pigment (Melanin/Hamosiderin) analysiert. Es wurde
zwischen dem hellen ockerfarbigen Lipofuscin und dem dunkelbraunen
Melanin/Hamosiderin in der HE-Farbung unterschieden. Melanin ist in der HE-
Farbung schlecht von Hamosiderin zu unterschieden.

Die HE-Féarbung zeigte langgestrecke, melaninhaltige Zellen mit feinkérnigem
reguldr angeordneten Melaningranula und einen grofRen Anschnitt einer
rundlichen Zelle mit grobscholligerem braunem Pigment (Sidero-/Melanophage)
(Abbildung 6, Abbildung 7).

Die gebleichte HE-Farbung lieR Melanin verschwinden, Siderophagen und
Hamosiderin blieben sichtbar (Abbildung 8).

Hamosiderin glich mit seiner bréunlichen Farbe in der HE-Farbung dem Melanin.
Beide Pigmente konnten nur durch Spezialfarbung unterschieden werden.
Hamosiderin farbte sich in der Eisenfarbung (Turnbull-Blau-Féarbung) dunkelblau.
Melanin behélt seine braune Farbe in der Turnbull-Blau-Farbung bei (Abbildung
9, Abbildung 10, Abbildung 11, Abbildung 12). Abbildung 12 machte eine Zelle
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sichtbar, die sowohl Ha&mosiderin als auch eisennegatives Melaninpigment
enthielt. In der gebleichten Turnbull-Blau-Farbung verschwand Melanin,
Hamosiderin blieb blau (Abbildung 13).

In der PAS Férbung reagierten Siderophagen PAS positiv, Melanin behélt seine
braunliche Féarbung bei (Abbildung 14, Abbildung 15). Bei der geblichenen PAS
verschwand Melanin, Hamosiderin/Siderophagen liesen sich nicht bleichen
(Abbildung 16, Abbildung 17).

I S

50um ’

Abbildung 6: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 25x VergrofRerung, HE-Farbung,
langgestreckte melaninhaltige Zellen, unteres Bilddrittel rechts Melano- oder

Siderophage
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Abbildung 7: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 40x VergrofRerung, HE-Farbung,
Melanin und Melano- oder Siderophage (unten am Bildrand)
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Abbildung 8: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 25x Vergrofierung, HE-gebleicht,
oben links Siderophage im Gefal3lumen und Hamosiderin in der GefalRwand

(dunkelbraun). Keine melaninhaltigen Zellen
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Abbildung 9: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 25x Vergrolierung, Turnbull-Blau-

Farbung ungebleicht, Melanin (braunlich) und Hamosiderin (blau)
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Abbildung 10: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 25x VergroRerung, Turnbull-Blau-
Farbung ungebleicht, Hamosiderin in GefaBwand, Siderophagen und

langgestreckte melaninhaltige, Turnbull-Blau negative Zellen
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Abbildung 11: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 40x VergrdéRerung, Turnbull-Blau-
Farbung ungebleicht, melaninhaltige Zellauslaufer neben Turnbull-Blau

positivem Pigment in Pinealiszellen
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Abbildung 12: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 40x Vergrolierung, Turnbull-Blau-
Farbung ungebleicht, Hamosiderin/Siderophagen (blau), neben teils
langgestrecken melaninhaltigen Zellen (braun), ein Makrophage mit

phagozytiertem Melanin und Hamosiderin
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Abbildung 13: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 25x VergroRRerung, Turnbull-Blau-

Farbung gebleicht, Hamosiderin in der GefalBwand und im Interstitium

S I ol i

PAS : @O i ::!( i p

Abbildung 14: Epiphyse, Pferd, S 600/09, 25x VergroRerung, PAS
ungebleicht, melaninhaltige Zellen im Bindegewebe, PAS positive

Siderophagen
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Abbildung 15: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 40x VergroRerung, PAS
ungebleicht sternformige melaninhaltige Zelle mit langen

Zytoplasmaauslaufern im Interstitium

Abbildung 16: Epiphyse, Pferd, S 600/09, 25x VergroRerung, PAS gebleicht,

Siderophagen, Odem und einzelne Lymphozyten im gefaRfiihrenden

Bindegewebe, keine melaninhaltigen Zellen
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Abbildung 17: Epiphyse, Pferd, S 642/09, 25x Vergrofierung, PAS gebleicht,

Siderophagen/Hamosiderin, keine melaninhaltigen Zellen im Interstitium

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen dem Vorkommen von
hellem ockerfarbigem Pigment (Lipofuscin) und dem Alter der Pferde (r«=0,401,
P<0,001). Je élter die Pferde, desto mehr Lipofuscin befindet sich in den
Pinealzellen  der  Epiphysen.  Zwischen  dem  dunklen  Pigment
(Melanin/Hamosiderin) und dem Alter besteht keine signifikante Korrelation
(rk=-0,046, P=0,541) (Tabelle 19, Abbildung 18, Abbildung 19).
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Tabelle 19: Kendall-Tau-b Korrelation (rk) zwischen Alter und Pigment

(Lipofuscin und Melanin), n=119

Alter Ik 0,401 -0,046
p <0,001 0,541
n 63 119
1 (geringgradig) 51 74
2 (mittelgradig) 5 33
3 (hochgradig) 0 12
40,0
o]
30,0
g 20,0
£
10,0
0
0 1 2
Lipofuscin

Abbildung 18: Korrelation von Alter und Lipofuscin (0: nicht enthalten,
1: geringgradig, 2: mittelgradig), n=119 (r«=0,401, P<0,001)
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Abbildung 19: Korrelation von Alter und Melanin (1: geringgradig, 2:
mittelgradig, 3: hochgradig), n=119 (rx=-0,046, P=0,541)

4.1.3 Verkalkung
Keine der 119 Epiphysen zeigten Verkalkungsstellen (Azervuli) bei der

histologischen Untersuchung.

4.1.4 Pinealitis

Die Epiphyse eines zweijahrigen Haflingerwallachs zeigte eine hgr. Hyperamie
und eine mgr. perivaskulare lymphoplasmazellulédre Infiltration (S 80/10). Im
Gehirn dieses Tieres wurden ischamisch/hypoxische Alterationen gesehen. Der
Wallach starb an einer Herzinsuffizienz aufgrund einer komplexen
Herzmissbildung. Die Epiphysen einer achtjahrigen Appaloosa Stute (S 405/10)
und eines vierjahrigen Warmbluthengstes (S 1248/09) zeigten eine mgr.
Hyperdmie und hgr. perivaskuldre lymphoplasmazelluldare Infiltrate. Der
Warmblut Hengst (S 1248/09) zeigte zudem eine eitrige Pinealitis mit folgenden
weiteren ZNS Befunden: hgr. diffuse, fibrinds-eitrige, teils nekrotisierende
Meningoenzephalitis, Vaskulitis und Meningomyelitis. Bei weiterflihrenden
bakteriologischen Untersuchungen konnten keine Erreger nachgewiesen werden.
Die Appaloosa Stute (S 405/10) wurde BDV positiv getestet. Eine ggr. Hyperdamie

und eine ggr. bis mgr. perivaskuldren lymphoplasmazelluldre Infiltration in
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Epiphysen lag vier weiteren Tieren mit positiven BDV Nachweis (IHC) vor: eine
sechsjahrige Vollblut Stute (S 656/09), eine sechzehnjahrige Pony Stute
(S 785/09) (Abbildung 20, Abbildung 21), eine elfjdhrige Shetlandpony Stute
(S 153/11) und ein 26jahriger Camargue Wallach (S 367/11). Insgesamt wurde bei

flinf Pferden BDV nachgewiesen.

Bei einer Quarter Horse Stute mit einer Infektion mit equinem Herpesvirus
(EHV-1) (785/10) lag eine pauzifokale Pinealitis mit mgr. perivaskuldrer

lymphoplasmazellularer Infiltration sowie eine ggr. Hyperamie vor.

1 mm

Abbildung 20: Epiphyse, Pferd, S 785/09, perivaskulares Odem
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Abbildung 21: Epiphyse, Pferd, S 785/09, 25x VergroRerung, Pinealitis,
perivaskulares Odem, perivaskulare lymphoplasmazellulare Infiltrate

Das Auftreten von Hyperdmie und perivaskularen lymphoplasmazellularen
Infiltraten korrelierten miteinander (rk=0,790, p<0,001) (Tabelle 20).

Die Graduierung ggr. wurde gewdhlt, wenn einzelne Entzlindungszellen in
Kapillarndhe zu sehen waren, diese wurden als unspezifische reaktive Pinealitis

bewertet.

Insgesamt zeigten 51 von 119 untersuchten Epiphysen eine Hyperdmie. Eine
perivaskuldren lymphoplasmazelluldre Infiltration wurde bei 58 der 119
Epiphysen gefunden.

Tabelle 20: Kendall-Tau-b Korrelation zwischen Hyperamie und der
perivaskuléare lymphoplasmazelluléare Infiltration, n=119 (rk=0,790, p<0,001)

Hyperdmie | ggr. 31 8 0 3
mgr. 5 0 2 0
hgr. 1 1 0 0
keine 6 0 0 62
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4.1.5 Zysten und Tumore
In keiner der 119 Pferdeepiphysen konnten Zysten oder Tumore gefunden

werden.

4.2 Quantitativ-stereologische Untersuchung der Epiphyse

Mittels quantitativ-stereologischer Methoden wurden die Volumendichte der
Pinealzellen in der Epiphyse (VVinepi)) und das Gesamtvolumen (V(pin, epi)) der
Pinealzellen berechnet (Tabelle 21, Anhang 11.7). Die gravimetrischen und
volumetrischen Daten der Pinealzellen (Gesamtvolumen und Volumendichte)
wurden im Hinblick auf Alter, Geschlecht, Saison, Kérpergewicht und Zuordnung
GroRpferd/Pony analysiert. Zur besseren Verstandlichkeit wurden alle Pferde, die
nicht in die Kategorie Pony fallen, als GroRpferde bezeichnet. Der Begriff Pferde
inkludiert in dieser Arbeit Ponys und Grol3pferde.

