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I. EINLEITUNG

Mit der Domestikation des Pferdes rund 3500 Jahre v. Chr. ist das Hauspferd (Equus caballus) zu
einem wichtigen Begleiter des Menschen geworden und hat sich von seinem fritheren Einsatz im
Krieg, der Kavallerie und der Landwirtschaft zum heutigen Sport-, Freizeit- und Therapiepartner
entwickelt.

Durch sein gyrenzephales und volumindses Gehirn, seine ausgeprédgten kognitiven Fihigkeiten
und sein vorhersehbares Verhalten in einer kontrollierten Umgebung, eignet sich das Pferd
auBerdem als Modell fiir ethologische, neuroanatomische und neurowissenschaftliche
Forschungen.

Die Verfiigbarkeit standardisierter neurologischer und neurophysiologischer
Untersuchungsalgorithmen zusammen mit der Bereitschaft des Pferdes, kontrollierte Aufgaben zu
meistern, runden seine Eignung als natiirliches und vor allem auch langlebiges Tiermodell ab.
Grundvoraussetzung fiir das Verstindnis der Pathobiologie neurologischer Erkrankungen und der
Translation von Erkenntnissen auf andere Spezies, ist allerdings das Erkennen der Lokalisation,
der Verteilung und der funktionellen sowie topographischen Beziehung von Hirnpathologien.

Bis heute finden sich die Kenntnisse iiber die equine Neuroanatomie und -pathologie hauptséichlich
in topographisch-anatomischer Literatur und Einzelfallberichten iiber spezifische Syndrome, die
sich auf umschriebene Hirnbereiche konzentrieren.

Durch das groBe Volumen des equinen Gehirns gestaltet sich die Erkennung von fokalen und
diskreten Lasionen vor allem in der neuropathologischen Aufarbeitung anspruchsvoll und die
Untersuchung zusammenhédngender Bereiche ist aus technischen und finanziellen Griinden
herausfordernd.

Daher verlangt die Erkennung und Zuordnung von Erkrankungen des zentralen Nervensystems
(ZNS), mehr noch als bei Kleintieren, eine gezielte Herangehensweise bei der Beprobung, die
zusitzlich zu ,,generellen Kandidatenregionen®, die symptomatogenen Zonen und letztlich alle
grofen Funktionskreise miterfasst.

Den meisten publizierten Studien und Fallberichten ist eine Hirnsektion in Transversalschnitten
mit semisystematischer oder willkiirlicher Beprobung einzelner Areale des Frontallappens,
Dieenzephalons und Rautenhirns zu entnehmen.

Eine symptomatogene Zuordnung beschrinkt sich dabei auf die Grobzuordnung: Vorderhirn,

Hirnstamm, Kleinhirn.
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Die anschlieBende Histologie gibt im Folgenden spérlich iiber die exakte Lokalisation der
Entnahmestelle Auskunft, selbst wenn die mikroskopischen Lédsionen korrekt erkannt und
interpretiert wurden.

Das Fehlen standardisierter Vorgaben zur Hirnsektion und Beprobung fiihrt folglich zur
erschwerten Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit von Resultaten zwischen Untersuchern und
Investigationen. Dadurch gehen wertvolle Informationen und Materialien der verstorbenen
Individuen fiir aktuelle und zukiinftige Studien unersetzlich verloren oder miissen als unklar
reprasentativ erachtet werden.

Ziel dieser Studie war es daher, ein Protokoll fiir die systematische Feinsektion des equinen
Gehirns zu erstellen, die jedem Pathologen ,,im Feld* die Moglichkeit gibt, auch ohne spezifische
neuroanatomische Vorkenntnisse, neurologische Erkrankungen mit hoher Wahrscheinlichkeit im
ersten Untersuchungsgang sowie im Bedarfsfall durch zusétzlich angeforderte Schnitte abzukldren
und durch die Ergebnisse und das archivierte Material nachhaltig zum Erkenntnisgewinn bei
Hirnerkrankungen des Pferdes beizutragen.

Durch die kiinftige Zusammenlegung von systematischen bildgebenden sowie histologischen
Daten, wire aullerdem die Moglichkeit zur Erstellung multimodaler Gehirnatlanten geboten, die
das topographische, funktionelle und histologische Verstindnis der equinen Neuroanatomie und -

pathologie weiter voranbringen sollten.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Literaturgeschichte der Pferdeneurologie

Wie kein anderes Tier nimmt das Pferd in der Historie der Tiermedizin einen besonderen
Stellenwert ein. In erster eigenstindiger veterindrmedizinischer Fachliteratur, welche mit ihren
Quellen bis in die Spétantike zuriickreicht, setzte man sich nahezu exklusiv mit den Krankheiten
der Pferde und Maultiere auseinander (SCHAFFER, 1985; VON DEN DRIESCH und PETERS,
2003). Durch die zunehmende Bedeutung jener Equiden erwuchs der eigene Berufsstand der
Pferde- und Maultierédrzte, der sogenannten ,,Hippiater* und ,,Mulomedici‘ (SCHAFFER, 1985;
VON DEN DRIESCH und PETERS, 2003).

Erste Schriften iiber Tierkrankheiten wurden verfasst und in nachchristlichen Jahrhunderten zu
Sammelwerken wie der Hippiatrika, dem Corpus Hippiatricorum Graecorum, der Ars veterinaria,
der Mulomedicina Chironis und der Ars veterinaria sive Mulomedicina zusammengetragen
(SCHAFFER, 1985; VON DEN DRIESCH und PETERS, 2003). Jene Kompilationen spiegelten
den Stand der Equidenheilkunde in der Spitantike wider und umfassten in unterschiedlichem
Umfang alle wesentlichen Bereiche der Maultier- und Pferdeheilkunde, ohne dass das equine
Nervensystem mit seinen Erkrankungen darin ausdriickliche Erwihnung fand (SCHAFFER, 1985;
VON DEN DRIESCH und PETERS, 2003).

Bis zur Anerkennung der Anatomie als Grundlage medizinischen Wissens in der
Veterindrmedizin, beruhte die Beschreibung neurologischer Krankheiten des Pferdes auf reiner
Empirie (VON DEN DRIESCH und PETERS, 2003). Aus dem 17. Jahrhundert sind
Interpretationen wie ,,Von der Hirnwiithigkeit, Unsinnigkeit Dollen Coller, zu Latein Phrenitis
genannt fiir Pferde mit Dummkoller dokumentiert, die ,,So man sie lauffen liesse, so stosseten sie
den Kopff an einer Wand entzwey* (siche Abbildung 1) oder es ist ,,Von der hinfallenden Sucht*
die Rede, die als ,,Krampf des Hirns [...] den ganz Leib darnieder wirft* (siche Abbildung 2) und
vermutlich die Epilepsie des Pferdes beschreiben sollte (WINTER, 1678; VON DEN DRIESCH
und PETERS, 2003).



4 II. Literaturiibersicht

Abbildung 1. ,,Von der Hirnwiithigkeit, Unsinnigkeit Dollen Coller, zu Latein Phrenitis genannt*
von Winter 1678 (WINTER, 1678). Quelle: Geschichte der Tiermedizin (VON DEN DRIESCH
und PETERS, 2003)

Abbildung 2.
Geschichte der Tiermedizin (VON DEN DRIESCH und PETERS, 2003)

1678). Quelle:

Eine neuroanatomische Grundlage bekam die Pferdemedizin erst mit Carlo Ruini, der in seinem
1598 veroffentlichten Werk Dell Anotomia [sic] et dell Infirmita del Cavallo neben
Untersuchungen iiber Osteologie, Myologie, Splanchnologie sowie Gefdllehre auch die
Nervenlehre des Pferdes mit zahlreichen Illustrationen behandelte (RUINI, 1598; BEICHELE,
1979; VON DEN DRIESCH und PETERS, 2003). Dennoch wurde weder die Veterindrmedizin

der damaligen Zeit, noch der nachfolgenden 150 Jahre durch seine Arbeit beeinflusst, da die
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Dringlichkeit der Umstellung der Tierheilkunde vom Empirismus auf die Anatomie und
Physiologie als grundlegende Disziplinen noch unerkannt blieb (VON DEN DRIESCH und
PETERS, 2003).

In der Humanmedizin hingegen etablierte sich die Anatomie bereits im Spitmittelalter als
Grundlagenfach in der Lehre angehender Arzte (VON DEN DRIESCH und PETERS, 2003).
Erstes neuroanatomischen Wissen stammte dabei aus vorchristlicher Zeit, unter anderem von
Alkmaion von Kroton, Aristoteles, Herophilus von Chalkedon als ,,Vater der Neuroanatomie* und
Erasistratos von Keos (COLE, 1949; VON STADEN und CHALCEDONIUS, 1989; PORTER,
2000; VON DEN DRIESCH und PETERS, 2003).

Die griechischen Gelehrten, Anatomen und Arzte erlangten ihre Kenntnisse sowohl durch das
Studium an Tieren als auch an Menschen im Zuge von Experimenten, Autopsien und vermutlich
auch Vivisektionen (VON STADEN und CHALCEDONIUS, 1989; PORTER, 2000; VON DEN
DRIESCH und PETERS, 2003).

Erst nach Beschluss der Stallmeisterzeit im 18. Jahrhundert wurde die Relevanz anatomischer
Kenntnisse auch in der Tiermedizin erkannt und von Philippe-Etienne Lafosse das Werk Cours
d’hippiatrique ou Traité complet de la médicine des chevaux veroffentlicht, womit er als
Begriinder der wissenschaftlichen Tieranatomie gilt (LAFOSSE, 1772; SCHRADER, 1863; VON
DEN DRIESCH und PETERS, 2003).

Weitestgehend blieb die Geschichte der Tiermedizin bis iiber die Etablierung erster
Tierarzneischulen im 18. Jahrhundert hinaus geprigt von der Geschichte der Pferdemedizin
(SCHAFFER, 1985). Anatomischer Unterricht, Demonstrationen sowie Priparier- und
Sektionsiibungen wurden in erster Linie an Pferden gelehrt (KOCH, 1965b; WERNICKE, 2004,
2005), anatomische Sammlungen wurden angelegt (KOCH, 1965a; SCHRODER, 1990; KUHN,
1994) und spéter mit anatomischen und pathologisch-anatomischen Préparaten als Grundlage fiir
vergleichende Untersuchungen erginzt (GURLT, 1860; WERNICKE, 2005).

Erst durch technische Errungenschaften und die Kombination aus Makro- und Mikroskopie im 19.
Jahrhundert gewann die Sektion als Fundament fiir die Erfassung und Charakterisierung von
Krankheitsbildern an Bedeutung und die moderne Pathologie entwickelte sich zur Hauptquelle
wissenschaftlich-medizinischer Erkenntnisse (DIALLO-DANEBROCK et al., 2019).

Zum Studium des Pferdegehirns wurden erste systematische Ansitze angestellt und mittels
Transversal- (im Originaltext frontal genannt) und Horizontal-Schnitten morphologische sowie
makro- und mikroskopische Untersuchungen vorgenommen, die der besseren Vergleichbarkeit
anatomisch-pathologischer Gegebenheiten als Grundlage experimentell-physiologischer

Forschung dienen sollten (DEXLER, 1899).
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Histologisch-diagnostische Studien wurden zudem von Ernst Joest und Kurt Degen durchgefiihrt,
welche die heute noch als pathognomonisch geltenden Kerneinschliisse (Joest-Degensche-
Einschlusskorperchen) in Neuronen des Hippocampus von an Borna erkrankten Pferden
entdeckten (JOEST, 1911).

Bis heute konnte sich die Pferdeneurologie zu einem eigenstindigen Fachgebiet entwickeln, ohne
dass die Anatomie an Bedeutung fiir das grundlegende Verstindnis von Physiologie und
Pathologie verlor. Nichtsdestotrotz beruht das Wissen iiber die equine Neuroanatomie und -
pathologie nach wie vor hauptsidchlich auf topographischer Literatur (MCFADYEAN, 1884;
YOSHIKAWA, 1968; SISSON et al.,, 1975; NICKEL et al.,, 2004; MASTY, 2007) und
deskriptiven Einzelstudien oder Fallberichten iiber spezifische Erkrankungen in definierten
Hirnarealen (JOEST, 1911; SISO et al., 2003; FINNO et al., 2011; RECH und BARROS, 2015;
VALBERG et al., 2015; FINNO et al., 2016).

Eine Systematik zur Beurteilung anatomisch-pathologischer Gegebenheiten im Pferdegehirn
wurde schlussendlich erst durch die zunehmende Implementierung moderner bildgebender
Verfahren erforderlich (STUCKENSCHNEIDER et al., 2014; JOHNSON et al., 2019; SCHMIDT
et al., 2019).

2. Epidemiologischer Uberblick und Relevanz neurologischer Krankheiten in der

Pferdemedizin

2.1. Neurologische Erkrankungen als Todesursache

Postmortale Studien machen neurologische Erkrankungen fiir 12,6% (LAUGIER et al., 2009) bis
15,8% (BAKER und ELLIS, 1981) der Todesfille in der Pferdemedizin verantwortlich. Sie bergen
daher weltweit erhebliche gesundheitliche und wirtschaftliche Konsequenzen in der
Pferdeindustrie (PELLEGRINI-MASINI und LIVESEY, 2006; LECOLLINET et al., 2019) und
sind laut einer in Frankreich durchgefiihrten retrospektiven Versicherungsstudie nach
Zwischenfillen beim Abfohlen, gefolgt von Koliken, Bewegungsstorungen und kardiovaskulidren
Erkrankung als fiinft hiufigste Todesursache anzusehen (LEBLOND et al., 2000; LAUGIER et
al., 2009) (siehe Abbildung 3).
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Todesursachen in der Pferdemedizin

Abfohlen (24%)
493 %
59, Kolik (21%)
24 %
5% Bewegungsstorungen (21%)
8% Kardiovaskulire Erkrankungen (9%)
Neurologische Erkrankungen (8%)
99, Respiratorische Erkrankungen (5%)
21% Unbekannte Ursachen (5%)

Infektiose Ursachen (4%)

21% Andere Ursachen (3%)

Abbildung 3. Todesursachen laut einer in Frankreich durchgefiihrten, retrospektiven

Versicherungsstudie mit Daten aus dem Jahre 1995 (LEBLOND et al., 2000)

2.2.  Problematik neurologischer Erkrankungen

Schwere neurologische Erkrankungen bringen dabei eine hohe Begleitmorbiditéit und Letalitdt mit
sich. Aber selbst leichte neurologische Defizite konnen groBe Auswirkungen auf geforderte
Leistungen erlangen und fiithren oft zu langen Rekonvaleszenzphasen. Dazu stellen neurologisch
beeintrichtigte, inkoordinierte Pferde nicht nur fiir sich selbst eine Gefahr dar, sondern setzen auch
Besitzer, Tierdrzte sowie Pfleger in der Handhabung potenziell erheblichen Risiken aus
(PELLEGRINI-MASINI und LIVESEY, 2006; LECOLLINET et al., 2019).

Aufgrund des beschrinkten Regenerationsvermogens des Nervensystems, kann sich der
Krankheitsverlauf zudem langwierig gestalten, endet fatal oder resultiert aus tierschutzrechtlichen,
handhabungstechnischen oder wirtschaftlichen Griinden in einer Euthanasie (KANEENE et al.,
1997; PELLEGRINI-MASINI und LIVESEY, 2006; LAUGIER et al., 2009; RECH und
BARROS, 2015).