Tabelle 21: Epiphysenvolumen (Vrin), Volumendichte (Vvinepi)) und

Gesamtvolumen (V(pin, epi)) der Pinealzellen in der Epiphyse, n=76

Vpin V (pin, Epi) [cM?] VV(pin/epi) [%0]
Mittelwert 168 0,11 67
Minimum 50 0,02 42
Maximum 400 0,26 86
Standardabweichung 68 0,04 8

421 Korpergewicht, Epiphysengewicht und Epiphysenvolumen

Das Korpergewicht wurde bei den meisten Pferden von zwei bis drei
unabhéngigen Personen geschétzt (Praparator, Sekant, ggf. Schreibkraft). Bei den
76 stereologisch Untersuchten Pferden reichte das Gewicht von 100 kg (S 153/11)
bis 800 kg (S974/09, S 135/11). Bei zehn Pferden lagen die Werte einer
tatsachlich gewogenen Gewichtsangabe vor (E 2857/08, E 558/09, S 604/09,
S 642/09, S 714/09, S 1244/09, S 1283/09, S 140/10, S 913/10, S 251/11). Mit
einer digitalen Waage wurde das Epiphysengewicht in mg bestimmt. Das relative
Epiphysengewicht wurde in Bezug zum Koérpergewicht berechnet und mit 1000

multipliziert.
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Mittelwert, Minimum und Maximum sowie die Standardabweichung von
Korpergewicht, absoluten und relativen Epiphysengewicht sind in Tabelle 22

zusammengefasst.

Tabelle 22: Kérpergewicht und Epiphysengewicht, n=76

Mittelwert 540 168 0,033
Minimum 100 50 0,008
Maximum 800 400 0,116
Standard- 117 68 0,018
abweichung

4.2.2 Korrelation der quantitativen Parameter mit dem Kdérpergewicht
Weder das Epiphysengewicht, das Gesamtvolumen noch die VVolumendichte der
Pinealzellen in der Epiphyse wiesen eine signifikante Korrelation mit dem
Korpergewicht auf (Abbildung 22, Abbildung 23, Abbildung 24).
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Abbildung 22: Korrelation zwischen Korpergewicht der Pferde und
absolutem Epiphysengewicht. n=76, Alter=1-36 Jahre (r=0,022, p=0,851).
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Abbildung 23: Korrelation zwischen Korpergewicht der Pferde und
Volumendichte (Vveinepi)) der Pinealzellen. n=76, Alter=1-36 Jahre
(r=-0,004, p=0,974).
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Abbildung 24: Korrelation zwischen Korpergewicht der Pferde und
Gesamtvolumen (V(pin, epi)) der Pinealzellen. n=76, Alter=1-36 Jahre (r=0,036,
p=0,744).

4.2.3 Einfluss von Geschlecht und der Zuordnung Grol3pferd/Pony auf
Volumendichte und Gesamtvolumen der Pinealzellen in der
Epiphyse

Volumendichte (Vvinepi)) und Gesamtvolumen (V(pin, gpi)) der Pinealzellen von

GroRpferden und Ponys waren vergleichbar (Vvinepy: p=0,559, V(rin, Epi):

p=0,404). Daruber hinaus gab es keine Unterschiede zwischen Stuten und

Wallachen (VV(pinepi): p=0,420, V(pin, gpi): P=0,525) (Abbildung 25, Abbildung 26,

Abbildung 27, Abbildung 28, Tabelle 23, Tabelle 24).
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Tabelle 23: Mittelwert und Standardabweichung des Gesamtvolumens (V(pin,

epi)) und der Volumendichte (Vvrinepiy)) der Pinealzellen bei Grof3pferden und

Ponys, n=73

VV(pinepi) | GroRpferd | 55 0,670 0,078 0,010
Pony 18 0,657 0,075 0,018
Vpinepiy | GroRpferd | 55 0,111 0,049 0,007
Pony 18 0,122 0,044 0,010

z

Grol’llpferd Polny
GrofipferdiPony

Abbildung 25: Volumendichte (Vv(inepi)) der Pinealzellen in der Epiphyse
von Grof3- und Kleinpferden im Alter von 1-36 Jahren, Gesamttierzahl n=76,
GroRpferd=55, Pony=18, (p=0,559).
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Abbildung 26: Gesamtvolumen (V(pin, epij) der Pinealzellen von Grof3- und
Kleinpferden im Alter von 1-36 Jahren, n=76, Grolipferd=55, Pony=18,

(p=0,404).

Tabelle 24: Mittelwert und Standardabweichung des Gesamtvolumens (V(pin,

epi)) und der Volumendichte (Vv(rinepi)) der Pinealzellen in der Epiphyse bei
Wallachen und Stuten, n=76

n Mittelwert | Standardabweichung | Standardfehler
VVpinepiy | Wallache | 44 0,659 0,081 0,012
Stuten 32 0,674 0,076 0,013
Vein iy | Wallache | 44 0,116 0,048 0,007
Stuten 32 0,109 0,048 0,008
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Abbildung 27: Volumendichte Vv(pinepiy der Pinealzellen von Wallachen und
Stuten im Alter von 1-36 Jahren, n=76, Wallache (Ortega et al.)=44, Stuten
(W)=32
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Abbildung 28: Gesamtvolumen (V(pin, gpiy) der Pinealzellen von Wallachen
und Stuten im Alter von 1-36 Jahren, n=76, Wallache (Ortega et al.)=44,
Stuten (W)=32 (p=0,525).
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4.2.4 Einfluss des Alters auf Volumendichte und Gesamtvolumen der

Pinealzellen, Bindegewebe und Pigment in der Epiphyse
Das Alter korreliert signifikant negativ mit dem Gesamtvolumen (r=-0,257,
p=0,025) der Pinealzellen und stark signifikant negativ mit deren VVolumendichte
der Pinealzellen in der Epiphyse (r=-0,388, p=0,001). Je jlinger die Pferde, desto
groRer das Gesamtvolumen (r=-0,257, p=0,025) und die Volumendichte
(r=-0,388, p=0,001) der Pinealzellen in der Epiphyse (Abbildung 29, Abbildung
30). Das Alter zeigt hingegen keinen signifikanten Einfluss auf das absolute
(r=-0,145, p=0,671) und relative Gewicht (r=-0,184, p=0,112) bzw. das Volumen
der Epiphyse (Abbildung 31, Abbildung 32). Je alter die Pferde waren, desto
hoher war der Anteil des Bindegewebes an der Epiphyse (Vv@gwiepi); r=0,259,
p=0,024) sowie des Pigments in der Epiphyse (VVv(pigiepiy; r=0,272, p=0,018) in der
Epiphyse (Abbildung 33, Abbildung 34). Zwischen dem Gesamtvolumen von
Pigment und Bindegewebe in der Epiphyse bestand eine signifikante Korrelation
(r=0,234, p=0,042).
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Abbildung 29: Korrelation zwischen dem Alter der Pferde und
Volumendichte (Vv(Pin/Epi)) der Pinealzellen in der Epiphyse, n=76,
Alter=1-36 Jahre (r=-0,388, p=0,001).
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Abbildung 30: Korrelation zwischen dem Alter der Pferde und

Gesamtvolumen (V(pin, epi)) der Pinealzellen der Epiphyse, n=76, Alter=1-36

Jahre (r=-0,257, p=0,025).
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Abbildung 31: Korrelation zwischen dem Alter der Pferde und dem
absoluten Epiphysengewicht, n=76, Alter=1-36 Jahre (r=-0,145, p=0,671).
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Abbildung 32: Korrelation zwischen dem Alter der Pferde und dem relativen
Epiphysengewicht, n=76, Alter=1-36 Jahre (r=-0,184, p=0,112).
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Abbildung 33: Korrelation Alter zum Bindegewebsanteil in der Epiphyse
(VV(BgwiEpi)), N=76, Alter=1-36 Jahre (r=0,259, p=0,024)
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Abbildung 34: Korrelation Alter zu Pigment in der Epiphyse (Vv(pigepi),
n=76, Alter=1-36 Jahre (r=0,272, p=0,018)

425 Einfluss der Saison auf Gesamtvolumen und Volumendichte der

Pinealzellen in der Epiphyse

Die einfache Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) konnte keinen
saisonalen Einfluss auf Epiphysengewicht, Gesamtvolumen und Volumendichte
der Pinealzellen in der Epiphyse zeigen (V(pin, pi): pP=0,151, VV(pinepi): p=0,450)
(Abbildung 35, Abbildung 36).
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Abbildung 35: Volumendichte (Vv(rin/epi)) der Pinealzellen in der Epiphyse zu
den Saisonen, n=76 (Herbst: 16, Winter: 21, Frihjahr: 23, Sommer: 16)
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Abbildung 36: Gesamtvolumen (V(pin, pi)) der Pinealzellen zu den Saisonen
im Alter von 1-36 Jahren, n=76 (Herbst: 16, Winter: 21, Frihjahr: 23,
Sommer: 16), (p=0,151).
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4.3 Immunhistochemie Borna

Durch die Anwesenheit des BDV Antigens in der Epiphyse kommt es zu einer
Entzindungsreaktion unter Beteilung von Lymphozyten, Plasmazellen und
Histiozyten (Gosztonyi und Ludwig, 1995). Der Nachweis vom BDV Antigen in
der Epiphyse in Verbindung mit einer entziindlichen, perivaskuldren Infiltration
wurde bei der Auswertung der Pferdeepiphysen am Institut fur Tierpathologie der
LMU Miinchen bestatigt.