Relevanz und Art der neurologischen Erkrankung unterscheiden sich dabei prinzipiell geografisch.
Durch die zunehmende interkontinentale Verschiffung von Pferden sind aber auch endemisch
auftretende Erkrankungen zum internationalen Problem geworden und vor allem dann schwer in
den Griff zu bekommen, wenn Lokalisationen gewechselt werden und sich Vektoren unkontrolliert
ausbreiten konnen. Wihrend freizeitméBig genutzte Tiere ihren Herkunftsort zum Teil niemals
verlassen, kommen sportlich oder ziichterisch genutzte Tiere international zum Einsatz und

werden weltweit im- und exportiert MAYHEW, 1996; DOMINGUEZ et al., 2016).
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Dabei sind insbesondere solche Krankheiten gefiirchtet, welche nicht nur fiir Einzeltiere, sondern
fiir ganze Tiergruppen eine Bedrohung darstellen. Umwelt-bedingte Pathogene und Toxine sowie
Infektionserkrankungen spielen unterdessen eine zentrale Rolle. Daraus ergibt sich die grofle
Bedeutung der Erhebung epidemiologischer Parameter fiir die dtiologische Abkldrung von
Erkrankungen, die das Signalement, die Haltungs- und Nutzungsform zusammen mit der
medizinischen  Vorgeschichte, das regionale Krankheitsvorkommen, geographische
Gegebenheiten, kiirzliche Reisegeschichten, weitere erkrankte Tiere im Bestand und den
Impfstatus betroffener Pferde in die Bewertung der Relevanz miteinflieBen lassen (GOEHRING,
2007; LECOLLINET et al., 2019). Nationale Uberwachungssysteme wie die RESPE (Réseau
d’épidémio-surveillance en pathologie équine) (RESPE) in Frankreich oder die EQUINELLA
(EQUINELLA) in der Schweiz konnen dabei mit aktuellen epidemiologischen Daten
unterstiitzend wirken (LECOLLINET et al., 2019).

2.3.  Atiologischer Uberblick neurologischer Erkrankungen des Pferdes

Pathologisch-epidemiologische Studien sind im Bereich der Pferdeneurologie, insbesondere im
Vergleich zu anderen Spezies, eher spérlich gesit und zeigen zum Teil bedeutende Unterschiede
in der Erkrankungsprivalenz bezogen auf Region und Signalement der Tiere auf. Zudem variieren
sie in der Methodik der Datenerhebung von intravitaler bis postmortaler Diagnostik und sind durch
die uneinheitliche Einteilung in verschiedene &tiologische Kategorien nur schwer miteinander
vergleichbar. Trotzdem soll ein Versuch unternommen werden:

Laut einer in Australien durchgefiihrten retrospektiven Fallakten-Studie von Tyler et al. aus dem
Jahre 1993 (TYLER et al., 1993) ist ein GroBteil der neurologischen Erkrankungen mit 26,4% auf
Traumata zuriickzufiihren, von denen rund 50% das Riickenmark, 40% das Gehirn oder die
Kopfnerven und 10% die peripheren Nerven betreffen. Malformationen als Ursache
neurologischer Erkrankungen sind in dieser Studie hingegen mit einer Pridvalenz von 19,8%
vertreten, wobei 93% aus Halswirbelsdulenmalformationen und 7% aus kongenitalen Defekten bei
Fohlen resultieren. Entziindungen und Infektionen des ZNS sind mit 6,7% eher selten und zeigen
sich am héufigsten in Form von Meningitiden (37%). Neonatale neurologische sowie
toxisch/metabolische Erkrankungen scheinen mit einer Priavalenz von jeweils 6,2% und 6% auf.
Die restlichen neurologischen Erkrankungen (35%) umfassen mit absteigender Hiufigkeit
idiopathische Erkrankungen (am héufigsten die idiopathische laryngeale Hemiplegie), andere
nicht niher definierte neurologische Erkrankungen, Neoplasien sowie degenerative Erkrankungen

(sieche Abbildung 4).
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Wann immer moglich, resultierten die Diagnosen in dieser australischen Studie aus dem
neurologischen Untersuchungsgang und erforderlichenfalls zusdtzlichen Diagnostika wie der
Rhinolaryngoskopie, der Radio- und Myelographie, der Ophthalmoskopie oder der Analyse von
Cerebrospinalfliissigkeit (CSF). Die Verifizierung der intravital gestellten Diagnose gelang jedoch
in vielen Fillen erst durch die Nekropsie und histopathologische Untersuchung (TYLER et al.,
1993).

Atiologische Kategorisierung neurologischer Erkrankungen

® Traumata (26%)

= Malformationen (20%)

35% Inflammatorische/ Infektiose

Erkrankungen (7%)

Neonatale neurologische
Erkrankungen (6%)

Toxische/ Metabolische
Erkrankungen (6%)

Gemischte Erkrankungen (35%)

6%
6%

7%

Abbildung 4. Atiologische Kategorisierung neurologischer Erkrankungen laut retrospektiv

beurteilter Fallakten von 450 Pferden in Australien 1993 (TYLER et al., 1993)

Eine aktuellere, 2009 in Frankreich durchgefiihrte Nekropsie-Studie von Laugier et al. (LAUGIER
et al., 2009) verzeichnet eine dhnliche Haufigkeit neurologischer Erkrankungen traumatischen
(34,4% vs. 26,4%) und malformativen (19,7% vs. 19,8%) Ursprungs. Laut dieser Studie sind
Traumata der Wirbelsdule (74,3%) und des Schidels (25,7%) sogar hauptursidchlich an den
neurologischen Erkrankungen des Pferdes beteiligt. Dabei spielen sowohl Frakturen wie auch
Luxationen, medullire Kompressionen aufgrund von Himatomen und Odemen sowie
Gehirnerschiitterungen eine zentrale Rolle. In der Gruppe der Malformationen des Nervensystems,
des Schidels und der Wirbelsdule (19,7%), nimmt dabei die zervikale vertebrale kompressive
Myelopathie (CVCM) mit 15,3% den groBten idtiologischen Anteil ein. Entziindungen und
Infektionen des ZNS treten in dieser Studie hingegen vergleichsweise hiufiger auf (16% vs. 6,7%),
wobei auch hier d&tiologisch hauptsidchlich bakterielle Meningoenzephalomyelitiden und
Meningitiden (11,4%) zu nennen sind. Vermutlich kommt dieser Unterschied durch die hohere

Anzahl von Fohlen in der Studie zustande, die héaufig als Komplikation einer Septikdimie unter
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bakteriellen ZNS-Infektionen leiden. Auch toxisch/metabolische (17% vs. 6%) sowie neonatal
neurologische Erkrankungen (11,4% vs. 6,2%) kommen in dieser Studie wesentlich hiufiger vor
(sieche Abbildung 5), was vermutlich darin zu begriinden ist, dass zum einen die Grass Sickness
oder Equine Dysautonomie in Regionen des europidischen Festlandes enzootisch ist, wihrend sie
beispielsweise im Klimaraum Australien kaum beschrieben ist (STEWART, 1977; BAKER und
ELLIS, 1981; LAUGIER et al., 2009; WYLIE und PROUDMAN, 2009) und zum anderen die
hepatische Enzephalopathie (HEP) im Studienzeitraum von Laugier et al. in Frankreich
womoglich enzootisch auftrat (ZIENTARA et al., 1994; LAUGIER et al., 2009). Die hohere
Anzahl neonataler neurologischer Erkrankungen resultieren vermutlich daher, dass mehr Fohlen
in die Studie inkludiert waren und das neonatale Fehlanpassungssyndrom bekannterweise
vermehrt in Regionen auftritt, wo Vollbliiter geziichtet werden (MAYHEW, 1989; LAUGIER et
al., 2009).

Atiologische Kategorisierung neurologischer Erkrankungen

1 ® Traumata (35%)
11%

® Malformationen (20%)

Toxische/ Metabolische
Erkrankungen (17%)

Inflammatorische/ Infektiose
Erkrankungen (16%)

Neonatale neurologische
Erkrankungen (11%)

Gemischte Erkrankungen (1%)

16 %

17 %

Abbildung 5. Atiologische Kategorisierung neurologischer Erkrankungen in 4319 postmortal
untersuchten Pferden in Frankreich 1986 bis 2006 (LAUGIER et al., 2009)

24. Epidemiologische Unterschiede neurologischer Erkrankungen

Auch in weiteren Umwelt-assoziierten Erkrankungen zeigen sich die regionalen Unterschiede
deutlich. Der toxisch bedingte Hahnentritt (Australian Stringhalt), der auf die Ingestion von
Hypochaeris radicata zuriickzufiihren ist sowie die nigropallidale Enzephalomalazie (NPE), die
aus der anhaltenden Aufnahme groer Mengen Rhaponticum repens oder Centaurea solstitalis
resultiert, kommen beispielsweise nur in Regionen vor, wo Pferde in Kontakt mit den

beschriebenen Giftpflanzen treten konnen (CORDY, 1954; SCHULTZE et al., 2009; CHANG et
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al., 2012; ELLIOTT und MCCOWAN, 2012; RECH und BARROS, 2015). Die Acquired Equine
Polyneuropathy (AEP) tritt wihrenddessen étiologisch ungekldrt mit einer eindeutigen
geografischen Haufung in nordischen Lindern auf (HANCHE-OLSEN et al., 2017).

Uberdies kommen iiberregional sporadische neurologische Erkrankungen des Pferdes wie die
Equine Motor Neuron Disease (EMND) sowie die Equine Degenerative Myeloenzephalopathie
(EDM) vor. Wihrend die EDM anscheinend in Europa epidemiologisch keine grof3e Rolle spielt,
hat sie in Amerika neben der equinen Protozoenmyeloenzephalitis (EPM) und CVCM eine grof3e
differentialdiagnostische Bedeutung bei Pferden mit spinaler Ataxie (MAYHEW et al., 1978b;
NAPPERT et al., 1989; GANDINI et al., 2004; LAUGIER et al., 2009).

Gegeniiber genannten Erkrankungen, die sich auf den veterindrmedizinischen Bereich
beschrinken, sind neurotrope virale Erkrankungen des Pferdes gleichzeitig wichtige menschliche
Krankheitserreger und haben nicht nur auf die Pferdepopulation drastische Auswirkungen. In
Europa sind vor Allem das Vektor-assoziierte West Nile Virus (WNV), das Borna Disease Virus-
1 (BoDV-1), das Tick-borne encephalitis virus (TBEV) und das Tollwut-Virus als Infektionen mit
zoonotischem Potenzial zu nennen (RUSHTON et al., 2013; KUMAR et al., 2018; LECOLLINET
et al., 2019; LIESCHE et al., 2019).

Fiir die Uberwachung und Kontrolle entsprechender menschlicher Viruserkrankungen kann das
Pferd somit als Bio-Indikator dienen und ist fiir die regionale Identifizierung zoonotischer Viren
von entscheidender Bedeutung (RUSHTON et al., 2013; KUMAR et al., 2018; LIESCHE et al.,
2019).

Wihrend sich das WNV seit seiner Isolation 1937 in Uganda durch die Verbreitung der Miicken
als Ubertriiger global ausgebreitet hat (DAVID und ABRAHAM, 2016), ist die Bornasche
Krankheit des Pferdes durch den wenig wandernden Vektor (Feldspitzmaus) regional beschrinkt
geblieben und somit nur in bestimmten Teilen Deutschlands sowie in Osterreich, Liechtenstein
und der Schweiz endemisch (DURRWALD und LUDWIG, 1997; KINNUNEN et al., 2013).

In gewissen Regionen Deutschlands und Osterreichs ist zudem das TBEV in der Pferdepopulation
weit verbreitet, das als wichtigstes humanes durch Zecken iibertragenes Pathogen in Europa und
Asien gilt (KLAUS et al., 2013; RUSHTON et al., 2013). Das Tollwutvirus, als einer der
bedeutendsten globalen zoonotischen Erreger, konnte in Westeuropa hingegen durch erfolgreiche
Impfkampagnen nahezu ausgerottet werden (LECOLLINET et al., 2019).

Aus wirtschaftlicher Sicht zédhlt in Europa das Equine Herpesvirus-1 (EHV-1) zu den
bedeutendsten Pferdepathogenen, das neben respiratorischen Erkrankungen und Spétaborten auch

die Equine Herpesvirus-assoziierte Myeloenzephalopathie (EHM) verursachen kann
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(GOEHRING und VAN OLDRUITENBORGH-OOSTERBAAN, 2001; GOEHRING et al., 2011;
DUNOWSKA, 2014; LECOLLINET et al., 2019).

Je nach Region sind aus ziichterischer Perspektive zudem auch genetisch bedingte Erkrankungen
relevant, zu denen das Overo Lethal White Foal Syndrome (OLWFS) (MCCABE et al., 1990), das
Lavender Foal Syndrome (LFS) (BUGNO-PONIEWIERSKA et al., 2019), die equine zerebellidre
Abiothrophie (CA) (DEBOWES et al., 1987; SCOTT et al., 2018; BUGNO-PONIEWIERSKA et
al., 2019), die okzipitoatlantoaxiale Malformation (OAAM) (WATSON und MAYHEW, 1986)
und der Hydrozephalus des Friesen gehoren (SIPMA et al., 2013; EDWARDS und FINNO, 2020).
Auch bei der EDM scheint eine genetische Komponente zur Atiopathogenese beizutragen
(MAYHEW et al., 1987; BLYTHE et al., 1991; BURNS und FINNO, 2018). Da sie aber anhand
der klinischen Symptomatik nicht von anderen neurologischen Erkrankungen wie der CVCM,
EPM oder EHM unterscheidbar ist und keine genetischen Tests zur Verfiigung stehen, bleibt die
tatsidchliche epidemiologische Bedeutung dieser Erkrankung unklar und beruht auf dem
Ausschluss genannter Differentialdiagnosen (BURNS und FINNO, 2018). Wihrend fiir die
Differenzierung von EDM, EPM und EHM ein Nachweis von Antikérpern in
Cerebrospinalfliissigkeit und Serum sowie molekulare Tests und die Viruskultur hilfreich sein
konnen (GRANSTROM et al., 1993; LUNN et al., 2009; BURNS und FINNO, 2018), gelingt die
definitive Unterscheidung zwischen EDM und CVCM nur durch die postmortale histologische
Untersuchung von Hirnstamm und Riickenmark (BURNS und FINNO, 2018).

Da viele Pferde mit neurologischer Symptomatik jedoch nicht der postmortalen Untersuchung
zugefiihrt werden, ist es unmoglich die wahre Priavalenz von EDM zu bewerten (BURNS und
FINNO, 2018).

Zudem wird durch die mangelnde Systematik postmortaler neuroanatomischer
Untersuchungstechniken und den erst in den letzten Jahrzehnten aufkommenden und
zunehmenden bildgebenden Verfahren in der Pferdemedizin, die Erforschung betroffener
Kandidatenregionen und die Charakterisierung equiner neurologischer Erkrankungen in dem
ohnehin kleinen zur Verfiigung stehenden Patientengut zusétzlich erschwert. Somit wird das
tatsidchliche Vorkommen vieler equiner neurologischer Erkrankungen moglicherweise ebenso

regional wie iiberregional iiber- als auch unterbewertet.
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3. Neuroanatomische Fingerprints equiner ZNS-Erkrankungen

Das Kernstiick jeder neurologischen Diagnose basiert auf dem topographischen Verteilungsmuster
der betroffenen Areale, der sogenannten Neurolokalisation (LUNN und MAYHEW, 1989; REED,
2008). Diese ergibt sich zum einen aus der Uberpriifung neurologischer Funktionen sowie
abnormer Verhaltensweisen und zum anderen aus der anatomischen Zuordnung durch Bildgebung
und Neuropathologie. In Abwesenheit einer anatomischen Charakterisierung erlaubt jedoch selbst
die Histologie oft nur inkomplette Interpretationen und ist folglich abhédngig von der
Nachvollziehbarkeit der Probenherkunft.

Steht die Lokalisation einer ZNS-Erkrankung fest, kann anhand von Signalement, Anamnese
sowie zusdtzlicher Laborbefunde das in der Tierneurologie verbreitete ,,VETAMIN-D*“-Schema
bzw. analog das im amerikanischen Raum bekannte ,,DAMNIT-V*“-Schema fiir die
atiopathogenetische Aufarbeitung und differentialdiagnostische Abklidrung herangezogen werden.
Das Akronym beinhaltet eine Liste der wichtigsten acht dtiologischen Untergruppen (FISCHER,
2013) und umfasst somit vaskuldre, entziindliche, traumatische, auf Anomalien basierende,
metabolisch/toxische, idiopathische bzw. immun-mediierte, neoplastische und degenerative
Erkrankungen (FISCHER, 2013). Dabei weisen zahlreiche Krankheiten vorhersehbare regionale
Préadilektionen und Verteilungsmuster auf.

Vaskulédre Erkrankungen sind beispielsweise meist scharf abgegrenzt den Versorgungsterritorien
zugeordnet, die auf den Verzweigungen des arteriellen Gefdlbaums und der tributiren
Versorgungsgebiete beruhen. Primire vaskulidre Insulte spielen beim Pferd allerdings insgesamt
eine untergeordnete Rolle und betreffen meist das Riickenmark im Rahmen fokaler
fibrokartilagindrer Embolien (TAYLOR et al., 1977; SEBASTIAN und GILES, 2004; WALLING
et al., 2011) und anésthetischer Lagerungskomplikationen (YOVICH et al., 1986; LERCHE et al.,
1993; TRIM, 1997) oder resultieren aus Perfusionsstérungen des Gehirns, welche im Rahmen
einer Geburtsstorung auftreten und wie bei der neonatalen Enzephalopathie (NE) zu einer globalen
zerebralen Ischidmie fithren konnen (TORIBIO, 2019).

Wesentlich héaufiger sind die Blutgefdle selbst von entziindlichen Veridnderungen betroffen wie
zum Beispiel im Rahmen vaskulitischer Verlaufsformen von EHV-1-Infektionen, die in einer
Herpesvirus-assoziierten Myeloenzephalopathie (EHM) resultieren konnen (KOHN und
FENNER, 1987; GOEHRING et al., 2011; HOLZ et al., 2019).

Diese Verdnderungen sind auf Basis der hdmatogenen virdmischen Einsaat multifokal verteilt und
zeichnen sich nicht so sehr durch Infarkte als durch unscharf begrenzte Blutungen in Hirnstamm
und Riickenmark aus. Im Zuge der unterschiedlichen Gefd3dichten sind die Lésionen insbesondere

in der grauen Substanz zu suchen (RECH und BARROS, 2015; HOLZ et al., 2019).
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Ahnlich riickenmarksbetont und asymmetrisch verteilt sind die vaskuliren Komplikationen der im
amerikanischen Raum anzutreffenden equinen Protozoenmyeloenzephalitis (EPM). Die
Protozoen-induzierten = hdmorrhagisch-nekrotischen Herde erstrecken sich dabei in
unterschiedlicher Grofe entlang der gesamten Neuraxis, sind hauptsidchlich jedoch in der
zervikalen und lumbalen Intumeszenz des Riickenmarks zu finden (DUBEY et al., 2001; RECH
und BARROS, 2015).

Dem vaskulitischen Muster nicht unédhnlich verhidlt es sich mit weiteren himatogen
herangetragenen Infektionen des ZNS, die in der Lage sind die Blut-Hirn-Schranke zu
durchbrechen. Hierzu zidhlen beispielsweise Infektionen mit anderen Apicomplexa wie
Toxoplasma (BEECH und DODD, 1974) und den wichtigen equinen Toga- und Flaviviren.

In unseren Breitengraden fillt unter letzteres vor allem die mitteleuropéische Zeckenenzephalitis
= Tick-borne Enzephalitis (TBE) (RUSHTON et al., 2013; SALAT und RUZEK, 2020), die
histopathologisch durch vaskulire und perivaskulére Infiltrate in grauer >> weisser Substanz aller
Hirnregionen gekennzeichnet ist (WALDVOGEL, 1981) sowie die West-Nile-Virus-assoziierte
Enzephalomyelitis, die sich in Form von Blutungen in der grauen Substanz von Hirnstamm und
Riickenmark zeigt (CANTILE et al., 2001; RECH und BARROS, 2015).

Im Gegensatz zu den himatogenen Infektionen, erlangen die neurogenen Borna- und Tollwutviren
thren ZNS-Zugang durch den retrograden axonalen Transport aus der Peripherie. Sie betreffen
daher relativ symmetrisch ihre primdren Zielsysteme anstelle eines zufallsverstreuten Musters.
Selbes gilt fiir neurotrope und oft gut umschriebene bakterielle Erkrankungen, wie der Listeriose
(RUTTEN et al., 2006).

Charakteristisch fiir die Bornavirus-Infektion sind dabei mit gewissen Phasenunterschieden
Lisionen der grauen Substanz von Riechkolben, Hippocampus und anderen limbischen Arealen
sowie der Basalkerne und des Hirnstamms. Trotz der weiten Distribution sind sowohl die hochste
Viruslast als auch pathognomonische Joest-Degensche Einschlusskdrperchen in den
Pyramidenzellen des Hippocampus zu suchen (GOSZTONYIund LUDWIG, 1984; GOSZTONYI
et al., 1993).

Auch bei der Tollwutvirus-Infektion konnen in rund der Hélfte der Fille pathognomonische Negri-
Korperchen nachgewiesen werden, die sich vorwiegend in Neuronen des Riickenmarks und
ebenfalls im Hippocampus finden lassen (BOONE et al., 2010; STEIN et al., 2010). Die rabiden
Lasionen der spinalen Tollwutmanifestation verteilen sich zudem entlang des gesamten
Riickenmarks und treten gehéuft in lumbalen Segmenten und der lumbalen Intumeszenz auf

(HAMIR et al., 1992; BASSUINO et al., 2016).
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Natiirlich erfordert heutzutage eine (rechts-)sichere Bestidtigung bzw. der Ausschluss dieser
zoonotischen wund anderer Infektionen, die Zuhilfenahme direkter und indirekter
Screeningmethoden, welche unter anderem die Erregerisolation, Polymerasekettenreaktion (PCR),
Immunhistochemie (IHC), In situ-Hybridisierung, Immunfluoreszenz (IF) sowie Serologie
umfassen (RECH und BARROS, 2015; LECOLLINET et al., 2019).

Die Sicherheit dieser Verfahren basiert allerdings ebenfalls und vor allem bei niedrigen
Erregermengen auf der richtigen Blindbeprobung aus den Prédilektionszonen, wéhrend die
Serologie im Zuge individueller Immunreaktionen, Kreuzreaktionen sowie Seroprivalenzen
variierender klinischer Relevanz zum Teil schwer interpretierbare Ergebnisse liefern kann.

Durch die gezielte Untersuchung von Kandidatenregionen kann die Pathologie somit weitere
Verfahren kostensensibel vorselektieren und gegebenenfalls zu gut abgesicherten

Wahrscheinlichkeitsdiagnosen auf Basis regionaler pathognomonischer Befunde kommen.

Anders als genannte, selten #duBerlich erkennbare Krankheiten, erlauben Traumata und
Fehlbildungen (Anomalien) vielfach eine makroskopische Organdiagnose. Insbesondere wenn
Schidelknochen, Viszerokranium (z.B. Orbita) und Wirbelsdule miteinbezogen sind, kann die
Diagnosefindung somit bereits im Zuge der Adspektion und Palpation stattfinden, wihrend
bildgebende Verfahren unterstiitzend wirken kénnen.

Die kongenitale okzipitoatlantoaxiale Malformation (OAAM) sowie der Hydrozephalus des
Friesen fallen dabei bereits klinisch durch Hypermobilitit (WILSON et al., 1985) und kraniale
Auftreibung auf (SIPMA et al., 2013), konnen durch bildgebende Verfahren und genetische
Untersuchungen im Verdacht bestitigt und in weiterer Folge durch die Nekropsie verifiziert
werden (MAYHEW et al., 1978a; SIPMA et al., 2013).

Ahnlich einfach kann sich die Diagnostik im Falle eines Schiidel-Hirntraumas gestalten, das in
Form von Frakturen und Einblutungen erkennbar wird (LAUGIER et al., 2009).

Andererseits sind bei unklaren perakuten Todesfillen unbedingt Pridilektionsstellen aufzusuchen,
um sogenannte Sliding Contusion Injuries oder Coup und Contrecoup Blutungen in dem riesigen
Pferdehirn aufzufinden und korrekt zuordnen zu konnen (ROONEY, 1970; FINNIE, 2014;
MORGAN et al., 2021).

Ihr histologisches Bild unterscheidet sich bei hoher Auflésung dabei nicht von anderen mikro- und
mesovaskuldren Blutungen. Daher kann deren histologisches Auffinden auch nur dann richtig
interpretiert werden, wenn die neuroanatomische Herkunft des Schnittes rekonstruierbar ist.
Gleiches gilt fiir die Erkennung traumainduzierter axonaler Schwellungen im Zuge diffuser

Axonschadigungen (NOUT, 2008; FINNIE, 2014).
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Eine sehr bedidchtige neuroanatomische Beprobung ist dariiber hinaus zur Differenzierung von
Ataxiesyndromen, wie der langsam fortschreitenden Kompression (CVCM) sowie der
degenerativen Myeloenzephalopathie (EDM) erforderlich, die teilweise gleiche histologische
Merkmale bei sehr unterschiedlicher Lokalisation und Verteilung aufweisen. Beispielsweise
basiert der Beweis der klinischen Relevanz einer zervikalen Wirbelsdulenmalformation mit
vermuteter Instabilitit und Riickenmarkskompression, auf der histopathologischen Diagnose einer
Myelopathie. Dabei sind bestenfalls auf das zervikale Riickenmark beschrinkte, malazische und
hidmorrhagische Lasionen zu erkennen (TROSTLE et al., 1993; SUMMERS et al., 1995b), aber
oft eben auch nur verstreute Axonuntergiinge nachweisbar.

Die Abgrenzung zu idquihistologischen Erkrankungen der Riickenmarksbahnen ergibt sich
insbesondere in dem sich iiber die Lingsachse verindernden topographischen Lisionsmuster im
Epizentrum, sowie proximal und distal der Lision (DE LAHUNTA et al., 2014b). Im Gegensatz
zur zervikalen Myelopathie erstreckt sich die axonale Degeneration im Falle der EDM vom
Hirnstamm iiber das zervikothorakale Riickenmark mit Schwerpunkt in letztgenannter
Lokalisation (RECH und BARROS, 2015).

Ahnliche lingenassoziierte axonale Erkrankungen sind sonst in erster Linie aus dem peripheren
Nervensystem wie bei der laryngealen Hemiplegie bekannt, die sich aus den unterschiedlichen
Lingenverhéltnissen der Nervi laryngei recurrentes ergibt (DRAPER und PIERCY, 2018).
Pathohistologisch ist eine distale Axonopathie mit resultierender Demyelinisierung des
betroffenen Nerven nachweisbar (CAHILL und GOULDEN, 1987; HAHN et al., 2008; CLERCQ
et al., 2018).

Ebenfalls auf bestimmte Areale des Riickenmarks und des Hirnstammes konzentriert, allerdings
ohne eigentlichen Lingengradienten, sind die Nervenzellverinderungen bei der equinen
Motoneurondegeneration (EMND). Bei dieser schweren, zum Teil durch Vitamin E-Mangel
provozierten ZNS-Erkrankung, sind die Verdnderungen spiegelsymmetrisch auf beiden Seiten des
spinalen Ventralhorns sowie in motorischen Kerngebieten des Hirnstamms zu finden (SUMMERS
et al., 1995a; RECH und BARROS, 2015).

Auch weitere Systemerkrankungen auf Basis metabolischer, toxischer oder neurodegenerativer
Missstinde betreffen meist selektiv vulnerable Regionen auf eine bilateral symmetrische Weise.
In - fiir den/die Diagnostiker/-in - idealer Weise zeichnen sich diese bereits makroskopisch durch
bilaterale, abgegrenzte und iiber eine Riickenmarks- oder Hirnscheibendicke reichende
Nekrosezonen ab. Beispielsweise wire dies bei der nigropallidalen Enzephalomalazie (NPE) nach
Intoxikation mit Nekrosen in Substantia nigra und Globus pallidus der Fall (CORDY, 1954;
FOWLER, 1965; YOUNG et al., 1970b, 1970a; RECH und BARROS, 2015).
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Uni- oder bilateral, aber niemals symmetrisch, stellt sich auch die Fiitterungs-assoziierte
Leukoenzephalomalazie dar, bei der die Erweichung (Malazie) vorwiegend die subkortikale
telenzephale (Enzephalon), weisse (Leuko) Substanz im Centrum semiovale und der Corona
radiata betrifft (ROONEY, 1970; RECH und BARROS, 2015).

Die bilateralen und lokal zugeordneten Lisionen erlauben bereits ohne Giftnachweis
makroskopisch eine &tiologische Diagnose und damit SofortmaBnahmen zum Schutz anderer
Tiere. Histologisch gelingt die Interpretation wiederum nur, wenn die Herkunft des
Gewebeblockes in Hinblick auf die Hirnanatomie und enthaltene Kerngebiete eindeutig
nachvollzogen werden kann. Insbesondere nach Zusendung von Material, das von anderen
Personen gewonnen wurde und ganz generell bei Entnahme sehr kleiner Proben, kann diese
notwendige Orientierung fiir den Pathologen/ die Pathologin jedoch schwierig sein.

Noch schwieriger gestaltet sich die Situation bei Krankheiten, die makroskopische Lisionen
vermissen lassen. Hier dienen gegebenenfalls nur die Klinik, Befunde aus der Bildgebung und
pan-reprisentative systematische Beprobungen als Hilfe.

Insbesondere unter solchen Umstinden sollte die zu untersuchende Person auf die klinische
Neurolokalisation und neurologische Kardinalsymptome achten. Doch selbst bei einer korrekten
symptomatogenen Zuordnung einer Erkrankung miissen sowohl Grofle als auch Komplexitit der
funktionellen Systeme bei der Probennahme beriicksichtigt werden.

Beispielsweise fallen Araberfohlen mit hereditdrer zerebelldrer kortikaler Degeneration mit
Kleinhirnsymptomatik  auf, ldngst bevor die sogenannte Abiotrophie in der
Magnetresonanztomographie (MRT) sichtbar ist. Die definitive Diagnose des Syndroms obliegt
in diesen Phasen der Histologie (PONGRATZ et al., 2010; CAVALLERI et al., 2013). Allerdings
ist der kaudale Kleinhirnlappen signifikant weniger betroffen und kann in der Frithphase der
klinischen Erkrankung ginzlich normal wirken (TURNER-BEATTY et al., 1985; MACKAY,
2008).

Einerseits ist dieser Gradient ein Charakteristikum der genetischen Kleinhirn-degeneration im
Vergleich zu beispielsweise toxischen Purkinjezelluntergdngen, und damit diagnostisch relevant.
Andererseits miissen diese moglichen  Verteilungsschwankungen innerhalb  einer
Systemerkrankung in den Entnahmeprotokollen fiir eine zuverldssige histologische
Hirnuntersuchung abgebildet sein.

Die moglichen Variablen in der Lésionsdistribution miissen auch in der Tiefenebene
beriicksichtigt werden. Dies gilt insbesondere bei denjenigen Krankheiten, die sich bevorzugt am
Ubergang von weiBler zu grauer Substanz abspielen. Beim hepatoenzephalen Syndrom sind die

histologischen Veridnderungen beispielsweise meist in Astrozyten (Alzheimer Typ 2) genau dieses
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Grenzgebiets im zerebralen Kortex und den Basalkernen nachweisbar (VANDEVELDE et al.,
2012; RECH und BARROS, 2015). Um den Verdacht auf eine Intoxikation, der bereits im Vorfeld
durch etwaige chemisch-toxikologische Untersuchungen entstanden ist, zu erhdrten, miissen
genannte Regionen in der postmortalen Untersuchung somit unbedingt identifiziert werden.
Auch den idiopathischen bzw. immun-vermittelten neurologischen Erkrankungen des Pferdes
wiirde man eine symmetrische Ausprigung entsprechend der Ausstattung mit Zielantigenen
unterstellen. Dem ist allerdings nicht so. Bestes Beispiel hierfiir ist die Polyneuritis equi (PNE),
welche durch eine ungleichmifBige Verdickung der extraduralen sakralen und kaudalen
Spinalwurzeln (Cauda equina), aber unter Umstéinden auch nur durch Kopfnerven- und periphere
Einzelnervenausfille, gekennzeichnet ist (SUMMERS, 1995a; FURR, 2008; DE LAHUNTA et
al., 2014a). Das Bild der Mononeuropathie multiplex findet sich aber vereinzelt auch bei anderen
Erkrankungen des peripheren Nervens mit Immunkomponente, wie der Acquired Equine
Polyneuropathy (AEP), die ohne proximodistale Gradienten und asymmetrischer
Liasionsverteilung mit dem Verlust von myelinisierten Nervenfasern und einer axonalen Atrophie
einhergeht (HANCHE-OLSEN et al., 2017).