Der immunhistochemische (IHC) Nachweis des Bornavirus in den Pinealozyten
erfolgte bei finf Pferden dieser Arbeit: eine sechsjahrige Vollblut Stute
(S 656/09), eine sechzehnjahrige Pony Stute (S 785/09) (Abbildung 37), eine
elfjahrige  Shetlandpony Stute (S 153/11) und ein sechundzwanzigjahriger
Camargue Wallach (S 367/11).
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Abbildung 37: Epiphyse, Pferd, S 785/09, 25x VergrdRerung, IHC BDV,

Gegenfarbung mit Hamalaun. Positiver Bornavirusantigen Nachweis (braun)
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3) DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, das Spektrum mdglicher pathohistologischer
Verénderungen der Epiphyse von Pferden zu dokumentieren sowie
Zusammenhange zwischen VVolumen der Epiphyse bzw. des Gesamtvolumens und
der Volumendichte der Pinealzellen in der Epiphyse zu Alter, Geschlecht,

Zuordnung GrofRRpferd/Pony und Saison zu untersuchen.
5.1 Histologische Untersuchung der Epiphyse

511 Pigment
In der Epiphyse lassen sich drei Arten von Pigment unterscheiden: Lipofuscin,
Melanin und Hamosiderin (Quay, 1974).

In der vorliegenden Untersuchung wurde eine Zunahme von ockerfarbenem
Pigment in Pinealzellen &lterer Pferde nachgewiesen (p<0,001), bei dem es sich
am ehesten um das Alterspigment Lipofuszin handelt. Diese altersassoziierte
Zunahme von lipofuszinhaltigen Zellen in der Epiphyse von Equiden wurde auch
bei Cozzi und Ferrandi (1984) dokumentiert (Cozzi und Ferrandi, 1984).

Melaninhaltige Zellen in der Epiphyse waren bei den hier untersuchten Pferden in
allen Altersstufen etwa gleichhdufig vertreten. Bei Bolat et al. (2018) wurde
sowohl lichtmikroskopisch als auch elektronenmikroskopisch ebenfalls gezeigt,
dass Melanin in allen untersuchten Altersstufen (0-13 Jahre) vorkommt (Bolat et
al., 2018). Capucchio et al. (2010) konnten ebenfalls bei 60 untersuchten Pferden
zwischen sieben und 23 Jahren keine altersassoziierten Zusammenhéange mit dem
Auftreten melaninhaltiger Zellen nachweisen (Capucchio et al., 2010). Cozzi und
Ferrandi (1984) dagegen berichten, dass melaninhaltige Zellen im Alter
tendenziell seltener vorkommen (Cozzi und Ferrandi, 1984). Bei Menschen wird
dagegen ein Anstieg der melaninhaltigen Zellen der Epiphyse mit dem Alter
beschrieben (Koshy und Vettivel, 2001).

Die Verteilung der melaninhaltigen Zellen in der Epiphyse veréndert sich mit dem
Alter der Pferde. Wahrend beim Fohlen die melaninhaltigen Zellen diffus tber die
ganze Epiphyse verteilt vorkommen, sind sie bei erwachsenen Pferden vor allem
fokal im Bindegewebe und um Blutgeféal3e zu finden (Cozzi und Ferrandi, 1984;

Bolat et al., 2018). In der vorliegenden Studie waren zu wenig Fohlen inkludiert,
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daher kann keine eindeutige Aussage bezlglich der rdumlichen Verteilung bei

Pferden vs. Fohlen vorgenommen werden.

Hé&mosiderin ist in der HE-Farbung nicht sicher von Melanin zu unterscheiden,
daher erfolgte exemplarisch der Eisennachweis mit Turnbull-Blau-Farbung. In der
vorliegenden Arbeit war das Pigment Hamosiderin in allen untersuchten Schnitten
nachweisbar, vor allem im Bindegewebe aber auch in Pinealzellen und in direkter
Nachbarschaft zu Melanin. In der Literatur wird Hdmosiderin in Zusammenhang
mit Pinealiszysten beim Menschen beschrieben (Jouvet et al., 2015). In den
Studien an Pferden wird es nicht erwéhnt (Cozzi und Ferrandi, 1984; Bolat et al.,
2018).

5.1.2 Kalzifizierung/Azervuli

In den Pferdeepiphysen der vorliegenden Arbeit und anderen Untersuchungen
wurden keine Verkalkungen gefunden (Cozzi und Ferrandi, 1984; Capucchio et
al., 2010; Bolat et al., 2018).

Die in der Humanmedizin hdufig beschriebe Kalzifizierung der Epiphyse tritt in
jedem Alter auf (Wurtman et al., 1964; lvanov, 2007). Ob es eine Korrelation
zwischen Alter und Kalziumgehalt der Epiphyse gibt, wird in der Literatur
diskutiert. Einige Autoren kommen zu dem Schluss, dass es bei den untersuchten
menschlichen Epiphysen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Kalziumgehalt der Epiphyse und dem Alter gab (Wurtman et al., 1964; Khavinson
und Linkova, 2012). Korkushko et al. (2006) fanden eine positive Korrelation
zwischen dem Kalziumanteil der menschlichen Epiphyse und dem Alter und
gleichzeitig eine negative Korrelation zwischen dem Kalziumgehalt und der
nachtlichen Melatoninkonzentration (Korkushko et al., 2006). Zudem korrelierte
der gesteigerte Kalziumgehalt mit der altersbedingten Aktivitatsabnahme der
Ca?*-ATPase (Khavinson und Golubev, 2002). Dieser Zusammenhang zwischen
Kalziumgehalt und Aktivitat der Epiphyse wurde hingegen in anderen Studien
nicht bestatigt (Wurtman et al., 1964; Ivanov, 2007).

Die Verkalkung der Epiphyse scheint ein organisierter, regulierter Prozess zu sein
und kein passives Alterungsphdnomen. Die Einwanderung von Tryptase-haltigen
Mastzellen, die biologisch aktive Substanzen freisetzen, verstéarkt die Verkalkung
in der Epiphyse beim Menschen (Maslinska et al., 2010; Tan et al., 2018).

In jlngster Zeit wurde der Zusammenhang zwischen der Abnahme des
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Melatoningehaltes im Alter und der Zunahme des Kalziumgehalts in der Epiphyse
mit  neurodegenerativen  Erkrankungen  (Alzheimer, MS),  Migréne,
Schlafstorungen, Schlaganféllen und priméren Gehirntumoren festgestellt
(Sandyk und Kay, 1992; Kunz et al., 1998; Mahlberg et al., 2008; Kitkhuandee et
al., 2014; Tuntapakul et al., 2016; Tan et al., 2018). Tuntapakul et al. (2016)
zeigten den Zusammenhang zwischen priméren Gehirntumoren und der
Verkalkung der Epiphyse mit Hilfe von computertomographischen und
histologischen Untersuchungen. Eine Verkalkung der Epiphyse war mit einem
2,8-fachen hohren Risiko fur primdre Gehirntumoren verbunden (Tuntapakul et
al., 2016). Mahlberg et. al. (2008) zeigten, dass Patientinnen mit Alzheimer
weniger unkalzifiziertes Epiphysengewebe aufweisen, als gesunde Personen und
Patientlnnen mit anderen Erkrankungen, wie Demenz oder Depressionen
(Mahlberg et al., 2008). Zu den signifikanten Risikofaktoren die zu einem
Schlaganfall fiihren konnen, zéhlen neben dem Alter (lber 50 Jahre),
Bluthochdruck, Diabetis, Fettleibigkeit auch die Verkalkung der Epiphyse (Odds
Ratio von 1,35, 95% -Konfidenzintervall) (Kitkhuandee et al., 2014). Mit
zunehmendem Grad der Verkalkung der Epiphyse und die daraus folgende
Abnahme der Melatoninproduktion zeigten sich Stérungen im Schlaf-Wach-
Rhythmus und folglich Schlafstérungen sowie Tagesmiudigkeit (Kunz et al.,
1998).

5.1.3 Pinealitis

Einige  Epiphysen der hier untersuchten Pferdeepiphysen  zeigten
Entziindungszeichen (perivaskuldre lymphoplasmazellulédre Infiltration z. T. mit
hyperdmischen Bezirken). Wobei eine signifikante (p<0,001) Korrelation
zwischen der Hyperdmie und perivaskuldren lymphoplasmazellularen Infiltraten

vorlag.

Kleine Gruppen von Lymphozyten und Plasmazellen wurden auch in humanen
Epiphysen gefunden, obwohl keine Erkrankung nachzuweisen war (Tapp und
Huxley, 1972). Bei Pferden wurden lymphoplasmazelluldren Infiltrationen der
Epiphyse mit der Equinen rezidivierenden Uveitis (ERU) in Zusammenhang
gebracht. In der Studie von Kalsowet et al. (1999) wurden die Epiphysen von
zehn Pferden mit Uveitis und 13 ohne Uveitis untersucht. Neun der zehn Pferde
mit Uveitis zeigten dabei T-Zellen in der Epiphyse, allerdings auch acht der 13
ohne Uveitis. B-Lymphozyten wurden dagegen nur bei einem Pferd
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nachgewiesen. Dieses war zum Zeitpunkt der Euthanasie an einer akute Uveitis
erkrankt (Kalsow et al., 1999). Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass ein
normaler Prozentsatz an Lymphozyten, in dieser Arbeit als ggr. unspezifische
reaktive Pinealitis beschrieben, in der Epiphyse von einer pathologischen

Veranderung zu differenzieren ist (Kalsow et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit zeigten fiinf Pferde zwischen sechs und 26 Jahren mit
der Diagnose Borna Enzephalitis auch eine Pinealitis (S 656/09, S 785/09,
S 405/10, S153/11, S367/11). Dies ist meines Wissens nach die erste
Beschreibung einer BDV-assoziierten Pinealitis beim Pferd. Der Zusammenhang
zwischen BDV und Pinealitis bei Labortieren wurde bereits publiziert (Gosztonyi
et al., 1993; Gosztonyi und Ludwig, 1995).