Die duBerst seltenen, immun-mediierten Hirnerkrankungen des Pferdes, wie die granulomatose
Meningoenzephalitis, konnen dagegen fokal oder multifokal, groBfldchig und invasiv auftreten
(SUMMERS, 1995b; PETERS et al., 2003). Makroskopisch unterscheiden sie sich dabei nicht von
der Leukoenzephalomalazie oder ZNS-Tumoren.

Primére ZNS-Tumoren kommen bei Pferden im Vergleich zu anderen Spezies sehr selten vor und
konnen nur durch die systematische postmortale Beprobung, welche symptomatogene Zonen und
moglicherweise assoziierte Hirnnerven miterfasst, erkannt und differenziert werden (PARADIS,
1998).

Viel héufiger als primidre Tumoren treten hingegen raumfordernden Prozesse in Form von
Hypophysenadenomen oder Cholesteringranulomen im Plexus choroideus auf (JACKSON et al.,
1994; PARADIS, 1998), die durch ihre fokale Lokalisation leicht auffindbar sind.

Die sekundidren Tumoren (= Metastasen) verhalten sich in ihrem Verteilungsmuster hingegen,
entsprechend ihrer himatogenen Einsaat, multifokal asymmetrisch. Solide Tumormetastasten
(z.B. des malignen Melanoms) bleiben allerdings zumeist in den sogenannten
Wasserscheidenbereichen der grauen Substanz hingen und wachsen gut umschrieben, egal wie
bosartig der Primadrtumor war (COVINGTON et al., 2008; METCALFE et al., 2013).
Metastasierende Rundzelltumoren, wie Lymphome iiberschreiten dagegen gerne die
Bluthirnschranke und invadieren angiozentrisch das Neuroparenchym, wo immer ihnen das

moglich ist (PARADIS, 1998; ADOLF et al., 2001). Sie konnen dariiber hinaus auch diffus die
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Meningealraume bevolkern und damit eine Meningitis vortduschen (LESTER et al., 1992;

PARADIS, 1998). Eine Diagnose und Differenzierung ist nur mikroskopisch moglich.

Die zum Teil selektiven neuroanatomischen Prédilektionszonen wie auch die Verteilungsmuster
inklusive Seitenverteilung von Lésionen im equinen ZNS lassen oft entscheidende &tiologische
Riickschliisse zu und machen die Notwendigkeit einer systematischen Beprobung relevanter
Kandidatenregionen deutlich. Dabei ist die Kenntnis iiber die Herkunft der beprobten Hirnregion
sowohl fiir die verlissliche Abkliarung von Differentialdiagnosen als auch fiir die Vergleichbarkeit
verschiedener interkontinentaler Gewebsstudien zur epidemiologischen und dtiopathogenetischen

Forschung von entscheidender Bedeutung.

4. Derzeitige Verfiigbarkeit dezidierter Sektionsanleitungen &

Zielsetzung der Studie

Insbesondere Erkrankungen, welche makroskopische Lisionen vermissen lassen oder solche mit
asymmetrischer, diffuser oder multifokaler Distribution, sind postmortal nur durch eine
systematische Blindbeprobung aller relevanten Subsysteme des Gehirns nachweisbar.

Die Differenzierung von Krankheiten mit iiberschneidenden histologischen Merkmalen bei
unterschiedlicher Lokalisation gelingt dabei nur, wenn die topographische Zuordnung der
jeweiligen Hirnprobe fiir den untersuchenden Pathologen am Mikroskop eindeutig nachvollzogen
werden kann.

Gleichzeitig sind fokale Lisionen nur nachweisbar, wenn betroffene Regionen in der Sektion auch
aufgefunden werden konnen.

Ergebnisse aus intravital durchgefiihrten neurophysiologischen Tests (Elektroenzephalographie
(EEQG), transkranielle magnetisch-evozierte Potenziale (TC-MEP)) und intra- oder ,,supravital®
durchgefiihrten bildgebenden Verfahren, konnen fiir zuschneidende Praktiker/-innen und
Pathologen/-innen dabei als Leitschiene wirken.

Durch die Diskrepanz zwischen Neuroimaging und postmortaler Neuroanatomie in Bezug auf
Probengrofle, Maf3stab und Auflosung, féllt die Orientierung am volumindsen Pferdegehirn ohne
die Zuhilfenahme vordefinierter externer Orientierungspunkte allerdings schwer (ANNESE, 2012;
NITZSCHE et al.,, 2015; JOHNSON et al., 2019), insbesondere wenn keine detaillierten
dreidimensionalen neuroanatomischen Kenntnisse vorliegen.

Zur mutmaBlichen Vollstidndigkeit der Beprobung trigt indessen eine systematische Untersuchung
von Kandidatenregionen definierter Vulnerabilitit, symptomatogener Zonen und aller groferen

Funktionskreise des Hirns bei.
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Im gleichen Zug hat jedoch jede noch so prizise ausgewéhlte Gewebsprobe des Hirnes nur in dem
MaBe Aussagekraft, wie Artefakte durch die Entnahme, Fixierung, Gewebsverarbeitung,
Einbettung, Mikrotomie sowie Firbe- und Einbettverfahren verhindert oder reduziert werden
konnen (TAQI et al., 2018).

Die Histologie ist nimlich nur insofern in der Lage, Krankheiten und Atiologien aufzukliren, als
die betroffenen Bereiche auch reprisentativ auf den postmortal entnommenen Proben und den
daraus hergestellten Schnitten unter Erhalt der Zellstruktur abgebildet sind.

Fiir die pathologische Praxis ist deshalb ein robustes Sektionsprotokoll erforderlich, dass sowohl
verldsslich und reproduzierbar als auch schnell und praktikabel ist und von Personen mit
heterogenem neuroanatomischem Wissen und variierender Geschicklichkeit eingesetzt werden
kann.

In bisher publizierten Studien wird bei Verdacht auf eine neurologische Erkrankung simpel der
Wunsch nach einer an die Routine-Sektion angeschlossenen Untersuchung der Wirbelsiule, des
Schidels und des Nervensystems geduflert (ROONEY, 1970; LAUGIER et al., 2009; TAPPREST
und LAUGIER, 2012). Zur vollstindigen Aufarbeitung sollen dabei Gehirn, Riickenmark,
Ganglien sowie periphere Nerven und Muskeln einer wenig definierten Untersuchung unterzogen

werden (RECH und BARROS, 2015).

Wihrend wenigstens die Entnahme von Gehirn und Riickenmark und deren makroskopische
Beurteilung in Sektionsanleitungen in Grundziigen beschrieben sind (MCFADYEAN, 1884;
ROONEY, 1970; FRANK et al., 2015), umfassen Anweisungen zur makroskopischen Hirnsektion
lediglich die monoplanare (koronale im Originaltext) Lamellierung zu diagnostischen Zwecken
oder die multiplanare Dissektion zu anatomisch-topographischen Lehrzwecken (MCFADYEAN,
1884; ROONEY, 1970).

Neuroanatomische Eingrenzungen zu Untersuchungsgebieten finden sich lediglich als
Einzelbeschreibungen bei bestimmten Krankheiten und Syndromen, wie fiir das Kleinhierdach
beim Shivering-Syndrom (VALBERG et al., 2015), den Hippocampus bei der Bornaschen
Krankheit (JOEST, 1911) sowie definierten Bahnen und Kerngebieten in Kleinhirn, Hirnstamm
und Riickenmark bei der degenerativen Myeloenzephalopathie (EDM) und anderen Arten der
neuroxanoalen Dystrophie (SIS() et al., 2003; FINNO et al., 2011; FINNO et al., 2016).

Mit Ausnahme der Transversaldarstellung zur Erleichterung der topographischen Zuordnung der
Riickenmarksbahnen, finden sich kaum Angaben zur geeigneten Schnittfiihrung. Das gilt

insbesondere fiir Strukturen mit komplexer dreidimensionaler Ausrichtung, wie dem
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Hippocampus. Hier sind keinerlei konkrete Angaben zu Unterschieden in der Lingsachse
geschweige denn Hilfestellungen zur perpendikuldren Schnittfithrung fiir das Pferd verfiigbar.
Gerade bei groBen asymmetrisch gyrenzephalen Gehirnen, wie dem der Equiden, stellt der
Anisotropismus eine groB3e Herausforderung dar. Da viele Gehirnregionen zudem ein komplexes
Konnektom sowie eine dreidimensionale Zytoarchitektur aufweisen, sind monoplanare Ansitze,
die auf empirischen Transversal-, Sagittal-, oder Horizontalschnitten basieren, zur Darstellung
dieser Strukturen wenig geeignet (MCFADYEAN, 1884; DEXLER, 1899; MATIASEK et al.,
2015).

In Ermangelung speziesspezifischer Vorgaben, wurde in dieser Doktorarbeit daher ein Protokoll
erarbeitet, das eine systematische und reprisentative Beprobung des Equidenhirns in geeigneten
Winkeln und Schnittlinien, unter Beriicksichtigung der dreidimensionalen Organisation wichtiger
Kandidatenregionen sowie der Grenzen der wichtigsten GefédBterritorien beriicksichtigt. Das
Protokoll hatte zum Ziel, bei ,,blinder* Durchfiihrung eine optimale histologische Darstellung und
Beurteilbarkeit der Gewebsarchitektur in Bezug auf Dicke/Volumenverhiltnisse, Zellularitit und
Schichtung zu ermdglichen.

Es orientiert sich dabei am Konsensbericht der International Veterinary Epilepsy Task Force
(IVETF) zur Beprobung epileptischer Hunde- und Katzengehirne (MATIASEK et al., 2015), unter
Beriicksichtigung pferdespezifischer neuroanatomischer Gegebenheiten. Durch die Zuhilfenahme
externer Orientierungspunkte und mit Hilfe von geometrischen Instruktionen, soll die
Neurolokalisierung von allerlei Hirnldsionen somit auch fiir Personen, die nicht in der
Neuropathologie titig sind, erleichtert und replizierbar gemacht werden. Damit soll sowohl die
Aufarbeitung equiner neurologischer Erkrankungen im Feld verbessert, wie auch der Vergleich
neuropathologischer Befunde zwischen verschiedenen veterinidrpathologischen Einrichtungen

ermdglicht werden.
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Introduction of new imaging modalities for the equine brain have refocused attention
on the horse as a natural model for ethological, neuroanatomical, and neuroscientific
investigations. As opposed to imaging studies, strategies for equine neurodissection
still lack a structured approach, standardization and reproducibility. In contrast to other
species, where adapted protocols for sampling have been published, no comparable
guideline is currently available for equids. Hence, we developed a species-specific slice
protocol for whole brain vs. hemispheric dissection and tested its applicability and
practicability in the field, as well as its neurcanatomical accuracy and reproducibility.
Dissection steps are concisely described and depicted by schematic illustrations,
photographs and instructional videos. Care was taken to show the brain in relation
to the raters’ hands, cutting devices and bench surface. Guidance is based on
a minimum of external anatomical landmarks followed by geometric instructions
that led to procurement of 14 targeted slabs. The protocol was performed on 55
formalin-fixed brains by three groups of investigators with different neuroanatomical
skills, Validation of brain dissection outcomes addressed the aptitude of slabs for
neuroanatomical studies as opposed to simplified routine diagnostic purposes. Across
all raters, as much as 95.2% of slabs were appropriate for neurcanatomical studies,
and 100% of slabs gualified for a routine diagnostic setting. Neither autolysis nor
subfixation significantly affected neuroanatomical accuracy score, while a significant
negative effect was observed with brain extraction artifacts. Procedure times ranged
from 14 to 66min and reached a mean duration of 2325 = 7.93min in the
last of five trials in inexperienced raters vs. 16 + 2.83min in experts, while
acceleration of the dissection did not negatively impact neuroanatomical accuracy.
This protocol, derived analogously to the consensus report of the International
Veterinary Epilepsy Task Force in dogs and cats, allows for systematic, quick and easy
dissection of the equine brain, even for inexperienced investigators. Obtained slabs
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feature virtually all functional subcompartments at suitable planes for both diagnostic
and neuroscientific investigations and complement the data obtained from imaging
studies. The instructive protocol and brain dissection videos are available in

Supplementary Material.

Keywords: neuroanatomy, neuropathology, guideline, central nervous system, equine, horse, necropsy, brain atlas

INTRODUCTION

With domestication dating back to ~~3.500 BC, the domestic
horse (Equus cabalius) has become a close companion to human
beings through farm work, war, sports, and leisure. With its
complex gyrified (Zilles et al., 2013; Cozzi et al., 2014) and
voluminous brain, its distinct cognitive skills and predictive
behavior in a controlled environment (Brubaker and Udell, 2016;
Robertset al., 2017), its accessibility for neurological examination
and neurophysiological testing (Pickles, 2019; Rijckaert et al.,
2019), its compliance to perform controlled exercise and its long
lifespan, the horse has regained attention as a natural model for
ethological, neuroanatomic, and neuroscientific studies (Cozzi
et al., 2014; Roberts et al., 2017; Johnson et al., 2019).

Murine disease models, surely, are most prevalent (Ehret
et al., 2017) due to their easy handling, rapid reproduction,
and genetic and environmental standardizability in a laboratory
setting. However, regenerative capacities of the central nervous
system between rodents and larger mammalian species differ
significantly, and rodents’ relatively short lifespans barely allow
for modeling of longevity-associated phenomena, such as in
neurodegeneration (Morton and Howland, 2013). Moreover,
the rodent brain and skull architecture barely reflects human
neuroanatomy from a topofunctional point of view (Morton
and Howland, 2013; Potschka et al., 2013). Small brain volumes
render certain interventional and diagnostic maneuvers, such
as collection of cerebrospinal fluid (CSF) (Lim et al, 2018)
and electroencephalography (EEG) (Potschka et al., 2013), more
difficult and increase procedure-related morbidities.

Beyond these considerations, horses share a susceptibility as
accidental hosts for multiple anthropozoonotic pathogens that
affect the nervous system, such as Hendra and Nipah virus
(HeV, NiV), West Nile virus (WNV), Japanese encephalitis virus
(JEV), Itheus virus (ILHV), St. Louis encephalitis virus (SLEV),
Powassan virus (POWYV), tick borne encephalitis virus (TBEV),
Western equine encephalitis virus (WEEV), Eastern equine
encephalitis virus (EEEV), Venezuelan equine encephalitis virus
(VEEV), Rabies virus (RV), and Borna disease virus-1 (BoDV-
1) (Richt et al., 2000; Furr and Reed, 2007¢; Carrera et al., 2018;
Kumar et al., 2018; Barba et al.,, 2019; Liesche et al., 2019).
Therefore, the horse serves as an indicator species for regional
risk of infection and sometimes mirrors similar brain pathologies
upon contagion as human patients (David and Abraham, 2016;
Kumar et al., 2018; Liesche et al., 2019; Niller et al., 2020).

To understand the pathobiology of neurological diseases and
to translate assumptions across species, it is a prerequisite to
accurately identify the localization, distribution, and functional
and topographic relationship of brain pathologies in the

respective species (Nitzsche et al, 2015). To date, the specifics
of equine neurcanatomy are featured primarily in topographical
literature (Yoshikawa, 1968; Sisson et al., 1975; Nickel et al.,
2004; Furr and Reed, 2007b) and studies on specific syndromes
describing well-confined brain areas, such as the cerebellar roof
and tracts in shivers (Valberg et al., 2015}, the hippocampus
in BoDV-1 (Joest, 1911) and the cerebellum, brain stem and
spinal tracts in case of equine degenerative myeloencephalopathy
(EDM) and other types of neuroaxonal dystrophy (Siso et al.,
2003; Finno et al., 2011, 2016).

With the implementation of advanced neuroimaging
methodologies, neuroanatomy in the field of equine neurology
has become relevant for clinicians again, and our functional
understanding has steadily increased (Manso-Diaz et al., 2015;
Pease et al., 2017). Therefore, imaging has already enabled and
supported important clinical-diagnostic (Audigie et al., 2004;
Cavalleri et al., 2013; Holmes, 2014), neuroanatomical (Chaffin
et al, 1997; Johnson et al, 2019; Schmidt et al., 2019) and
neurodevelopmental (Scola et al., 2018) studies in this species.
As in other generic groups, magnetic resonance imaging (MRI)
scans in particular have proven to be the most sensitive intravital
imaging modality (Hecht and Adams, 2010; Holmes, 2014).