Daruber hinaus zeigte eine Quarter Horse Stute mit positivem Herpesvirus
(EHV-1) Nachweis (S 785/10) und ein Warmblut Hengst mit einer hochgradigen
diffusen, fibrinds-eitrigen, teils nekrotisierenden Meningoenzephalitis, Vaskulitis
und Meningomyelitis (S 1248/09) perivaskuldare lymphoplasmazellulére Infiltrate

in der Epiphyse.

5.1.4 Zysten und Tumore

In der vorliegenden Arbeit und bei den Untersuchungen anderer Autoren an
Pferdeepiphysen wurden bislang keine Tumore oder Zysten beschrieben (Cozzi
und Ferrandi, 1984; Bolat et al., 2018). Im Buch Jubb, Kennedy & Palmer's
Pathology of Domestic Animals (Pathologie der Haustiere) wird beschrieben, dass
Pinealtumore bei Haustieren sehr selten sind. Pineozytome und Pineoblastome
wurden bei Pferden, Hunden und Rindern beschrieben, wobei die Zuordnung zur
Epiphyse nicht histologisch, sondern makroskopisch, topografisch erfolgte.
Dadurch kénnten die Tumore auch von anderen Gehirnregionen ausgegangen sein
(Rosol und Groéne, 2015). Holshuh und Howard (1982) veroffentlichten einen
Fall, in dem ein Pinealoblastom bei einem Quarter Horse Hengst anhand der
anatomischen Lage diagnostiziert wurde (Holshuh und Howard, 1982).

Die Angaben Uber die H&ufigkeit von Zysten in der menschlichen Epiphyse
schwankt zwischen 25 % und 40 % (Tapp und Huxley, 1972; Hasegawa et al.,
1987). Neoplasien der Epiphyse machen unter 1% der Gehirntumore bei
Erwachsenen und 3-8 % bei Kindern aus. Germinome treten mit einem Anteil von

50 % am hdufigsten in der Epiphysenregion auf (Solomou, 2017). Die Tumore der
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Pinealparenchymzellen ~ (PPT) machen beim  Menschen 30%  der
Epiphysentumore aus. Diese 30 % unterteilen sich wie folgt, 15-20 % PC'’s,
PPTID’s 20-60 % und PB’s 30-40 % (Jouvet et al., 2015).

5.2 Quantitativ-stereologische Untersuchung der Epiphyse

Fur die quantitativ-stereologischen Untersuchungen standen Epiphysen von 76
Pferden zur Verflgung. Anhand der erhobenen Daten konnte gezeigt werden, dass
mit dem Alter der Pferde das Gesamtvolumen (p=0,025) und die Volumendichte
(p=0,001) der Pinealzellen signifikant abnehmen. Untersuchungen an der
menschlichen Epiphyse ergaben, dass die Zahl der Pinealzellen sowie das
Volumen und die GroRe der Nuclei der Pinealzellen in der Epiphyse mit dem
Alter abnimmt (Petrov, 1984; Gusek und Meier, 1988; Korkushko et al., 2006).

Die vorliegende Arbeit ergab, dass der Bindegewebsanteil in den untersuchten
Pferdeepiphysen mit dem Alter zunimmt (p=0,024). Dies deckt sich mit Befunden
von Cozzi und Ferrandi (1984) (Cozzi und Ferrandi, 1984). Bolat et al. (2018)
hingegen kamen zu dem Schluss, dass sich der prozentuale Anteil von
Pinealzellen und Volumen des Bindegewebes bei Fohlen zu adulten Pferden nicht
unterscheidet, wobei das alteste Pferd dieser Studie nur 13 Jahre alt war (Bolat et
al., 2018). In Studien der menschlichen Epiphyse wurde, wie bei den Pferden in
dieser Arbeit, ein hoherer Bindegewebsanteil mit zunehmenden Alter

nachgewiesen (Khavinson und Linkova, 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde kein Zusammenhang zwischen dem
Gesamtvolumen bzw. der Volumendichte der Pinealzellen und dem Geschlecht
(Wallach, Stute) nachgewiesen. Des Weiteren gab es keinen Zusammenhang
zwischen dem Gesamtvolumen bzw. der Volumendichte der Pinealzellen zum
Korpergewicht und zur Zuordnung GroRpferd/Pony. In friheren Studien wurde
bereits beschrieben, dass altersabhdngige morphologische Veranderungen an
Epiphysen von Hunden (J. Calvo et al., 1990), Katzen (Boya et al., 1995),
Menschen (Khavinson und Linkova, 2012) und Pferden (Cozzi und Ferrandi,
1984; Bolat et al., 2018) nicht genderspezifisch sind.

Obwohl Pferde einer saisonalen Fortpflanzung unterliegen, die funktionell stark
von der Epiphyse abhangig ist (Grubaugh et al., 1982), konnte in der vorliegenden

Arbeit kein signifikanter Zusammenhang zwischen Saison und dem
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Gesamtvolumen bzw. der Volumendichte der Pinealzellen aufgezeigt werden.

In dieser Arbeit Kkorrelierten weder das absolute noch das relative
Epiphysengewicht signifikant mit dem Alter. Fir das absolute Epiphysengewicht
besteht auch keine signifikante Korrelation zum Kdérpergewicht. Dies entspricht
den Befunden mehrerer Studien beim Menschen, bei denen keine signifikante
Korrelation zwischen Epiphysengewicht und Alter festgestellt wurde (Tapp und
Huxley, 1972; Hasegawa et al., 1987; Khavinson und Linkova, 2012). Bolat et al.
(2018) dagegen wiesen ein hoheres Epiphysengewicht bei adulten Pferden
verglichen mit Fohlen nach (Bolat et al., 2018). Andere Autoren beschrieben beim
Menschen eine Gewichtszunahme der Epiphyse mit dem Alter, dies wird durch
eine Zunahme an Bindegewebe und Zysten im Epiphysenparenchym erklart
(Khavinson und Linkova, 2012).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es die pathohistologischen Veranderungen der Epiphyse bei
Pferden unterschiedlicher Lebensaltersstufen aufzuzeigen sowie quantitativ-
stereologische Analysen durchzufihren, um die Einflisse von Alter, Geschlecht,
Zuordnung GroRpferd/Pony und Saison auf das Volumen der Epiphyse, die
Volumendichte und das Gesamtvolumen der Pinealzellen in der Epiphyse zu
untersuchen. Alle untersuchten Pferdeepiphysen (119) wurden zwischen 2008 und
2012 aus dem Sektionsgut des Instituts fur Tierpathologie der Ludwig-
Maximilians-Universitat Mlnchen entnommen, entlang der Mittellinie halbiert
und je eine Halfte in Paraffin und Kunststoff eingebettet. Fir die mikroskopischen
Untersuchungen kamen neben der HE- und Giemsa-Farbung bei Bedarf und
exemplarisch weitere Spezialfarbungen hinzu (Turnbull-Blau, PAS-Reaktion,

Bleichung, Immunhistochemische Férbungen fur Bornavirusantigen).

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchung ergaben ein kleines Spektrum an
pathologischen  Veranderungen. Am  h&ufigsten  waren  perivaskulére
lymphoplasmazellulare Infiltrate (49%) zu erheben, die mit dem Vorhandensein
einer Hyperamie positiv Korrelierten (r=0,836, p<0,001). Die Atiologie dieser
Entzindungsreaktion blieb in den meisten Fallen fraglich und kdnnte eine
unspezifisch-reaktive Entzindung darstellen. Bei fiinf Pferden standen die
entziindlichen Infiltrate mit einer Borna Disease Virus (BDV) Infektion im
Zusammenhang und in allen Fallen wurde das Virus immunhistochemisch
nachgewiesen. Bei einem Tier lag eine eitrige Pinealitis vor, vermutlich als Folge
eines Ubergreifens einer hochgradigen, diffusen, fibrinos-eitrigen, teils
nekrotisierenden Meningoenzephalitis, Meningomyelitis und Vaskulitis auf die
Epiphyse. Erreger konnten nicht nachgewiesen werden. Bei einer Quarter Horse
Stute mit einer Infektion mit equinem Herpesvirus (EHV-1) lag eine pauzifokale
Pinealitis mit mittelgradiger perivaskularer lymphoplasmazellulérer Infiltration
sowie eine geringgradige Hyperamie vor. Ein Zusammenhang mit der EHV-1
Infektion scheint wahrscheinlich, wurde jedoch nicht

virologisch/immunhistochemisch abgeklart.

Bei semiquantitativen histologischen Untersuchungen wurde zwischen hellem,

ockerfarbigem Pigment (am ehesten Lipofuscin) und dunklem, bréunlichem
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Pigment (Melanin/Hamosiderin) unterschieden. Dabei zeigte sich eine positive
Korrelation zwischen dem Vorkommen von Lipofuscin und dem Alter der Pferde
(r=0,489, p<0,001). Zwischen dem Vorkommen von Melanin und Hdmosiderin in
den Pinealiszellen und Histiozyten bestand keine signifikante altersabhangige
Veranderung (r=-0,055, p=0,552).

Andere in der Humanmedizin h&ufig beschriebene Verédnderungen wie
Verkalkungen (Azervuli/Hirnsand), Zysten und Tumore in der Epiphyse konnten

in keiner Pferdeepiphyse gefunden werden

Das Epiphysengewicht war unabhéngig vom Korpergewicht der Pferde und weder

das absolute noch das relative Epiphysengewicht veranderte sich mit dem Alter.

Mittels quantitativ-stereologischer Untersuchung der Epiphyse von 76 Pferden
wurde gezeigt, dass mit dem Alter der Pferde das Gesamtvolumen (p=0,025) und
die Volumendichte (p=0,001) der Pinealzellen in der Epiphyse signifikant
abnimmt, wohingegen der VVolumenanteil von Bindegewebe in der Epiphyse mit
dem Alter zunimmt (p=0,024). Zwischen dem Gesamtvolumen bzw. der
Volumendichte der Pinealzellen in der Epiphyse und Geschlecht (Wallach, Stute),
Korpergewicht, Saison und Zuordnung Grof3pferd/Pony war kein Zusammenhang

erkennbar.

Die vorliegende Studie zeigt zum ersten Mal die Mitbeteiligung der Epiphyse bei
Bornavirusenzephalitis des Pferdes. Darlber hinaus konnte eine altersabhangige
Zunahme von Lipofuszin in der Epiphyse sowie die altersabhdngige Zunahme der
Volumendichte des Bindegewebes und Abnahme der Volumendichte und des

Gesamtvolumens der Pinealiszellen gezeigt werden.
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7 SUMMARY

The aim of this study was to characterize changes of the pineal gland of horses of
different age groups, using histological, semiquantitative and quantitative
stereological analyses. Age-, gender-, race- and seasonal influences of the pineal
gland volume and volume densities and total volumes of pineal cells, fibrous

connective tissue and pigment deposits in the pineal gland were analysed.

All pineal glands (119) were collected at necropsy in the Institute of Veterinary
Pathology of the Ludwig-Maximilians-University Munich, cut in halves along the
longitudinal axis and one half was embedded in paraffin and the other in raisin.
All sections were routinely stained with HE and Giemsa as well as exemplary for
iron and bleaching of melanin. In horses with clinical symptoms of Borna disease
and with Borna disease encephalitis, Borna virus antigen was also detected in the
pineal glands of these animals, using immunohistochemistry with antibodies

against Borna disease virus (BDV).

Qualitative histological analyses revealed a tight spectrum of pathological
alterations, such as mainly perivascular infiltration with lymphocytes and plasma
cells, which correlated with the degree of hyperaemia (r=0.836; p=0.001). In most
cases, the aetiology of the inflammatory cell infiltration remained largely
unknown and my be non-specific in nature. In five horses, Borna virus antigen
was demonstrated by immunohistochemistry and the infection with BDV was
therefore thought to be causative for the inflammatory reaction. One horse with
Equine herpes virus — 1 Infection showed inflammatory infiltrates in the pineal
gland, however, the virus was not determined in the pineal gland by virology or
immunohistochemistry. One animal showed suppurative pinealitis which was
thought to result from a massive, diffuse, fibrinous to suppurative

meningoencephalitis, -myelitis and vasculitis.

Using semiquantitative analyses, pigment deposition (lipofuscin, melanin and
hemosiderin) was quantified. The yellow-ochre most likely lipofuscin deposits
increased in an age-related manor in cells of the pineal gland (r=0.489; p<0.001).
Melanin and hemosiderin were not differentiated from one another and there was
no age-related change in the frequencies of these dark-brown pigments in pineal

gland cells or histiocytes.
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Other changes of the pineal gland, that are well known in humans, were not

observed in the horses of this study (calcification, cysts, tumours).

The pineal weight was independent of body weight an neither absolute nor

relative pineal gland to body weight ratio changed with age.

Using quantitative stereological analyses, pineal glands of 76 horses were
analysed, showing that the total volume (p=0.025) and the volume density of
pineal cells in the pineal gland (p=0.001) drops with age whereas the volume
fraction of fibrous connective tissue increased with age in the pineal gland
(p=0.024). Total volumes and volume fractions of pineal gland cells in the pineal

gland were independent of gender, body weight, season and race.

The present study shows for the first time the presence of Borna virus antigen in
the pineal gland of horses that showed Borna disease encephalitis. Furthermore,
the study shows an age-related increase of lipofuscin in the pineal gland and the
increase of the volume fraction of fibrous connective tissue and decrease of the

volume fraction of pineal gland cells with age.
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11 ANHANG

11.1 Verwendete Materialien fur Paraffinschnitte

11.1.1  Hamalaun-Eosin-Farbung

11.1.1.1 HCI-Alkohol-Stammlésung 1%ig

96%iger Alkohol 7000 ml
Agqua dest. 2500 ml
25%ige Salzsdure 100 ml
11.1.1.2 HCI-Alkohol-Gebrauchsldsung 0,5%ig
HCI-Alkohol-Stammlésung 100 ml
70%iger Alkohol 100 ml
11.1.1.3 Eosin-L6sung 1%ig
Eosin 10 g
Aqua dest. (heil3, um Eosin zu l6sen, dann abkihlen lassen) 1000 ml
Eisessig 1,5 ml
11.1.2  Giemsa-Farbung
11.1.2.1 Phosphatpuffer 0,1 Mol
Ldésung A | Kaliumdihydrogenphosphat 13,61 ¢
Aqua dest. 1000 ml
Lésung B | Dinatriumhydrogenphosphat 3,55 ¢g
Aqua dest. 250 ml
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11.1.2.2 Giemsa-Gebrauchslosung 7%ig

Phosphatpuffer Losung A 390 ml
Phosphatpuffer Lésung B 10 ml
Mischen und erwérmen (ca. 70-80 °C)

Giemsa-Stammldsung 28 ml
Losung auf pH 5 einstellen und filtrieren (ca. 3 Tropfen Salzséure)

11.1.2.3 Essigsaure 0,5%ig

Agqua dest. 50 ml
Essigsdure 1%ig 50 ml
11.1.3  Turnbull-Blau-Farbung

11.1.3.1 Ammoniumsulfidlésung 10%ig

Ammoniumsulfid 50 ml
Aqua dest. 50 ml
11.1.3.2 Kaliumhexacyanoferrat (111) 20%ig

Kaliumhexacyanoferrat (111) 59

0,5 %ige Salzsdure 50 ml
11.1.3.3 Salzsaure 1%ig

Salzséure 25%ig 400 ml
Agqua dest. 9400 ml
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11.1.3.4 Kernechtrot 0,1%ig

Aluminiumsulfat (Merck, Darmstadt, Nr. 1102) 50¢
Agua dest. 1000 ml
Kernechtrot (Merck, Darmstadt, Nr. 15939) 1lg

,

11.1.4 PAS-Reaktion

11.1.4.1 Perjodsaure 1 %

Lésung A | Perjodsdure 10g
Agua dest. 1000 ml

Ldésung B | Natriumacetat 169
Agua dest. 100 ml

Getrenntes Ansetzen der Losungen, anschliefend Mischung und Aufbewahrung
im Kihlschrank

11.1.4.2 HCI-Alkohol-Stammlésung 1%ig

96%iger Alkohol 7000 ml
Aqua dest. 2500 ml
25%ige Salzsdure 100 ml

11.1.4.3 HCI-Alkohol-Gebrauchslésung 0,5%ig

HCI-Alkohol-Stammlésung 100 ml

70%iger Alkohol 100 ml

11.1.5 Bleichung

11.1.5.1 Bleichlésung 5%ig

Wasserstoffperoxid 5%ig 15 ml
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Aqua dest.

75 ml

11.2  Verwendete Materialen flr die Kunststoffeinbettung

11.2.1  Spulflussigkeit

Saccharose 70 ¢
Kalziumchlorid-Dihydrat 0,735g
Cacodylatpuffer (vgl. 11.1.1) 1000 ml
PH-Wert auf 7,2 einstellen.

11.2.2  Cacodylatpuffer

Dimethylarsinsdure Natriumsalz-Trihydrat 10,7 ¢
Agua dest. 500 ml
Salzsaure 1IN 4,15 ml
PH — Wert auf 7,2 durch Zugabe von 0,1 N HCI, bzw. 0,1 N NaOH

Aqua dest. (80°C) 500 ml
11.2.3  Einbettungsmedium (L6ésung A)
Methacrylséure-2-hydroxyethylester 70 ¢
Methacrylsédure-methylester (MMA) 20 ml
Butylglykol (Ethylenglykolmonobutylether) 16 ml
Polyethylenglykol 400 (Weichmacher) 2ml
Benzolperoxid (Katalysator, mit 25% Wasser) 338 mg

11.2.4  Einbettungsmedium (L6sung B)

N-N-Dimethylanilin

60 pl
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Einbettungsmedium (Losung A) 40 ml

11.3  Verwendete Materialen far Farbung der
Kunststoffschnitte

11.3.1 HE -Farbung

11.3.1.1 HCI - Ethanol 1%ig

Salzsaure 25%ig 10 mi

Ethanol 96%ig 700 ml

Agua dest. 250 ml

11.3.1.2 Eosin — Phloxin — Gebrauchslosung

Ethanol 96%ig 468 ml

Stammldsung Eosin 30 ml

Stammldsung Phloxin 3ml

Essigsaure 96%ig 2,4 ml

11.3.1.3 Stammlésung Eosin

Eosin gelblich 1g

Aqua dest. 1000 mi

11.3.1.4 Stammlésung Phloxin

Phloxin 19

Agua dest. 1000 ml
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11.3.2 Giemsa — Farbung

11.3.2.1 Giemsa — Gebrauchslésung

Phosphat-Puffer 200 ml

Giemsa-Stammldsung 14 ml

Den pH-Wert mit Hilfe von 0,. 1 N HCI, bzw. 0,1 N Natronlauge auf 6,7

einstellen

11.3.2.2 Phosphat-Puffer 0,067M

Di-Kaliumdihydrogenphosphat 9,12 g/l 200 ml

Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat 11,93 g/l 160 ml

Den pH-Wert mit Hilfe von 0,1 N HCI, bzw. 0,1 N Natronlauge auf 6,7

einstellen.