Brain imaging templates and atlases rendered via MRI,
including  diffusion-weighted-imaging (DWI) and fluid-
attenuated-inversion-recovery (FLAIR) sequences, have enabled
unprecedented mapping and measurement of white matter
(WM), gray matter (GM), CSE and subcortical brain structures
(Stuckenschneider et al.,, 2014; Johnson et al, 2019). The
neuroanatomical resemblance has been nicely demonstrated
in comparison to tissue studies (Stuckenschneider et al., 20145
Kimberlin et al., 2016; Johnson et al., 2019; Schmidt et al., 2019).

Therefore, researchers can be adequately guided to target
affected areas on postmortem follow-up (Stuckenschneider
et al, 2014; Schmidt et al, 2019). In spite of this, clinical
scanners might provide evidence of brain lesion in only 30%
of neurological cases (Manso-Diaz et al., 2015). In particular,
failure is likely to occur in slowly progressing neurodegenerative
diseases that are accompanied by sparse signal changes and poor
contrast enhancement, such as cerebellar cortical degeneration in
Arabian horses, which remains unseen until brain atrophy causes
increased subarachnoid space (Cavalleri et al., 2013).

While macroanatomical changes coming along with blood
brain barrier disruption or critical fluid shifts may easily be
diagnosed by medical imaging, subtle tissue changes must await
histopathology for definitive diagnosis (Annese, 2012; Cavalleri
etal, 2013).

Histological examination, on the other hand, can shedlight on
a disorder only if the affected area is presented on the slide and
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cells have been sufficiently preserved. Thus, histology contends
with a high risk of sampling bias and artifact (Annese, 2012; Tagi
etal., 2018), while MRI studies seemingly provide a gap-free view
of the in depth compeosition of an entire tissue. Prelocalization
by MRI could possibly allow postmortem visualization of the
lesion or area of interest if predefined external landmarks are
preserved, a Cartesian coordinate system (x; y; ) (Nitzsche et al.,
2015; Johnson et al., 2019) may be applied, that implements
postmortem deformation and shrinkage by fixation, and if the
inclination of the blade is guided by a dissection aid adaptable to
the geometry of the individual brain. These prerequisites cannot
be easily met in a diagnostic lab with personnel heterogeneous in
their neuroanatomical skills and dexterity with concomitant time
pressure due to high caseloads.

In this study, we aim to provide a freely available, robust,
practicable and transferable guide for systematic trimming and
sampling of fixed equine brain tissue. This protocol allows
sampling of virtually all major functional circuits, vascular
territories and pathoclistic! target areas even without specific
neuroanatomical knowledge by the applicant. The introduced
protocol takes advantage of experiences from the consensus
report of the International Veterinary Epilepsy Task Force
(IVETF) for sampling epileptic dog and cat brains (Matiasek
et al., 2015) after adaption to equine species-specific methods.
Thorough neuronavigation is warranted by referring to simple
anatomical landmarks supplemented by geometric instructions
for blade localization and the plane of section.

By this guidance, brain regions affected by neurological
diseases or foci of scientific interest are expected to be
reliably and reproducibly traced and provided for histological
inspection in a suitable plane, corresponding to the three-
dimensional histoarchitecture of specific key areas such as
hippecampus. Notably, a detailed knowledge of included areas
by the pathologist in the field is not necessary. The rater can be
guided remotely to sample the target area simply by referring to
the specific slab number.

Moreover, based on this systematic approach, both,
population average-based histological data and imaging data
could complement each other for the creation of multimodal
equine brain atlases and still preserving the optimal slice
orientation for histology and histomorphometry.

MATERIALS AND METHODS
Case Selection

The investigation enrolled a cohort of 55 individuals, including
mares, geldings and stallions, of various breeds delivered
for postmortem examination to the Institute of Veterinary
Pathology, LMU, Munich, and the Austrian Agency for Health
and Food Safety Ltd. (AGES), M&dling, for causes unrelated to
the purpose of this study. Cases were non-selectively collected in
a sequential manner if the entire brain tissue was available for
examination and if physical preservation allowed for appropriate
histoprocessing. Cases were excluded if preservation of the brain

LAccording to Oscar and Cécile Vogts concept of selective vulnerability of
different brain regions.

was inadequate or if gross lesions interfered with application of
all steps of the dissection protocol in both hemispheres.

The study did not lead to a different approach nor to
procurement of other or larger volumes of tissue compared
to routine autopsy. As the requested diagnostic examinations
could be sufficiently performed on the sampled material, the
procedures were exempt from Institutional Animal Care and Use
Committee review as confirmed by the Ethics Commission of
the Centre for Veterinary Clinical Medicine of the LMU Munich
(A7Z.199-04-02-2020).

Equipment

The equipment used in this study is the standard equipment
ubiquitously available in pathological facilities and is listed in
Supplementary Table 1 (Data Sheet 1). Instruments used for
conducting the protocol are depicted in Figure 1.

Gross Procedures

After measurement (<100kg) or calculation (=100kg) of
the dead body weight (DBW), carcasses underwent routine
dissection for post-mortem examination (Rooney, 1971;
Frank et al, 2015). Following superficial dissection and
evisceration, the central nervous system was removed. Thereby,
an extensive craniectomy-durotomy-encephalectomy approach
was chosen after separation of the head by decapitation at
the atlanto-occipital articulation. The exposed brain was
evaluated for evidence of autolysis graded as follows: 0: fresh,
I: no macroscopic evidence of autolysis, 2: mild autolysis
or 3: moderate autolysis. Marked autolysis (grade 4) and
decomposition (grade 5) were considered exclusion criteria.
Adult brains were immediately immersed in 10% neutral-
buffered formalin [after Lillie (Lillie, 1954)], while those of
fetuses and neonates were fixed in zinc formalin [modified by
the authors MLB, MR and KM after Fortier and Hould (Fortier
and Hould, 2013)]. The tissue to fixative ratio was strictly held at
1:10 (Furr and Reed, 2007a). Brains were left in the fixatives at
room temperature for at least 7 days (for details of formulation
see Supplementary Table 2, Data Sheet 1).

Just before further processing, brains were removed from
the fixative, and excess was allowed to drip-off and was
wiped-off using paper towels before the whole brain weight
(BW) and brain volume (BV) were recorded. The latter was
calculated based on water displacement in a standardized
setting. Handling and transport of all specimens corresponded to
institutional biosecurity recommendations, and brain dissection
was performed at a ventilated pathology bench.

Development and Introduction of the
Protocol

The dissection protocol was elaborated based on collective
institutional ~experiences in equine neuropathology and
standardized in analogy to the International Veterinary
Epilepsy Task Force (IVETF) guideline for dissection of
canine and feline brains (Matiasek et al., 2015). Procedures
were adapted to anatomical specificities of the equine brain,
such as gyration, brain ratios, orientation and angulation
of specific structures and regions (e.g., hippocampus)
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FIGURE 1 | Instruments required for implementation of the protocol. {A) Cutting board. (B) Scalpel handle and blade. (C) Microtome blade. (D) Long knife.
(E) Microscope slide as template/ruler labeled with maximum slab size (herein 4 x 5.5 cm). Depiction of scalpel handle and blade permitted by C. Bruno Bayha

GmbH, Tuttlingen, Germany.

(Yoshikawa, 1968; Sisson et al, 1975; Nickel et al., 2004;
Furr and Reed, 2007b). Thereby, perpendicular depiction
of anatomical structures was heeded. The objective was to
provide a robust and easy-to-perform protocol, even for
inexperienced raters, to ensure reproducible and adequate
sampling of virtually all functional subcompartments of the
equine brain for both subsequent diagnostic (neuropathological)
and neuroscientific investigations.

To facilitate the application, anatomic images and videos were
created from six equine subjects in advance of the study. The
dissection protocol is introduced in detail in the supplemental
attachments (Data Sheets 3-5; Supplementary Videos 1-3).

Introduction of the Participants

Applicability and aptitude of the protocol in praxi were tested
in three groups of raters (1 = 11; all right handed), ranging
from undergraduate students (group I; n = 4) to personnel with
either basic (group II, n = 5) or profound (group III, n = 2)
experience in macroanatomy of the equine brain. All participants
were introduced to the approach immediately before conduction
of the procedure at the bench. Instruction was assisted by
illustrated booklets (Data Sheets 3-5) and instructional videos
(Supplementary Videos 1-3).

First, the investigators were familiarized with the geometric
planes and orientations, primary external neuroanatomical
landmarks and the equipment required for dissection. Each
dissection step was concisely described and depicted by
photographs showing the respective region of the brain
in relation to the raters’ hands and cutting devices. The

Frontiers in Neuroanatomy | wwaw.frontiersin.org

methodology applied in each brain block is exemplarily
illustrated in Figure 2. Essential steps and caveats were listed
stepwise in a table and were accompanied by schematic
illustrations of important landmarks. Wherever possible, the
nomenclature of the current Nomina Anatomica Veterinaria was
applied (Nav, 2017). Steps were numbered in the order of their
recommended performance, from 1 to 21. Orientation of the cuts
was either transverse (TS), sagittal (SAG), laterally tilted (TILT)
or transversely tilted (TS-TILT). Positioning and inclination
of the blade and direction of the cuts were illustrated using
color-labeled anatomical landmarks, while subsequent cuts were
explained in simple geometrical terms wherever possible. For
simplification of tissue handling, the brains were initially divided
into 4 blocks by plain transverse sections. Precise instructions on
how to handle and prepare the brain slabs were based on this 4-
block-concept. If sliced according to the landmarks, slice to slice
distance (equaling thickness of the brain slabs) varied slightly
according to the individual brain volumes and dimensions of the
hemispheres (see Discussion).

Implementation of the Protocol

Due to the restricted number of donated brains, the order of
procedures was fixed as follows: Each participant performed
dissections of 5 brains (trial 1-5), comprising 3 bihemispheric
(Ist, 4th, and 5th brain) and 2 hemispheric (2nd and 3rd
brain, each left and right hemisphere) approaches. Raters were
requested to start their first attempt no later than 30 min after
self-instruction in the prescribed order and at a pace of their
convenience. They were free to reconsult the script during
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the procedure whenever needed. Participants were observed
by the instructor without active interference. Total procedure
time (TPT) in minutes, defined as time lapse between first
positioning of the blade to the harvest of the last slab, was
recorded for each rater. This time only encompassed orientation
and hands-on performance. The time needed for macroscopic
tissue examination and completion of a questionnaire was
excluded from procedure time. For the questionnaire, raters were
offered the immediate possibility to mention shortcomings in
the comprehensibility and conduction of the protocol and to
provide recommendations for further improvement. Moreover,
assessment of each unit (block A to I)) regarding identifiability
of landmarks (1: easy; 2: fair, 3: moderate, 4: not possible)
and subjective difficulties in implementation (1: easy, 2: fair, 3:
moderate, 4: difficult) were recorded.

Complementary Parameters

On gross examination, state, preservation and macroscopic
changes of the fixed brains were recorded by the instructor.
This alse included the degree of fixation (1: complete; 2: partial,
centrally delayed; 3: poor overall). Measures for artificial damage
and lesions were graded as follows: 1: no macroscopic alterations;
2: negligible alterations (e.g., incision marks originating from
encephalectomy), 3: moderate alterations (e.g., partial avulsion of
regions and structures) and 4: severe alterations (e.g., full avulsion
of regions and structures).

Histoprocessing

Depending on the stage of fixation, a standardized panel of 14
brain slabs was post-fixed in the same types of fixative listed
above for further 3-7 days. Specimens were subsequently sent for
automatic tissue processing and paraffin embedding. Formalin-
fixed paraffin-embedded (FEFPE) tissue blocks were then cut in
5-7 wm slice thickness using a rotary microtome. Slides were
stained with routine hematoxylin and eosin (H&E) and other
neurohistological stains as diagnostically required.

Brain Slab Validation

The outcome of brain dissections was evaluated by the study
leads with respect to neurcanatomical matching and quality of
the slides. Evaluation addressed the aptitude for neuroanatomical
studies as opposed to simplified routine diagnostic purposes.
Analysts were blinded for rater and trial when reading
slabs and slides. Neuroanatomical accuracy with respect to
levels, structures and orientation of the slide was assessed by
matching 36 anatomical and histological landmarks (criteria
are listed in Table 1). For each item, sampling accuracy was
semiquantitatively scored as either full match (1), partially
featured (0.5) or not evident at all (0). Subsequently, whole
slab accuracy for detailed neurcanatomical studies was graded
as excellent (>80% of landmarks fully featured on the slide),
sufficient (70-80% of landmarks fully featured on the slide) or
insufficient («<70% of landmarks fully featured on the slide). For
visual depiction, verification criteria were further classified in 3
colors: green if 93.1-100% of criteria reached score 1, yellow
if 87.3-93% of criteria reached score 1 and red if <87% of
criteria reached score 1. Slabs were considered problematic if

the relative mean score per slab was <90% within cone of the
groups. The dissection mode of the 1st slab was categorized in
3 groups: (1) if mainly hippocampus was presented on the slab,
(2) if amygdala was the dominant structure of the ventral aspect
of the slab, (3) if both structures were available or (4) if none
of the criteria were present due to pre-existing tissue artifacts,
obliquity or asymmetry of dissection. Apart from the inclusion
of marker areas and landmarks, accuracy was further evaluated
by assessment of (1) slide symmetry of right vs. left hemisphere
and (2) achievement of prescribed cutting angles. Classification
of symmetry was considered as either good (1), moderate (0.5)
or not present (0) and deviation from prescribed cutting angle
as either correct (1), mild deviation (0.5) or severe deviation (0).
Slabs per group were considered problematic if < 70% of slabs
reached a score of 1.

Statistical Analysis

Analyses were performed using IBM SPSS Statistics and GGraph
commercial software (Version 26; IBM Corp., Armonk, New
York, USA) and were based on uni- and bivariate statistics.
Data for each correlation was analyzed for normality using a
Shapiro-Wilk test or Kolmogorov-Smirnov test. Independence
was evaluated by Chi-squared test. Correlations were performed
using a Pearson correlation for normally distributed parametric
data and a Kendall’s rank {(Kendall-Tau-b) correlation coefhicient,
as well as Mann-Whitney U-test, for non-normally distributed
non-parametric data. Somers’ D was used as a measure of
agreement between pairs of ordinal variables. For identification
of significant findings, data were analyzed using one-way
ANOVA followed by Dunnetts post-hoc test to identify pairs
with significant differences. Comparison of related samples was
performed by Wilcoxon test. The extent of variability in relation
to the mean of the population was assessed by the coefficient of
variation. As most values were not normally distributed, data are
presented as the mean £ SD (standard deviation) or median and
interquartile range (IQR, 25th and 75th percentiles). Percentages
describe discrete data. For visual depiction of non-parametric
data, box and whisker plots were used. Values of p < 0.05 were
considered significant.

RESULTS

Demographics
The investigated cohort included 17 mares (30.9%), 26 geldings
(47.3%), and 12 stallions (21.8%) aged between 2 months ante
partum (abortion) and 25 years. Seven individuals were adults
of unknown age. Breeds encompassed Warmbloods (n = 37,
67.3%), Ponies (n = 9, 16.4%), Thoroughbreds (n = 3, 5.5%),
Arabian horses (# = 2, 3.6%), and Draft horses (# = 2, 3.6%).
Two animals (# = 2, 3.6%) belonged to other equine species.
Tissue preservation was graded as fresh (# = 15, 29.1%),
without macroscopic evidence of autolysis (r = 20, 36.4%), mild
autolysis (# = 15, 27.3%), and moderate autolysis (n = 4, 7.3%).
Details regarding the cases are shown in Supplementary Table 3
{Data Sheet 2).

Weight and volume measurements were available for 22 cases
{n =22, 40%). The median dead body weight (DBW) was 275kg
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TABLE 1 | Demonstrates the 36 macra- and micrascopic verification criteria
regarding all 14 slabs for evaluation of neurcanatomical accuracy.

Block Slab Criterion Anatomical and histological landmarks

A 1 A Hippocampal (syn. fornical) commissure

A 1 c2 Hippacampal ternporaventral body (TVB)

A 1 G3 Piriform cortex and amygdaloid nucleus

A 1 c4 Rostral cerebral crus (crurocapsular fransition)

A 1 Ch Iarnmillary bodies

A 2 [@35] Paristooccipital cingulate gyrus

2 C7 Rostral (anterior) ventral nucleus

A 2 Ca Tail of caudate nuclsus

A 2 C9 Optic tract (pastchiasmatic segrent)

A 3 C10 Accumbens nucleus

A 3 C11 Body of caudate nucleus

A 3 12 Globus pallidus

A 3 C13 Putamen

A 3 G4 Internal capsule (rostral part)

B 4 (o315 Subcortical white matter of marginal gyrus and of
precruciate cingulate gyrus

B 5 Cle Perpendicular section of rostral composite gyrus

B 5 CA7 Betz cells (microscopic) of frontal motor cortex

[ 4] G188 Lateral geniculate nucleus

[ a G1g Hippacampal termporaventral body (TVB)

C 7 c20 Oocipital vertex of hippocampus.

[ 7 21 Occipital apex of parahippocampal gyrus

[ 8 G22 Subcaortical white matter of marginal gyrus (occipital
part) and of cingulate gyrus
(cinguloparahippocampal transition)

[ 8 23 Ocoipital alveus of hippocarmpus

[ 8 24 Splenial sulcus

D 9 C25 Rostral colliculi

D 9 C26 Intercrural fossa

D 10 C27 Caudal and middle cerebellar peduncles

D 10 c28 Transverse fibers of pons

D 10 c2g Lingula of vermis

D 10 30 Cerebellar roof nuclel (syn. deep cershellar nuclel)

D 11 G31 IMedial plane of rostral vermis

D 12 caz Decussation of pyramis

D 13 33 Cuneate and gracile nuclei

D 13 G34 Wagal and hypaglossal nuclei

D 14 G35 Micl sagittal uvula

D 14 36 Area posirema

{n=22,1QR:43.7-512.5), while median drip-off weight of whole
brains post fixation (BW) was 558 ¢ (n = 22, IQR: 353-665.3),
and median brain volume (BV) was 625 cm® {n = 22, [QR: 395
745). Based on these data, the relationship between BW and DBW
was evaluated and presented in a non-linear, logarithmic fashion
{Figure 3). Respective details of individual cases are shown in
Supplementary Table 4 (Data Sheet 2).

Dissection Outcome
Application of the bihemispheric protocol delivered 14 brain
slabs of 4 main brain blocks: slabs No. 1 through 3 out of

block A, No. 4 and 5 out of block B, No. 6 through 8 out of
block C, and No. 9 through 14 out of block D (Figure4). In
contrast, hemispheric dissection delivered 28 slabs in total (14
per hemisphere).

Conduction Time

Total procedure time (TPT) throughout trials and groups
ranged between 14 and 55min (median 25, IQR: 18-40) for
bihemispheric {n = 33) and 25-66 min (median 35, IQR: 29.5-
40.25) for sequential hemispheric (n = 22) dissections. There
was no significant difference in TPT between bihemispheric and
hemispheric approaches within the individual skill groups [group
I (Mann-Whitney-U, p = 0.296); group Il (Mann-Whitney-
U p = 0.060); group Il (Mann-Whitney-U, p = 0.386)].
In contrast, throughout all raters, dissection of the whole
brain went significantly faster (Figure 54; Mann-Whitney-U,
p < 0.05). The time difference between cutting of left and right
hemisphere throughout groups was significant (Wilcoxon-test,
P < 0.001), with the right hemisphere being tailored faster than
the left. In accordance with individual experiences, median TPT
throughout the trials was 37 min in group I (IQR: 25-51.5),
30min in group II {IQR: 20.5-38), and 25min in group Il
(IQR: 17.3-35). TPT trended down with increasing skill of the
investigator (Figure 5B; Kendall-Tau-b = —0.286, p < 0.05; One-
way ANOVA, p < 0.05). However, an effect of neuroanatormical
skill on velocity of trimming was significant between groups
I and I {post-hoc Dunnett-T = —12.350, p < 0.05) and
groups II and 1 (post-hoc Dunnett-T = —8.130, p < 0.05),
where experienced raters performed faster than less experienced
raters. All raters, independent of their onset skill, level became
faster upon repetition of the protocol in consecutive sessions
(Figure 5C; Kendall-Tau-b = —0.663, p < 0.001). Relative saving
in TPT between the first (range 32-55 min, median 40, IQR: 38—
55) and the last trial (range 14-35 min, median 18, IQR: 15-21)
was 25.45 min on average, independent of the time span between
the trials. Notably, acceleration across raters did not negatively
impact anatomical accuracy (Pearson = —0.332, p < 0.05).
For details of individual TPTs, see Supplementary Table5
{Data Sheet 2).

Brain Slab Accuracy

Across all raters, neuroanatomical accuracy score per brain
was never below 60 out of 72 (maximum) points. Median
accuracy throughout trials and raters was 68 points (IQR: 64.5-
70.5). Inexperienced raters in group | achieved median scores
of 65.5 points (IQR: 63.6-68.9), more experienced raters in
group IT achieved median scores of 68 points (IQR: 64.8-69.5),
and experienced investigators in group III scored a median of
71.8 points (IQR: 68.8-72). Total median scores throughout
trials and groups were 68.5 (IQR: 64.25-70.5) for bihemispheric
and 68 (IQR: 64.6-70.5) for sequential hemispheric dissections.
Therefore, differences in scoring between bihemispheric and
hemispheric dissections did not reach a level of significance
(Figure 6A; Mann -Whitney-U, p = 0.776). Neuroanatomical
accuracy scores were not significantly different between left
and right hemisphere (Wilcoxon-test, p = 0.832). However,
scores were significantly higher in groups with higher levels
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FIGURE 3 | Demonstration of the logarithmic, non-linear relationship (logarithmic regression curve) between dead body weight (DBW) in kg (x-axis) and brain weight
(BW) post fixation in g (y-axis) according to the formula y = 12.74 — 1.85 * log(DBW). Details of individual cases are shown in Supplementary Table 4 (Data Sheet 2).

30 mm

FIGURE 4 | Virtual division of the brain into 4 blocks {white and black lines). Following dissection according to the protocol, each block delivers a certain amount of
slabs depicted in a separate box: No. 1 to 3 out of block (A), No. 4 to 5 out of block (B), No. 6 to 8 out of block (C) and No. 9 to 14 out of block (D). Subscript letters
indicate distinctions between left (L) and right (R) hemispheres.
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minutes in box and whisker plots between bihemispheric and hemispheric
approaches, levels, and trials. (A) TPT in bihemispheric (7 = 33) and FIGURE 6 | Demonstrates confrontation of scores in box and whisker plots
hemispheric {n = 22) tailored brains throughout groups. Mann-Whitney-U-test between bihemispheric and hemispheric approaches, levels, and trials. (A)
identified a statistically significant difference between bihemispheric and Scores in bihemispheric (n = 33) and hemispheric (1 = 22) tailored brains
hemispheric approaches if considered for all groups (p < 0.05), but throughout groups. Mann-Whitney-U-test found no statistically significant
significance was not achieved if groups were considered individually (group |, difference between bihemispheric and hemispheric approaches if considered
n =20, p = 0.296; group Il, n = 25, p= 0.080; group ll, n = 1'0’ p = 0.386). for all groups (p = 0.776). (B) Scores throughout approaches and trials of
(B) TPT throughout approaches and trials of each group. Experienced raters sach group. Experienced raters scored higher than less experienced raters
performed f.aster than the less experienced group (One-way ANOVA, post-hoc (One-way ANOVA, post-hoc Dunnett-T) if group lll (7 = 10) and Il (n = 25), as
Dunnett-T) if group lll (7 = 10) and | {n = 20), as well as group Il (7 = 25) and | well as group Ill (7 = 10) and group | {7 = 20) were compared to each other
(n = 20) were compared to each other (o < 0.05), but not {p = 0.999) if (0 < 0.05), but not (o = 0.429) if comparison was performed between group |l
comparison was performed between group lll (n = 10) and Il (0= 25). (C) TPT (n = 25) and group | (7 = 20). (C) Almost consistent scores from trials 1
throughout groups significantly decreased (Kendall-Tau-b = —0.663, (n = 11)to 5 (" = 11) without significant differences among skill groups
p < 0.001) from trials 1 (n =11) to 5 (7 = 11). °Indicates individual Outliers and (Kendall-Tau-b = 0.074, p = 0.470), °Indicates individual Outliers. Significant
*Extremes. Significant differences are indicated with A for p < 0.05 and with differences are indicated with A for p < 0.05.
AA forp < 0.001.

of neuroanatomical skill (Kendall-Tau-b = 0.328, p < 0.05).
If groups were compared to each other (One-way ANOVA,
p < 0.05), scores were significantly higher in group III vs. II

Frontiers in Neuroanatomy | www.frontiersin.org

(post-hoc Dunnett-T = 2.93, p < 0.05) and in group III vs. I
(post-hoc Dunnett-T = 4.00, p < 0.05), but not in group II vs. I
(post-hoc Dunnett-t = 1.07, p = 0.429) participants (Figure 6B).
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Increasing experience with the protocol from the first (trial 1)
to the last (trial 5) dissected brain had no significant influence
on attained scores throughout different skill groups (Figure 6C;
Kendall-Tau-b = 0.074, p = 0.470).

Intrarater scores ranged from 0 to 8.67%. The variation
cocfficient was not significantly dependent on the skill group
(Kendall-Tau-b = —0.306, p = 0.234). For details of individual
scores, see Supplementary Table 6 (Data Sheet 2).

If sorted for slabs, 680/770 (88.3%) were considered excellent,
53/770 (6.9%) sufficient, and 37/770 (4.8%) failed to show the
minimum panel of anatomical structures at the cut surface
(Figure 7, Supplementary Table 7, Data Sheet 2). Concerning
cach individual group, slabs 1, 7, 8, 12, and 13 in group I, slabs
1, 2, and 7 in group II and slab 6 in group III remained under
a mean relative score of 90% and were therefore considered the
most problemalic in the respective groups (Figure 8). Ranges of
scores for each slab per group in absolute and relative numbers
are shown in Supplementary Table 8 (Data Sheet 2).

Regarding the dissection mode of the Ist slab, on left
hemispheric slabs, the hippocampal type was the most frequent
form [21/55 (38.2%)], followed by the amygdaleid type [20/55
(36.4%)] and hybrid type [10/55 (18.2%)]. On right hemispheric
slabs, the predominant form was the amygdaloid type [23/55
(41.8%)], followed by the hybrid type [18/55 (32.7%)] and
hippocampal type [10/55 (18.2%)]. Whereas, in hemispheric
approaches [22/55 (40%)], hippocampal, amvgdaloid, and hybrid
type were equally represented, in bihemispheric approaches
[33/55 (60%)], the amygdaloid type was the most {requent
form [31/66 (47%)], followed by the hippocampal type [19/66
(28.8%)] and hybrid type [16/66 (24.2%)]. In 4 brains (18.2%) of
hemispheric approaches, none of the criteria were present.
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structures at the cut surface.

Aptitude of slabs for neuroanatomical studies

FIGURE 7 | Demcnstrates aptitude of slabs for neuroanatomical studies by reference to 36 critetia (see Table 1) across all groups. Strikes of anatomical landmarks
were scored as either full match (1), partly featured (0.5) or not evident at all (0), and slabs were graded as excellent (green; =80% of landmarks fully featured on the

Equine Brain Dissection

Throughout groups, symmeltry was assessed in 704 of 770
slabs, Resembling sagittal midline slabs, slab no. 11 and 14
were excluded from this analysis. Symmetry did not significantly
differ between bihemispheric and hemispheric dissection (Chi-
Square = 0.394, p = 0.821). There was a weak correlation
between higher levels of neuroanatomical skill and grade of
symmetry (Kendall-Tau-b = 0.082, p < 0.05) and a moderate
correlation between symmelry and higher neurcanatomical
scores (Kendall-Tau-b = 0.143, p < 0.001). Increasing experience
with the protocol from the first trial (1) to the last trial (5)
had no significant influence on symmetry of slabs in any of
the groups (Kendall-Tau-b = 0.027, p = 0.431). Symmetry was
graded as good in 78.4% (552/704) of slabs, as moderate in
20.9% (147/704) and as not present in 0.7% (5/704) of slabs
(Figure 9; Supplementary Table 9, Data Sheet 2). Concerning
each individual group, most problematic slabs regarding
symmelry were slabs 4, 7, and 8 in group [, slabs 1, 2, and 7
in group II and slab 7 in group III (Supplementary Table 10,
Data Sheet 2).

Deviation did not significantly differ between bihemispheric
and hemispheric dissection (Chi-Square = 2.17, p = 0.338).
Correct inclination mildly correlated with neurcanatomical skill
{Kendall-Tau-b = 0.088, p < 0.05) and strongly correlated with
higher scores (Kendall-Tau-b = 0.497, p < 0.001). Increasing
experience with the protocol from the first trial (1) to the last trial
(5) had no significant influence on deviation from correct angle
throughout skill groups (Kendall-Tau-b = 0.056). Throughout
all groups, culling angle was correct in 82.2% (633/770),
mildly deviated in 8.6% (66/770), and severely deviated in
9.2% (71/770) of slabs (Figure 10; Supplementary Table 11,
Data Sheet 2). Concerning each individual group, most

13 14 %
46 44 50 51 53 44 43 50 883
4 2 5 4 1 8 8 5 |69
5 9 0 0 1 3 4 0 48
Slab

icient (red;, =70% of landmarks fully featured on the slide) for neuroanatomical
sufficient and 37/770 (4.8%) failed to show the minimum panel of anatomical
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FIGURE 8 | Demonstrates the most problematic slabs per group with a mean relative score <90% (dark gray). Matching of macroscopic and microscopic verification
criteria for evaluation of slabs for neuroanatomical accuracy (Table 1) were classified in 3 colors: green if 93.1-100% of criteria were scored with 1 {slabs not shown),
yellow if 87.3-93% of criteria were scored with 1 and red if <87% of criteria were scored with 1. Concerning each group, the following slabs underscored 90%: slabs
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FIGURE 9 | Demonstrates classification of slabs regarding symmetry across all groups. Symmetry was graded as follows: good (1), moderate (0.5) or not present (0).
In 552 out of 704 slabs (78.4%) symmetry was good (green), moderate (yellow) in 147/704 (20.9%), and not present (red) in 5/704 (0.7%) of slabs.
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problematic slabs regarding deviation from the prescribed
cutting angle were slabs 7 and 8 in group I, slabs 2 and 8 in
group II and slab 2 in group III (Supplementary Table 12,
Data Sheet 2).

Effects of Tissue Preservation on

Neuroanatomical Accuracy
Regarding tissue preservation, neither
(Kendall-Tau-b = 0.400, p = 0.192) nor

autolysis
subfixation
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FIGURE 10 | Demonstrates classification of slabs regarding angulation error from prescribed cutting angle across all groups. Angulation was graded as follows:
correct angle (1), mild deviation (0.5) or severe deviation (Q). In B33 out of 770 slabs (82.2%) cutting angle was correct (green), mildly deviated (yellow) in 66/770
(8.6%), and severely deviated (red) in 71/770 (9.2%) slabs.

Equine Brain Dissection

(Kendall-Tau-b = 0.133, p = 0.435) impacled neuroanatomical
accuracy score significantly. Pre-cxisting defects of brain tissuc
allending neurodissection were evident in 34.5% (19/55) of
brains, with block D being most prone to artifacts [slabs 9-14;
19/55 (34.5%)] followed by blacks C [slabs 6-8; 13/55 (23.6%)],
A [slabs 1-3; 11/55 (20%)] and B [slabs 4-5; 6/55 (11%)]
(Figure 11). In general, brain extraction artifacts were seen in
10720 (50%) brains of group I, 12/25 (48%) of group II, and 3/10
(30%) of group I11.