11.3.2.3 Essigsaure 0,5%ig

Agua dest. 1000 ml

Eisessig 5mi

114 Immunhistochemie Borna

11.4.1  Wasserstoffperoxid (H202) 1 %

Wasserstoffperoxid 30%ig 6 ml

Agqua dest. 174 ml

11.4.2  Tris buffered saline (TBS) pH-Wert 7,6
Fir 2000 ml Stammlésung fir TBS-Puffer pH-Wert 7,6:
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TRIS l6sen in 1900ml Aqua dest. 121 g

NaCl 90¢g

Einstellung des pH-Werts auf pH 7,6 mit HCL 25 %

auffillen auf 2000 ml

Fur Gebrauchsldsung: Verdiunnung der Stammlésung 1:10 mit Aqua dest.

1143 DAB pH-Wert 7,0

diaminobenzidine tetrahydrochlorid dihydrat (DAB) 1 Tablette

In Aqua dest. Auflésen (1 Std) 10 ml

hinzuftigen von 1 pl H202 30 % pro 1 ml
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11.5  Allgemeine Daten der untersuchten Pferde

(Bayr.: Bayrisches, BWS: Brustwirbelsdule, chron.: chronisch, E: Euthanasie, F: Frihjahr, Franz: Franzosisches, GP: Grol3pferd,
H: Herbst, HWS: Halswirbelsaule, KB: Kaltblut, m: mannlich/Hengst, mk: mannlich kastriert/Wallach, n.b.: nicht bekannt, nekr.:
nekrotisch, Oster.: Osterreischisches, S: Sommer, Suddt.: Stiddeutsches, T: Tod, VB: Vollblut, W: Winter, w: weiblich/Stute, W:
Winter, WB: Warmblut)

S 859/08 S 14 W Bayr WB | T GP 550 n.b. metastasierendes Adenokarzinom

S 957/08 H 25 mk wWB E | Pony | 550 220 0,04 Femurfraktur, chron.-ulzerierende
Keratitis, Hyperplasie/Adenom

Nierenbecken, Harnblasenzyste

S 990/08 w 7 mk WB E GP 550 110 0,02 chron.-arthrotische Veranderungen HWS

S 1095/08 w 12 mk WB E | GP 550 50 0,01 Kolitis X, Melanom, Hepatitis

S 1133/08 F 4 mk Haflinger | E | Pony | 300 230 0,08 Myokardfibrose
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E 2857/08 15 w Haflinger/ | n.b. | Pony | 380 110 0,03 Hypophyse vergrolert, Epilepsie,
Islandpferd Cushing
Mix

S 424/09 15 mk wWB E GP 550 120 0,02 Malignes Lymphom

S 505/09 7 mk Islandpferd | E | Pony | 250 290 0,12 Trammerfraktur Kronbein linke
Vordergliedmalie

E 558/09 11 mk wWB nb. | GP 586 280 0,05 n.b.

S 580/09 18 mk wWB T GP 600 170 0,03 Kardiomyopathie, Schilddriisenadenome

S 597/09 10 mk n.b. E | nb. 600 210 0,04 Entziindliche Alterationen Oberkiefer,
Septikamie

S 600/09 12 mk Bay. WB | E | GP 600 360 0,06 Inkarzerierung Diinndarm, Magenruptur
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E 603/09 12 mk wWB GP 650 240 0,04 Fraktur Fesselbein

S 604/09 13 mk wWB GP 675 110 0,02 Malignes Lymphom

S 608/09 18 mk wB GP 600 240 0,04 Glaukom, Beckenfraktur, Struma
parenchymatosa diffusa

S 642/09 20 mk Franz. WB GP 625 200 0,03 Tumor linke Niere

S 656/09 6 w VB GP 500 140 0,03 Bornavirusinfektion

S 706/09 9 m Slddt. GP 805 120 0,02 lleumruptur mit diffuser Peritonitis als

Kaltblut Folge parasitiaren Geschehens
S 707/09 12 m Islandpferd Pony | 300 150 0,05 Augenprobleme
S 714/09 24 w Arabisches GP 408 100 0,03 Hydrocephalus internus,
VB Plexuscholesteatom, Parasitengranulom

Leber
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S 765/09 25 VB GP 500 120 0,02 Endokarditis (bakteriell-toxisch),
Adenome in NN, Schilddriise und
Hypophyse; Equine Sarkoide

S 776/09 0 Arabisches GP 90 70 0,08 hgr. Osteomyelitis mit Nachweis

VB Rhodococcus equi, interstitielle

Pneumonie

S 785/09 16 Dt. Pony | 350 120 0,03 Bornavirusinfektion

Reitpony

S 800/09 14 Ungar. WB GP 500 50 0,01 Nephropathie mit interstitieller Fibrose

S 822/09 23 Ungar. WB GP 550 200 0,04 Perforation Zakum mit Peritonitis,
chron. Myokarditis; Adenome in
Hypophyse, Schilddrise und NN
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S 840/09 11 mk Olden- E GP 600 160 0,03 hamorrhagische Infarzierung Darm
burger WB

S 874/09 12 mk Oster. WB | E GP 600 170 0,03 hgr. intestitielle Pneumonie

S 885/09 17 w Haflinger | E | Pony | 500 210 0,04 chron. Hufrehe

S 897/09 18 w Haflinger E | Pony | 450 200 0,04 hgr. Spondylarthrose BWS

S 898/09 23 m Przewalski-| E |Pony | 263 110 0,04 Knorpelverlust im Tarsalgelenk,
pferd GefaBverkalkung

S 971/09 15 m Quarter E GP 500 250 0,05 H&molyse in Leber, axonale Sphéaroide
Horse im Hals- & Brustmark

S 974/09 5 mk Stddt. KB | E GP 800 160 0,02 Magenruptur, Magenulzera, Kolitis X

S 1078/09 36 mk n.b. E | nb. 500 50 0,01 hgr. Arthrose Huftgelenk, COPD

S 1088/09 16 mk Bay. WB | nb. | GP 600 140 0,02 hgr. chron. fibrosierende Nephritis
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S 1099/09 23 w Hannover- | n.b. | GP 600 130 0,02 Torsio coli, Magenuberladung, chron.
aner WB Zystitis, chron. Nephritis, Ovaratrophie

S 1124/09 17 mk Haflinger | E | Pony | 500 150 0,03 Spondylarthropathie

S 1128/09 15 mk Bay. WB E GP 600 180 0,03 Fibroelastose & Verkalkung des
Endokards

S 1137/09 15 w Traber T | GP 600 130 0,02 nekrot. Enteritis mit Nachweis von
Clostridien

S 1142/09 21 m Arabisches | n.b. | GP 500 70 0,01 Beckentrimmerfraktur, chron.

VB interstitielle Nephritis

S 1143/09 10 w Islandpferd | T |Pony | 400 250 0,06 lleus, Peritonitis

S 1204/09 2 w Haflinger | E | Pony | 450 150 0,03 atypische Myoglobinurie/Myopathie

S 1205/09 15 w Traber E GP 550 120 0,02 Mikroadenome der Hypophyse
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S 1219/09 12 mk wWB GP 550 130 0,02 Netzhautablosung
S 1241/09 13 mk wWB GP 600 130 0,02 anaphylaktischer Schock, Tendinitis
tiefe Beugesehne, ggr. Synovialitis
S 1244/09 20 w Quarter GP 480 190 0,04 Augenprobleme
Horse
S 1248/09 4 m WB GP 600 100 0,02 hgr. eitrige, nekrotisierende
Meningoenzephalitis, Ventrikulitis,
Meningomyelitis
S 1277/09 3 w wWB GP 600 400 0,07 Knochenzysten Krongelenk
S 1283/09 20 mk Argentino- GP 460 100 0,02 Herzinsuffizienz
Polopferd
S 1299/09 14 mk Gelder- GP 650 70 0,01 Metastasierendes Hamangiosarkom
l&nder
S 2/10 4 m Friese GP 650 200 0,03 Herz-/Kreislaufversagen, Rhodococcus
equi Infektion, Alopecia areata
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S 18/10 16,5 w Knabs- E GP 650 50 0,01 hgr. chron. Rhinitis
trupper
S77/10 17 mk Olden- nb. | GP 650 250 0,04 Kardiomyopathie, Endokardfibrose
burger WB
S 80/10 2 mk Haflinger | T | Pony | 400 80 0,02 Herzmissbildung, Herzinsuffizienz
S 107/10 13 mk Friese E GP 750 80 0,01 Osophagusdivertikel mit Perforation
S 140/10 6 w Paint E GP 420 200 0,05 Kolonobstipation, chron. Magenulzera
S 158/10 22 w Islandpferd | E | Pony | 350 260 0,07 nichteitrige Meningoenzephalitis,
Schultergelenksarthrosen
S 159/10 15 w Tinker E GP 500 160 0,03 Lipoma pendulans
S 160/10 20 mk WB E | GP 600 120 0,02 Kolonruptur
S 168/10 30 mk WB T GP 600 140 0,02 chron. Nephritis, Haemomelasma ilei
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S 204/10 25 mk wWB GP 750 190 0,03 hgr. Hamorrhagische. Infarzierung
Dlnndarm

S 219/10 17 m Friese GP 550 120 0,02 Magenruptur; akutes Nierenversagen,
Hodenatrophie, Leydigzelltumor chron
Gastritis

S 220/10 18 mk wB GP 500 240 0,05 Malignes Lymphom

S 265/10 3 w Appaloosa GP 550 130 0,02 Uveitis, ERU, Fraktur Humerus,

S 275/10 18 mk Islandpferd Pony | 400 320 0,08 Malignes Lymphom um Aorta, Herz,
Dickdarm, Nebenniere