According to expectations, there was a strong correlalion
between higher grades of damage and lower scores (Kendall-
Tau-b = 0.87, p < 0.05). Although pre-damage extinguished
one or more markers of orientation in any of the blocks,
significantly lower scores caused by missing reference points were
anly observed in block C {Kendall-Tau-b = —0.299, p < 0.05),
in contrast to blocks A (Kendall-tau-b = —0.198, p = 0.075),
B (Kendall-tau-b = —0.190, p = 0.091) and D (Kendall-tau-
b=—0.134, p = 0.217). Il damage was mild, there was a posilive
correlation between skill level and neuroanatomical accuracy
(Kendall-Tau-b = 0.173, p < 0.001). However, advanced brain
damage leveled out the positive influence of neuroanatomical
skills (moderate damage: Kendall-Tau-b = —0.056, p = 0.650;
severe damage: Kendall-Tau-b = 0.019, p = 0.865; high-grade
damage: Kendall-Tau-b = —0.006, p = 0.955).

Rater Data Assessment

According to the questionnaire taken by participants following
every disseclion, identifiability of relevant landmarks was
easiest in brains without macroscopic alterations in groups I
(70.3%), 11 (82%), and [II (80.7%). However, orientation of
the blade was possible in brains even with severe alterations
and impossible in none of the altered brains (Figure 12;
Supplementary Table 13, Data Sheet 2). 'Thercfore, the method
of dissection (bihemispheric vs. hemispheric) was not pivotal
for identifiability (Somers’ D = 0.034, p = 0.370). The lower
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the grade of damage, the better the identifiability of landmarks
(Somers’ D = 0.294, p = < 0.001); however, the relationship
between grade of damage and identifiability of landmarks was
significant only in blocks A (Somers’ D = 0.330, p < 0.05)
and D (Somers” D = 0.320, p < 0.05). Increasing subjective
difficulties with implementation of the protocol were significantly
related to increasing grade of tissue damage in groups I (Somers’
D = 0.197, p < 0.05) and II (Somers’ D = 0.141, p < 0.05)
and therefore decreasing identifiability of landmarks in group [
(Somers” D: 0.443, p < 0.001) and group II (Somers’ D: 0.591,
p < 0.001), whereas members of group Il did notl perceive
difficulties regarding application of the protocols.

Subjective difficulties did not reflect the neurcanatomical
accuracy in groups I and II (group | = Kendall-Tau-b: —0.041,
p = 0469 group II = Kendall-Tau-b: —0.087, p = 0.100).
The comfort levels increased with the training effect in group
[ (Somers’ I): —0.127, p < 0.05), but not in group I1 (Somers’
D: —0.096, p = 0.132). Subjective dilliculties were similar for
application of bihemispheric and hemispheric protocols (Somers’
D =0.008, p=0.819).

DISCUSSION

Ambition of the Protocol
Unfortunately, for inexperienced researchers and diagnosticians,
no standardized or revised guidelines for systematic and
reproducible dissection of the equine brain has been available
prior to this study. Empirically, people tend Lo use lransverse
sections as traditional planes, which might impede concise
evaluation and histomorphometry of regions that are presented
in tangential cuts, such as major aspects of the hippocampus
and motor cortex or those with peculiar planarity, such as the
cerchellar cortex.

Only by consequent use of the same scheme researchers
are able to acquire a macroscopical and histological pattern
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Damage of brain blocks

100%
90%
u 80%
§ 70%
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o 50%
@ 40%
B 30%
) s .
=
w 1R =
A B Cc D
M No alterations 44 49 42 36
Negligible alterations 4 al 4 5
W Moderate alterations 5
W Severe alterations 2 2 4 9
Brain blocks

FIGURE 11 | Demonstrates grade of damage concerning each brain block throughout groups. Block D was most prone fo artifacts [19/55 (34.5%)], followed by
blocks C [13/55 (23.8%)]], A [11/55 (20%)] and B [6/55 (11%)]]. Pre-existing defects ranged from no (green), to negligible (yellow), mocderate (red) and severe (black)
afterations (for details see “complementary parameters”).

Identifiability of landmarks dependent on grade of damage

100%
90%
g 80%
E 70%
3 60%
5 50%
@ 40%
B 30%
10%
- [
Easy Fair Moderate

® No alterations 408 155 9

Negligible alterations 41 15 0

W Moderate alterations 45 19 2

| Severe alterations 27 26 23

Identifiability

FIGURE 12 | Demonstrates dependence of identifiability of landmarks (1: easy; 2: fair; 3: moderate; 4: not possible) on grade of damage throughout groups and
approaches. |dentifiability was easiest in slabs without alterations [green; 408/521 (78.3%)), followed by moderate [red; 45/521 (8.6%)], negligible [yellow; 41/521
(7.9%)] and severe [black; 27/521 (5.2%)] alterations.

recognition for normal and abnormal fields. Moreover, only by Study Design
transferable protocols it is possible to compare architectural and ~ To facilitate handling throughout the different modes
quantitative tissue data of the large gyrified equine brain reliably ~ of encephalectomy and tissue availability, the protocol
between different studies and laboratories. presented herein was developed for bihemispheric and
The protocol presented herein has been elaborated to facilitate hemispheric (left & right) dissection (sce Data Sheets 3-5
macroscopic evaluation and procurement of standardized target  and Supplementary Videos 1-3). All steps are illustrated in
areas in equids. This study proved that by application of this  a video instruction of 14min (bihemispheric) and 10 min
protocol, investigators can sample virtually every functional  (hemispheric, each) duration (sce Supplementary Videos 1-
subsystem of the equine brain at optimal angles independent  3). Equipped with these aids, the examiners who
of their neuroanatomical skills. Hence, the landmarks for  volunteered for this study all felt prepared to proceed to the
orientation of sections have been kept as simple as possible. hands-on experiments.
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Time Requirement for Implementation

After no more than 5 repeats, all raters throughout experience
levels were able to sample all major brain areas in ~20 min orless.
On average, they saved 26 min from the first to the fifth dissected
brain. With more samples treated the same way, investigators will
be able to decrease their performance time to that of the videos
or even below. It remains to be seen, however, whether this only
reflects the time to cut the brain in this standardized manner,
while thorough macroscopic examination of the entire brain and
of the slabs requires time on its own. Most notably, procedural
acceleration had no negative effects on the neurcanatomical
accuracy of sampling across all raters and therefore reflects
quickly increasing experience and straightforward practicability.

Surprisingly, although all investigators were right-handed,
an anticipated faster and more accurate dissection of the left
hemisphere due to easier handling was absent. Dissection of the
right hemisphere was performed significantly faster upon steady
sampling quality. This time difference could not be explained by
brain asymmetry due to right forebrain predominance in equids
as previously reported (Larose et al, 2006; Austin and Rogers,
2007; Farmer et al., 2010, 2018; Johnson et al., 2019).

Instead, this unexpected outcome was likely due to predefined
chronology of the study protocel, in which the dissection of the
left hemisphere always preceded that of the right. A sequential
order was required, as restricted availability of donated brains
rendered a randomized order less feasible.

Diagnostic Validity

Aptitude of slabs for routine diagnostics in this study was
100%, as clinically relevant areas were always present on either
the front or back side of the slab of either the left or right
hemisphere. Missing macroscopic lesions down to a diameter of
3-5mm for post-mortem routine diagnostic workup is therefore
very unlikely. However, without consideration of preliminary
reports accompanying the submission form, brain pathologies
with histological changes might be missed if the protocol is
followed without actively seeking anticipated lesions. Hence,
reasonable sampling under consideration of potentially affected
brain regions, optimally accompanied by in vive or ex vivo
imaging studies (Stuckenschneider et al., 2014; Johnson et al,,
2019; Schmidt et al., 2019), comprises the extension of standard
sampling with additional homo- and heterotopic slabs. The
diagnostic outcome of involved cases is beyond the scope of
this study.

Neuroanatomical Accuracy

Working down the checklist of selected anatomical hot spots,
neuroanatomical accuracy was excellent in 88.3% of slabs and
incomplete in only 4.8%, where <70% of landmarks were
fully featured on the slide. As might be expected, experienced
raters achieved the highest neuroanatomical scores with a
median of 71.8 points (IQR: 68.8-72). However, following the
protocol, people with no or limited experience still obtained
excellent results with a median of 65.5 (IQR: 63.6-68.9) and
68 (IQR: 64.8-69.5), respectively. Therefore, the performance
of beginners and those with some previous encounters only
differed insignificantly.

Influencing Factors

Among external factors, only pre-damage had a clear impact
on neurcanatomical accuracy by obscuring external landmarks.
Neither postmortem changes nor incomplete fixation diminished
the neuroanatomical outcome in any of the groups, even though
the candidates themselves felt subjectively uncomfortable in these
situations, and histological preservation might be compromised.

Fixation

To avoid the latter, penetration of fixative into tissue ofthese large
animals may be accelerated (Furr and Reed, 2007a) by ad hoc
dissection into the three blocks plus transverse section of the mid
cerebellum {cut No. 1-TS—5-TS) in the necropsy hall or, even
better, after superficial fixation for 24-48 h, to prevent cusping of
gray matter at the cut surface. In fetuses and neonates with higher
water content, brain tissue becomes easier to handle and cut when

using zinc formalin for fixation (personal communication with
Steffen Albrecht?) (Fortier and Hould, 2013).

Heterogenity of Investigated Material
Coincidentally, the inexperienced group | dealt the most with
brains with disruptive changes, so their anatomical performance
may even be underestimated. Unfortunately, the limited number
of donated brains precluded a systematic evaluation of damage
scores equally distributed throughout the groups. In the same
vein, the study mirrored the field situation regarding variability of
brain sizes. For that reason, prescriptions of slice thickness must
take into consideration the distances between landmarks. Hence,
the thickness of obtained brain slabs ranged between 4 and 5 mm
in foals to 10 mm in draft horses. An appropriate adaption with
equidistant serial sections allows for proper presentation of all
internal target zones as depicted in the brochure throughout the
different sizes of the animals and, consequently, of their brains.

Fixed Brain Weight/Dead Body Weight

Ratio

As an interesting side finding, the relationship between body
weight and brain weight was non-linear logarithmic relationship.
Therefore, results support previous evaluations across species by
confirming their hypothesis of brain-body weight interrelation
for the first time within a cohort of equids (Jerison, 1973; Cozzi
et al., 2014; Minervini et al., 2016).

Institutional Implementation of the
Protocol

Naturally, brain size has an effect on subsequent sampling for
histology. Each institution will therefore trim the slabs of their
regions of interest in accordance with their equipment with
microtomes, cuvettes and glass slides with cover slips.

If an institution decides to implement the protocol shown
herein, sampling of specific target areas for neuropathological
or neuroscientific purposes can be performed easily and
reproducibly, even if the person on the bench has no preexisting
neuroanatomical knowledge.

“Department of Pathology, The Montreal Childrens Hospital, McGill University,
Montreal, Canada.
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The application of this protocol also allows for remote
selection of regions of interest by external specialists that likewise
are aware of the procedure, labeling and number of the slabs.
Consequently, less experienced investigators can easily sample
brain slabs triaged by experts and convey them for diagnostic and
scientific purposes.

Perspective and Forecast

As an incentive, the protocol is equally applicable for other
polygyral mammals, such as bovids and new world camelids
{data not shown). It is currently implemented in the Clinical
& Comparative Neuropathology Laboratory, LMU Munich,
for comparative lesion mapping in equine vs. ruminant vs.
human brains.

Taken together, we strongly recommend researchers to take
advantage of this practicable instruction for equine brain
dissection in the field. However, it remains a task for future
studies to define more accurately clear landmarks for angulation
perpendicularity of planes for brain slabs and imaging slides and
to create coregistered multimodal brain atlases in this species
and to optimize imaging planes for measuring brain regions
in correspondence to their specific histoarchitecture such as
established for hippocampal scans in epileptic dogs and cats
{Rusbridge et al., 2015).
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IV.  DISKUSSION

Das Kernstiick zur intravitalen Aufarbeitung jeder neurologischen Erkrankung ist der
neurologische Untersuchungsgang. Dieser hat zum Ziel, die klinische Symptomatik topographisch
zuzuordnen, sowie Krankheiten mit neurologischer Mimikry wie orthopidischen Erkrankungen,
Schmerzzustinden, Augenerkrankungen und affektiven Verhaltensstorungen abzugrenzen
(LUNN und MAYHEW, 1989; FURR und REED, 2008).

Insbesondere bei klinischen Anzeichen wie Aufstehschwierigkeiten, Gang-, Haltungs- und
Stellungsanomalien, kann es leicht zu Verwechslungen zwischen neurogenen, muskuloskelettalen
und anderweitigen, unter Umstidnden schmerzhaften Zustinden kommen (FURR und REED,
2008; LAUGIER et al., 2009).

Jeder klinischen Diagnose einer neurologischen Erkrankung beim Pferd ist deshalb unbedingt eine
sorgfiltige allgemeine und orthopidische Untersuchung voranzustellen.

Einen gleichbedeutenden Stellenwert nimmt die neuro-ophthalmologische Untersuchung ein, die
neben der Adspektion und der Beurteilung von Stellung, Haltung und Symmetrie der Augen eine
Uberpriifung der Hirnnerven sowie der sympathischen und parasympathischen Innervation des
Kopfes zulédsst (IRBY, 2011).

Im Idealfall lassen die Ergebnisse aus der Anamnese und genannter Untersuchungen eine
Einschitzung zu, ob eine Lision des Nervensystems zu erwarten ist und welche Bereiche des
zentralen Nervensystems (ZNS) oder des peripheren Nervensystems (PNS) betroffen sein konnten.
Wihrend Fehlfunktionen der Hirnnerven, Bewusstseinstriibbungen, Zwangsverhalten, Epilepsie
und verindertes Schlafverhalten fiir eine Lision kranial des Foramen magnum sprechen, ist bei
Pferden mit unbeeintrichtigter Aufmerksamkeit und normalem Verhalten, bei intakten
Hirnnerven-Funktionen und Ataxien, die sich eventuell zwischen Vorder- und Hinterhand
unterscheiden, von einer Lasion kaudal des Foramen magnum auszugehen (FURR und REED,
2008).

Gelingt die fokale Zuordnung auf eine einzelne Lokalisation nicht, muss eine Erkrankung mit
diffuser oder multifokaler Verteilung in Betracht gezogen werden (FURR und REED, 2008).
Eine Grobzuordnung der klinischen Symptomatik auf die verschiedenen Hauptregionen des
equinen Gehirns ist anhand nachstehender Tabelle moglich. Gleichzeitig spiegelt diese die

empfohlene Beprobung anhand des vorgestellten Protokolls wider (Tabelle 1).
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Tabelle 1. Uberblick iiber die Grobzuordnung der klinischen Symptomatik in der
Pferdeneurologie mit Empfehlungen zur Hirnbeprobung fiir die postmortale Diagnostik

Symptom Grobzuordnung Block Hirnprobe
Hirnnerven- vorwiegend Hirnstamm C 6,7,8
Dysfunktionen (exkl. HN I & II) D 9,10,11,12,13, 14
Anfille, Blindheit, A L33
Demenz, Wahn, Milde | Prosencephalon / B 4’ 5’
Ataxie/ Schwiche, Vorderhirn C 6’ 78
Verhaltensstorungen Y
Hypermetrie,
Intentionstremor, Metencephalon: Kleinhirn (Pons) D 10, 11, 14
Schwiche
Gangdefizite, Hirnstamm D 9,10, 11, 12,13, 14
Bevx./.usstselns- A 12,3
Verdnderungen, Prosencephalon / Vorderhirn B 4,5,
Tetraparese C 6,7,8
Kleinhirn D 10,11, 14
Vestibularapparat / /
cl-c7
wenn HGLDM schlechter als / /
VGLDM
‘ C6-1T2
Ataxie wenn VGLDM schlechter als / /
Hypermetrie/ Spastik | HGLDM
Thorakolumbal
wenn VGLDM normal und / /
HGLDM abnormal
Sakral
bei Schweif-/ Blasenlihmung, / /
perinealer Hypalgesie
C: cervikale Halswirbel, HGLDM: Hintergliedmallen, HN: Hirnnerven, VGLDM:

VordergliedmaBen. Modifiziert nach Furr und Reed 2008 (FURR und REED, 2008)

Insbesondere Ataxien sind bei Equiden hédufig auch dem Vestibularapparat oder spinalen Lédsionen

und seltener dem Kleinhirn zuzuordnen.