S 287/10 22 w Islandpferd Pony | 430 230 0,05 Hé&morrhagische Infarzierung Darm,

/Haflinger Lipoma pendulans
Mix
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S 296/10 25 Haflinger | E | Pony | 500 150 0,03 Enteritis, Kolitis X, Kardiomyopathie
S 303/10 0 n.b. n.b. | n.b. 45 10 0,02 Infektion Magen-Darm-Trakt, Nabel
S 304/10 7 Islandpferd | E | Pony | 400 220 0,06 Hepatoenzephales Syndrom
S 321/10 15 Hannove- | E GP 600 190 0,03 Mitralklappenfibrose/-Stenose
raner WB
S 329/10 18 Bay. WB E GP 550 200 0,04 Hamorrhag.-nekrot. Enteritis, Peritonitis,
Leberzellnekrose
S 330/10 7 Sachs. WB| T | GP 650 110 0,02 Peritonitis
S 367/10 16 Haflinger | E | Pony | 400 90 0,02 Kolitis X, Plexuscholesteatom
S 405/10 8 Appaloosa | E GP 500 140 0,03 Bornavirusinfektion, Nephropathie
S 410/10 15 WB E GP 650 100 0,02 Aurthritis Fesselgelenk
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S 411/10 14 w WB GP 650 130 0,02 Caecum/ Kolonverlagerung
S 425/10 25 mk Rheinlande GP 650 150 0,02 Rektales Plattenepithelkarzinom, hgr.
r chron. fibrése Nephritis
S 463/10 16 w Shagya- GP 450 30 0,01 Chron. Nephritis, Papillome u. Adenome
Araber Magen
S 546/10 21 w Traber GP 570 150 0,03 prazirrhotische Leber, Magenulzera
S 655/10 17 w Appaloosa GP 496 150 0,03 Glaukom beidseitig
S 673/10 18 mk WB GP 650 150 0,02 n.b.
S 699/10 5 mk Andalusier GP 550 150 0,03 n.b.
S 722/10 29 w WB GP 550 n.b. Chron. interst. Nephritis, Mikroadenome
Hypophyse
S 735/10 9 mk WB GP 650 n.b. Hufrolle
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S 785/10 1,5 w Quarter GP 600 120 0,02 Equines Herpesvirus 1
Horse
S 805/10 9 mk Andalusier GP 600 150 0,03 GeféaRperforation
S 837/10 18 mk n.b. n.b. 700 170 0,02 Ersticken unklarer Atiologie
S 913/10 7 mk Shagya- GP 525 150 0,03 Fibrosarkom
Araber
S993/10 8 mk Engl. VB GP 500 80 0,02 Equine multinoduldre pulmonale
Fibrose, Herpesvirusinfektion,
Leberzirrhose
S 1089/10 12 mk Bay. WB GP 700 250 0,04 Hgr. ankylosierende Arthrose
S 1210/10 12 w Siddt. KB GP 700 320 0,05 myokardiale Muskelzelldegeneration, -
nekrose
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S 1281/10 19 mk Haflinger | E | Pony | 500 170 0,03 Malignes Lymphom

S 1287/10 26 mk Engl. VB GP 500 180 0,04 metastasierendes Hdmangiosarkom;
Adenome in Schilddruse,NN,Hypophyse

E2153/10 8 mk Oldenburge | n.b. | GP n.b. 160 obB

rwB
S4/11 11 w Welsh E | Pony| 500 150 0,03 Neuritis
B-Pony
S6/11 1 m PuraRaza | E GP 500 100 0,02 eitrige Nephritis, Thrombusbildung in
Espagnola Bereich Endaufzweigung Bauchaorta

S 13/11 15 w Haflinger | E | Pony | 500 190 0,04 Malignes Lymhom in Leber, Milz,
Dickdarm, Lnn., Konjunktiva,
Waldeyer-Rachenring

S 28/11 4 m n.b. T | nb. n.b. 140 0,03 Chron. Kardiomyopathie, akute
hypoxische Nervenzelluntergénge
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S93/11 W 10 mk Islander T | Pony| 500 260 0,05 Kolitis X, Glomerulonephritis,
Niereninfarkt
S 108/11 W 1 m Sitddt. KB | E GP 250 90 0,04 Dilat. Osophagus, schlaffe Lahmung Ohr
u. Schweif
S 135/11 18 mk Westfal. | n.b. | GP 800 190 0,02 Lymphom
WB
S 152/11 12 m Friese E GP 600 120 0,020 Metastasierendes Seminom, multiple
Nervenzelldegeneration der
Grol3hirnrinde
S 153/11 W 11 w Shetlandpo | E | Pony | 100 70 0,07 Meningoenzephalitis, Borna
ny
S 164/11 W 14 w Argent. E GP 450 170 0,04 Nervenzelldegenerationen
Paso Fino
S 186/11 W 6 w Hannovera | E GP 600 200 0,03 Degeneration motorische Bahnen
ner WB
S191/11 W 3,5 mk WB nb. | GP n.b. 210 Meningitis, Vaskulitis
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S197/11 20 w WB GP 550 220 0,04 Hufrehe hi.li., Cushing,
Nervenzelldegeneration GroRRhirnrinde

S 198/11 8 w Friese GP 650 n.b. Multinoduldre pulmonale Fibrose,
Hautveréanderungen, malignes Lymphom

S 251/11 16 mk Haflinger Pony | 530 160 0,03 Beugesehnenentziindung

S273/11 1 m Haflinger Pony | 350 120 0,03 Hgr. hamorr. Myelomalazie, chron.
Magenulzera, interst. Pneumonie

S 274/11 15 mk Tinker GP n.b. 230 Herzkreislaufversagen, Vergiftung mit
Monensin

S 367/11 26 mk Camargue GP 400 100 0,03 Bornavirusinfektion

S 390/11 10 mk wWB GP 600 130 0,02 entz. Veranderungen Darm &
Peritoneum

S 458/11 1 m Shire GP 690 n.b. Chron. equine Dysautonomie (Grass

Horse Sickness)
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S593/11 n.b. w n.b. GP 480 n.b. Herzkreislaufversagen,
Kieferhéhlenentziindung
S619/11 12 w Quarter T GP 550 n.b. Zwerchfellhernie mit
Horse Dinndarminkarzeration
S941/11 6 mk Oldenb. E GP 550 n.b. hgr. Enteritis, nekr. Typhlokolitis
WB
S 84/12 3 m Friese T | GP 650 n.b. Aortenabriss
S 87/12 24 w KB Mix | nb. | GP 480 n.b. Metastasierendes Mamma-
Adenokarzinom
S97/12 6 W Lipizzaner | E n.b. 300 n.b. Enteritis, chron. Gastritis, multiple
Magenulzera, chron. Peritonitis
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11.6  Ergebnisse der histologischen Untersuchung

(0: ohne Befund, 1: geringgradig, 2: mittelgradig, 3: hochgradig)

S 859/08 1 3 0 1 1 2 0
S 957/08 0 1 1 1 1 1 0
S 990/08 0 1 0 1 0 0 0
S 1095/08 0 1 0 1 0 0 0
S 1133/08 0 1 0 3 1 1 0
E 2857/08 1 1 1 1 1 2 1
S 424/09 0 1 1 1 0 0 0
S 505/09 0 0 0 2 0 0 0
E 558/09 0 1 1 1 1 1 0
S 580/09 0 1 1 1 0 0 0
S 597/09 0 2 0 1 0 0 0
S 600/09 1 1 2 1 1 2 0
E603/09 1 1 0 1 0 0 0
S 604/09 0 0 0 1 0 0 0
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S 608/09 1 1 1 1 0 0 0
S 642/09 1 1 0 1 0 0 0
S 656/09 3 1 0 1 1 1 0
S 706/09 1 2 0 2 1 1 0
S 707/09 1 1 0 1 0 0 0
S 714/09 1 1 1 1 1 1 0
S 765/09 0 1 1 1 0 0 0
S 776/09 1 3 0 3 0 1 0
S 785/09 2 1 2 1 1 2 1
S 800/09 1 1 1 1 0 0 0
S 822/09 1 1 1 2 2 1 0
S 840/09 0 1 1 1 0 0 0
S 874/09 0 2 0 2 0 0 0
S 885/09 0 1 1 2 0 0 0
S 897/09 0 1 1 1 1 1 0
S 898/09 0 1 0 3 0 0 0
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S 971/09

S 974/09

S 1078/09

S 1088/09

S 1099/09

S 1124/09

S 1128/09

S 1137/09

S 1142/09

S 1143/09

S 1204/09

S 1205/09

S 1219/09

S 1241/09

S 1244/09

S 1248/09
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S 859/08 1 3 0 1 1 2 0
S 957/08 0 1 1 1 1 1 0
S 990/08 0 1 0 1 0 0 0
S 1095/08 0 1 0 1 0 0 0
S 1133/08 0 1 0 3 1 1 0
E 2857/08 1 1 1 1 1 2 1
S 424/09 0 1 1 1 0 0 0
S 505/09 0 0 0 2 0 0 0
E 558/09 0 1 1 1 1 1 0
S 580/09 0 1 1 1 0 0 0
S 597/09 0 2 0 1 0 0 0
S 600/09 1 1 2 1 1 2 0
E603/09 1 1 0 1 0 0 0
S 604/09 0 0 0 1 0 0 0
S 608/09 1 1 1 1 0 0 0
S 642/09 1 1 0 1 0 0 0
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S 656/09 3 1 0 1 1 1 0
S 706/09 1 2 0 2 1 1 0
S 707/09 1 1 0 1 0 0 0
S 714/09 1 1 1 1 1 1 0
S 765/09 0 1 1 1 0 0 0
S 776/09 1 3 0 3 0 1 0
S 785/09 2 1 2 1 1 2 1
S 800/09 1 1 1 1 0 0 0
S 822/09 1 1 1 2 2 1 0
S 840/09 0 1 1 1 0 0 0
S 874/09 0 2 0 2 0 0 0
S 885/09 0 1 1 2 0 0 0
S 897/09 0 1 1 1 1 1 0
S 898/09 0 1 0 3 0 0 0
S 1277/09 1 1 0 1 0 1 0
S 1283/09 0 0 0 3 0 0 0
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S 1299/09 0 1 1 1 0 0 0
S 2/10 0 1 0 3 2 1 0
S 18/10 0 1 0 2 0 0 0
S 77/10 0 2 1 1 1 1 0
S 80/10 0 1 0 1 3 2 0
S 107/10 0 1 1 1 0 0 0
S 140/10 0 1 1 1 0 0 0
S 158/10 1 1 1 1 0 0 0
S 159/10 0 1 0 2 1 0 0
S 160/10 0 1 1 1 1 1 0
S 168/10 1 1 1 1 1 1 1
S 204/10 0 1 1 2 0 0 0
S 219/10 0 3 0 2 0 0 0
S 220/10 0 1 1 1 0 0 0
S 265/10 0 1 0 1 0 0 0
S 275/10 0 1 1 1 0 0 0




Anhang 122

S 287/10 0 2 2 1 1 1 0
S 296/10 0 1 2 3 2 1 0
S 303/10 0 0 0 3 0 0 0
S 304/10 0 0 0 1 0 0 0
S 321/10 0 1 1 2 1 0 0
S 329/10 0 2 1 2 1 1 0
S 330/10 0 1 0 3 1 1 0
S 367/10 0 1 1 1 1 2 0
S 405/10 3 1 1 1 2 3 1
S 410/10 1 2 0 1 0 0 0
S 411/10 0 2 1 2 3 1 0
S 425/10 0 0 1 1 1 1 0
S 463/10 0 0 0 1 0 0 0
S 546/10 1 3 1 2 0 0 0
S 655/10 0 0 1 2 0 0 0
S 673/10 0 1 1 2 0 0 0
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S 699/10 0 2 0 2 0 0 0
S 722/10 0 1 1 1 1 1 0
S 735/10 0 1 0 1 0 0 0
S 785/10 0 1 0 2 1 1 0
S 805/10 1 1 0 2 1 2 0
S 837/10 1 1 1 2 1 1 0
S 913/10 1 1 0 1 0 0 0
S 993/10 1 1 0 1 0 0 0
S 1089/10 0 1 0 1 0 0 0
S 1210/10 0 2 0 2 1 1 0
S 1281/10 0 1 1 1 1 1 0
S 1287/10 0 1 1 1 0 0 0
E2153/10 1 1 0 1 0 1 0
S 4/11 1 3 1 1 0 0 0
S 6/11 0 1 0 2 0 0 0
S 13/11 1 1 1 2 1 1 0
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S 93/11 0 1 0 1 1 1 0
S 108/11 1 1 0 2 1 1 0
S 135/11 0 1 2 1 0 0 0
S 152/11 0 1 1 1 0 0 0
S 153/11 1 1 0 1 1 2 1
S 164/11 0 2 1 1 2 1 0
S 186/11 0 1 1 1 0 0 0
S 191/11 0 1 0 1 1 1 0
S 197/11 0 1 1 1 0 0 0
S 198/11 0 0 1 2 0 0 0
S 251/11 1 2 1 1 0 0 0
S 273/11 0 2 0 2 0 0 0
S 274/11 1 3 1 1 1 1 0
S 28/11 0 1 0 1 0 0 0
S 367/11 0 1 1 3 1 1 0
S 390/11 1 1 1 1 1 1 0
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S 458/11 0 0 0 1 1 1 0
S 593/11 1 1 0 3 1 0 0
S 619/11 0 1 1 2 0 0 0
S 941/11 0 1 0 2 0 0 0
S 84/12 0 1 1 2 0 0 0
S 87/12 0 1 1 2 0 0 0
S 97/12 0 1 0 1 0 0 0
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11.7  Ergebnisse der stereologischen Untersuchung
(Vv(Pin/Epi): Volumendichte, V: Volumen, M: Masse)

VVpinepi) | VVpinepi) | Vingpi) | Mpin, Epi) | VV(Pigiep) | VV(Bgw/Epi)
Sektions- | (Pinealzel |(Pinealzel |Pinealzell |Pinealzell |Pigment |Bindegew
nummer |len) [%] |len) en[cm3] |en[mg] |[%] ebe [%]
S 957/08 56 0,56 0,12 1,23 0,70 36
S 990/08 65 0,65 0,07 0,71 0,26 32
S 1095/08 59 0,59 0,03 0,29 2,80 28
S 1133/08 69 0,69 0,15 1,59 0,74 26
E 2857/08 67 0,67 0,07 0,74 0,16 31
S 424/09 69 0,69 0,08 0,82 2,22 23
S 505/09 68 0,68 0,19 1,99 0,23 30
S 580/09 63 0,63 0,10 1,08 0,24 26
S 597/09 60 0,60 0,12 1,27 0,00 30
S 600/09 76 0,76 0,26 2,74 1,04 21
S 604/09 70 0,70 0,07 0,77 0,43 28
S 608/09 65 0,65 0,15 1,56 0,70 32
S 642/09 75 0,75 0,14 1,49 2,42 17
S 656/09 73 0,73 0,10 1,02 0,00 27
S 714/09 63 0,63 0,06 0,63 1,34 21
S 785/09 55 0,55 0,06 0,66 0,22 40
S 800/09 60 0,60 0,03 0,30 0,41 35
S 822/09 61 0,61 0,11 1,22 0,66 34
S 840/09 75 0,75 0,11 1,20 1,66 21
S 874/09 67 0,67 0,11 1,14 1,44 31
S 885/09 59 0,59 0,12 1,23 1,20 36
S 897/09 64 0,64 0,12 1,28 0,93 28
S 974/09 77 0,77 0,12 1,23 1,23 17
S 1078/09 80 0,80 0,04 0,40 0,17 15
S 1088/09 66 0,66 0,09 0,93 0,85 25
S 1099/09 73 0,73 0,09 0,95 1,01 22
S 1124/09 63 0,63 0,09 0,94 0,64 30
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VVeinepi) | VVrinepi) | Vrin epiy | Mpin Epi) | VVrigepi) | VV(BgwiEDi)
Sektions- | (Pinealzel | (Pinealzel | Pinealzell | Pinealzell |Pigment |Bindegew
nummer |len) [%] |len) en[cm3] |en[mg] |[%] ebe [%]
S 1128/09 67 0,67 0,11 1,21 3,52 19
S 1137/09 72 0,72 0,09 0,93 2,38 20
S 1143/09 64 0,64 0,15 1,59 1,72 34
S 1204/09 75 0,75 0,11 1,13 1,95 19
S 1205/09 63 0,63 0,07 0,76 0,81 34
S 1219/09 71 0,71 0,09 0,92 0,00 28
S 1244/09 64 0,64 0,11 1,22 0,10 34
S 1277/09 69 0,69 0,26 2,76 1,10 27
S 1283/09 69 0,69 0,07 0,69 1,08 24
E 558/09 71 0,71 0,19 1,98 0,28 27
E603/09 60 0,60 0,14 1,44 0,14 39
S 18/10 51 0,51 0,02 0,26 0,78 41
S77/10 66 0,66 0,16 1,65 0,38 31
S 107/10 63 0,63 0,05 0,50 1,28 29
S 140/10 77 0,77 0,14 1,53 0,12 22
S 158/10 65 0,65 0,16 1,69 7,01 25
S 159/10 64 0,64 0,10 1,03 2,66 30
S 160/10 57 0,57 0,06 0,68 1,09 40
S 168/10 55 0,55 0,07 0,77 0,29 37
S 204/10 62 0,62 0,11 1,17 0,92 34
S 220/10 61 0,61 0,14 1,47 0,14 36
S 265/10 71 0,71 0,09 0,93 0,60 24
S 275/10 50 0,50 0,15 1,61 0,19 47
S 296/10 61 0,61 0,09 0,92 5,45 28
S 321/10 86 0,86 0,15 1,64 0,43 12
S 329/10 61 0,61 0,12 1,23 1,60 32
S 367/10 58 0,58 0,05 0,52 0,00 35
S 405/10 7 0,77 0,10 1,07 0,15 21
S 411/10 72 0,72 0,09 0,94 0,39 22
S 425/10 70 0,70 0,10 1,05 0,96 25
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VVeinepi) | VVrinepi) | Vrin epiy | Mpin Epi) | VVrigepi) | VV(BgwiEDi)
Sektions- | (Pinealzel | (Pinealzel | Pinealzell |Pinealzell |Pigment |Bindegew
nummer |len) [%] |len) en[cm3] |en[mg] |[%] ebe [%]
S673/10 53 0,53 0,07 0,79 0,98 34
S 699/10 76 0,76 0,11 1,14 0,00 22
S 785/10 71 0,71 0,08 0,86 1,59 25
S 805/10 68 0,68 0,10 1,02 1,16 25
S 837/10 53 0,53 0,08 0,90 4,19 36
S 913/10 76 0,76 0,11 1,15 0,75 20
S 993/10 66 0,66 0,05 0,53 0,00 28
S 1089/10 61 0,61 0,14 1,52 1,59 34
S 1287/10 70 0,70 0,12 1,26 1,38 26
S 4/11 71 0,71 0,10 1,07 0,56 25
S 13/11 67 0,67 0,12 1,28 1,38 27
S93/11 72 0,72 0,18 1,87 0,09 24
S 135/11 71 0,71 0,13 1,34 0,22 27
S 153/11 81 0,81 0,05 0,56 0,00 14
S 164/11 69 0,69 0,11 1,17 0,00 28
S 186/11 73 0,73 0,14 1,45 0,12 23
S 251/11 73 0,73 0,11 1,17 0,91 21
S 367/11 42 0,42 0,04 0,42 9,87 47
S 390/11 76 0,76 0,09 0,98 0,16 22
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