Eine vollstindige postmortale Aufarbeitung

neurologischer Erkrankungen umfasst, je nach intravitaler Neurolokalisation, demnach auch die

Beprobung des Riickenmarks und des PNS. Daraus ergibt sich die Aufgabe zukiinftiger Studien,

auch fiir genannte Strukturen systematische Sektionsprotokolle zu etablieren, um Lé&sionen

auflerhalb des Gehirns nicht zu verpassen und neuroanatomisch exakt zuordnen zu kénnen.
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Bei intrakraniellen Erkrankungen mit diffuser und multifokaler Verteilung, gelingt die
histologische Verifizierung wihrend der postmortalen Untersuchung hingegen nur, wenn alle
relevanten Subsysteme (Vorderhirn, Hirnstamm, Kleinhirn) systematisch und nachvollziehbar
blindbeprobt wurden.

Gleichzeitig miissen Regionen, die im Verdacht stehen betroffen zu sein, oder deren Dysfunktion
durch vorherrschende andere Symptome {iiberblendet sein konnten, verldsslich geweblich

untersucht werden konnen.

Vor allem fiir weniger erfahrene Wissenschaftler/-innen und Diagnostiker/-innen, standen bisher
jedoch keine standardisierten oder iiberarbeiteten Leitlinien fiir die systematische und
reproduzierbare Sektion des equinen Gehirns zur Verfiigung. Dabei ist es lediglich iiber die
gleichméBige Wiederholung von Untersuchungsschemata moglich, eine ,,Pattern Recognition® fiir
normale und abnormale makroskopische und histomorphologische Befunde zu entwickeln und

feinere Anomalien auch als solche zu erkennen.

Fiir die solide Vergleichbarkeit von architektonischen und quantitativen Gewebedaten zwischen
verschiedenen Studien und Institutionen, ist es zudem von grundlegender Bedeutung, dass zu
beprobende Regionen reproduzierbar aufgefunden werden konnen. Gewihrleistet werden kann
dies nur, wenn tibertragbare Protokolle zur Verfiigung stehen, die in verschiedenen Einrichtungen

gleichzeitig implementiert und routineméfBig angewendet werden.

Da in einer diagnostischen Einrichtung zudem hiufig mehrere Personen in die Probenahme und -
verarbeitung involviert sind, bietet ein Routineansatz nicht nur zwischen Institutionen, sondern
auch innerhalb einer Institution klare Vorteile zur Beibehaltung einer konstanten Proben- und
Untersuchungsqualitdt inklusive der Moglichkeit, Nachuntersuchungen an Hirnfragmenten

vorhersagbarer neuroanatomischer Herkunft und Zusammensetzung durchfiihren zu konnen.

Zeitgleich stiitzt sich die Durchfiihrbarkeit neuroanatomischer Studien auf die regelrechte
histologische Darstellung von Hirnstrukturen unter Berlicksichtigung ihrer 3-dimensionalen
raumlichen Anordnung.

Die traditionell in der Praxis durchgefiihrten transversalen oder filschlicherweise als coronal
beschriebenen Schnittfiihrungen, nehmen dabei nur wenig Riicksicht auf die Planaritit

spezifischer Regionen wie dem Hippocampus, der motorischen GroBhirnrinde oder dem
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zerebelldren Kortex. Sie konnen somit im tangentialen Anschnitt genannter Strukturen resultieren

und eine prizise Bewertung der Architektur und Histomorphometrie erschweren.

Das Ziel dieser Doktorarbeit war es daher, ein systematisches Studienprotokoll auszuarbeiten, das
die Beprobung und makroskopische Bewertung standardisierter Zielbereiche bei Equiden
erleichtert, die neuroanatomischen Gegebenheiten beriicksichtigt, aussagekriftig, reproduzierbar
und praktikabel ist und von Personen mit unterschiedlichsten neuroanatomischen Kenntnissen
angewendet werden kann.

Um den verschiedenen Verfahren zur Enzephalektomie in der Praxis mittels medianer oder
paramedianer Schidelspaltung sowie extensiver Kraniektomie am exartikulierten Schédel gerecht
zu werden (FRANK et al., 2015; RECH und BARROS, 2015), wurde Wert daraufgelegt, dass das
Schema je nach institutioneller Ausstattung und Verfiigbarkeit von zu untersuchendem Gewebe,

sowohl am vollstdndig entnommenen Gehirn als auch an Gehirnhélften anwendbar ist.

Zur Validierung wurden Studienteilnehmer/-innen mit unterschiedlichen neuroanatomischen
Vorkenntnissen und institutionellen Hintergriinden, mit je bihemisphirischen und
hemisphirischen, bebilderten Protokollen ausgestattet.

Die Probanden/-innen hatten zudem Zugriff auf entsprechende Videoanleitungen von 14 Minuten
Dauer fiir die bihemisphérische Sektion und von je 10 Minuten Dauer fiir die rechts- und
linksseitige hemisphérische Zerlegung.

Die darin dargestellten 21 Zuschnitt-Schritte basierten, je nach anatomischer Zielstruktur, auf
transversalen, sagittalen und lateral oder transversal geneigten Schnittfithrungen. Die
richtungsweisenden anatomischen und geometrischen Orientierungspunkte zur Ausrichtung der
Schnittfiihrungen, wurden dabei so einfach wie moglich gehalten, um ein schnelles Umsetzen in
praxi zu ermoglichen.

Um den psychologischen Faktor ,,Unsicherheit vs. Zutrauen* zu beriicksichtigen, wurden alle
Teilnehmer/-innen nach der jeweils ersten Auseinandersetzung mit dem Protokoll, zur
Verstindlichkeit und individuellen Einschitzung ihrer Féhigkeiten befragt. Ausgestattet mit
genannten Hilfsmitteln, fiihlten sich dabei alle Untersucher/-innen, unabhéngig von bestehenden
Vorkenntnissen, bereit fiir die praktische Durchfithrung der Hirnsektion. Insbesondere die
Videodokumentation wurde als sehr hilfreich empfunden.

Ebendiese ist als Open Access Videomaterial tiber Frontiers in Neuroanatomy, nun fiir alle
Interessierten einsehbar (https://doi.org/10.3389/fnana.2020.614929 bzw.

https://www .frontiersin.org/articles/10.3389/fnana.2020.614929/full#supplementary-material).
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Aufgrund der simplifizierten, aber systematischen Heranfiihrung, war es nach den iiberwachten
fiinf Durchgéngen fiir nahezu alle Teilnehmer/-innen der unterschiedlichen Gruppen moglich,
Pferdehirne sachgemif3 in ~20 Minuten oder weniger zu zerlegen. Von der allerersten bis zur
fiinften Hirnsektion, verschnellerten sich die Untersucher/-innen bereits um rund 26 Minuten.
Beobachtungen der Probanden/-innen iiber den publizierten Zeitraum hinaus, ergaben bei
alltaglicher Anwendung des Schnittschemas, sogar Durchfiithrungszeiten deutlich unter 10
Minuten fiir Einzelpersonen.

Um negative Auswirkungen des Trainingseffektes, im Sinne einer Nonchalance, auf die
neuroanatomische Qualitdt und Akkuranz der makroskopischen Untersuchung auszuschlieB3en,

werden kiinftig zufallsverteilte Uberpriifungen der Sektionsergebnisse erforderlich sein.

Innerhalb der publizierten Studie, Probanden/-innen und Kohorte, war jedoch kein abtriglicher
Effekt auf die neuroanatomische Akkuranz auszulesen. Ganz im Gegenteil.

Erwartungsgemifl fiel die Orientierung am Gesamthirn gegeniiber isolierten Hemisphéren
leichter. Daher gelang die bihemisphérische Sektion, im Vergleich zur hemisphérischen Sektion,
signifikant schneller. Am intakten Gesamthirn sind die festgelegten neuroanatomischer
Referenzpunkte eben deutlich leichter zu erkennen.

Obwohl alle Teilnehmer/-innen zufallsbedingt Rechtshinder/-innen waren, konnte eine erwartete
schnellere Sektion der linken Hemisphire, aufgrund der leichteren Handhabbarkeit und
Einsehbarkeit der maB3geblich ventral lokalisierten Referenzpunkte, nicht bestitigt werden. Im
Gegenteil stellte sich die Sektion der rechten Hemisphire, bei identer Probenqualitit, sogar als
signifikant schneller heraus. Linkshemisphéral wurden im Mittel 19,9£5,6 Minuten fiir die Sektion
benotigt, wihrend die rechtshemisphirale Zerlegung im Schnitt 15,9+4,4 Minuten erforderte.

Der Effekt war nicht auf die Gehirnasymmetrie bei vorwiegender Rechtshirn-Dominanz der
Equiden zuriickzufiihren (LAROSE et al., 2006; AUSTIN und ROGERS, 2007; FARMER et al.,
2010; FARMER et al., 2018; JOHNSON et al., 2019) sondern basiert vermutlich auf einem
weiteren Trainingseffekt iiber die vordefinierte Hemisphiren-Reihenfolge innerhalb des
Studienprotokolls. Die linke Gehirnhilfte wurde némlich stets vor der rechten Gehirnhilfte
zugeschnitten. Diese Reihenfolge resultierte aus der limitierten Anzahl an zur Verfligung
stethenden  Gehirnen, bei gleichzeitig begrenzter Verfiigbarkeit der freiwilligen
Studienteilnehmer/-innen, wodurch eine vordefinierte Reihenfolge eine bessere Vergleichbarkeit

der Ansitze zulieB.
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Ein moglicher Lateralitits- und Zeitunterschied zwischen Links- und Rechtshindern/-innen,
konnte in dieser Studie nicht eruiert werden. Da jedoch lediglich héndigkeitsneutrale Mikrotom-,
Skalpell- und Messerklingen fiir die Durchfiihrung der Hirnsektion erforderlich sind, ist von einem

signifikanten Einfluss der Hindigkeit nicht auszugehen.

Bei der Sektion der jeweils 5 Gehirne pro Untersucher/-in wurden pro Hemisphire je 14
Hirnscheiben evaluiert und auf 36 geforderte Kandidatenregionen iiberpriift, die einerseits die
neuroanatomische Akkuranz und andererseits das Minimum an Strukturen fiir geblindete

diagnostische Untersuchungen widerspiegeln.

Uber die Untersuchergruppen hinweg war bei immerhin 95,2% der Hirnscheiben eine gute
neuroanatomische Trefferquote gegeben. Laut Studienvorgaben war fiir diese Einschidtzung
gefordert, dass mindestens 70% der anatomischen Zielstrukturen auf der zugewandten
Schnittflaiche der Hirnscheiben (Slabs) und/oder der von ihr abgezogenen histologischen
Schnittpriparate erkennbar sein musste.

Bei insgesamt geringen prozeduralen Qualitdtsunterschieden, konnten erwartungsgemill die
Untersucher/-innen mit den fundiertesten neuroanatomischen Vorkenntnissen, mit einem Median
von 71,8 der 72 Maximalpunkte, ad hoc die hochste Trefferquote erzielen.

Dennoch lagen die wenig und komplett Unerfahrenen, mit einem Median von 68 bzw. 65,5
Punkten, relativ dicht dahinter. Verfehlt wurden hierbei vor allem einzelne hippokampale Anteile.
Aber selbst in der unerfahrensten Gruppe wurde mindestens eine der drei hippokampalen
Zielzonen in >87% der Sektionen vollstindig abgebildet.

Bei der erfahreneren Gruppe wurden mindestens zwei der drei geforderten Hippokampussegmente
erwischt.

In der Expertengruppe reduzierten sich die Probleme auf gelegentliches Verfehlen des
Temporoventralkdrpers, an der Ubergangszone zwischen Uncus und Mandelkerngebiet. Dies liegt
unter anderem an der unterschiedlichen relativen Léngsausrichtung und Steilstellung des
Hippocampus zwischen den Individuen. Bei Verfehlen ist der Temporoventralkorper allerdings
immer im néchsten, kaudal gelegenen Schnitt aufzufinden gewesen. Durch seine charakteristische
Form kann er auch von unerfahrenen Probanden/-innen, nach Schnittdurchfiihrung identifiziert
und der Histologie zugefiihrt werden.

Von allen 770 Schnitten aus 55 Hirnen, wurden lediglich 4,8% der Hirnschnitte aus der
Blindbeprobung als nicht ausreichend reproduzierbar erachtet. Auf diesen Schnitten waren unter

70% der anatomischen Zielstrukturen abgebildet.
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Im Rahmen der postmortalen Diagnostik werden institutsinterne Routineschnitte angefertigt, die
entweder mit den Angaben aus der klinischen Neurolokalisation und Bildgebung iiberlappen, oder
durch diese ergidnzt werden. Auch hierbei spielt die eigene Kenntnis der funktionellen und
topographischen Anatomie, oder eben die Einweisung durch die Spezialisten aus den
Komplementidrgebieten (Neurologie, Radiologie, Neurochirurgie), eine entscheidende Rolle, um
die unterstellten Lisionen aufzufinden.

Dariiber hinaus empfiehlt es sich, die synaptisch angeschlossenen Netzwerke,
differentialdiagnostisch abzugrenzenden Schaltkreise und dhnlich vulnerable Regionen in die
Untersuchung miteinzubinden. Neben offensichtlich betroffenen Bereichen, ist somit die

Beprobung weiterer Hirnareale unumginglich.

Die Makroskopie sieht auch hier eine Art Komplettiiberpriifung vor. Die gechecklisteten
Kandidatenregionen dieser Studie basieren auf den kollektiven Erfahrungen der Diagnostiker/-
innen des Instituts fiir Tierpathologie (mit etwa 150 Pferdesektionen pro Jahr) und den Vorgaben
zu symptomatogenen Arealen aus der Fachliteratur (FURR und REED, 2008; MAYHEW, 2008)
und zitierten IVETF-Studie an Hunden und Katzen (MATIASEK et al., 2015).

Da diagnostische Priparate keine vollstindige Enzyklopéddie der Hirnareale erfordern, wurden hier
vor allem symptomatogene und neurobiologische Hauptzentren beriicksichtigt. Diese waren auf
100% der sezierten Hirnscheiben in der geforderten Planaritédt darstellbar, sofern Vorder- oder
Riickseite der linken oder rechten Hemisphére mitberiicksichtigt wurden.

Das heif3t, dass unabhiingig von der Erfahrung, alle Untersucher/-innen durch die Implementierung
des Protokolls in der Lage waren, praktisch jedes funktionelle Subsystem (Vorderhirn, Hirnstamm,

Kleinhirn) des Pferdehirns unter Beibehaltung optimaler Winkel abzubilden.

Selbst der sagittal und lateral geneigte Zuschnitt des frontoparietalen und frontalen Kortex,
erlaubte bei allen Untersuchern/-innen einen repridsentativen Blick auf die irreguldren und
komplex angeordneten Pyramidenzellschichten des equinen Motorcortex (COZZI et al., 2017).
Dieser liegt beim Pferd, anders als beim Kleintier, nicht nur im Bereich des Sulcus cruciatus,
sondern erstreckt sich gefaltet liber gro3e Teile der rostrodorsalen Frontallappen-Hemisphire. In
allen Préaparaten waren die Betz’schen Riesenzellen gut darstellbar und die Kortexdicke

zuverldssig zum Volumen der subkortikalen weilen Substanz relativierbar.
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Durch die Sequenz geneigter transversaler und sagittaler Schnitte, wurde zudem der gekriimmt
dorsomedial nach ventrolateral gerichteten Organisation von Hippocampus und Fornix Rechnung
getragen. In mindestens einer Hippocampuszone, d.h. Temporoventralkorper, okzipitaler Flexur
oder kommissuralen Anteil des Hippokampus, erwirkten annéhernd alle Untersucher/-innen in den
vorgesehenen Scheiben, eine perpendikulidre Darstellung der Formation. Hierdurch werden sehr
zuverldssig und quasi ,,blind*, Dicken- und Lagenbeurteilungen der Cornu ammonis -Segmente,
des Hippocampus proper sowie des Gyrus dentatus ermoglicht.

Wie oben erwihnt, konnen eventuelle Liicken durch die Verwendung der nichstgelegenen
Schnittflichen ausgeglichen werden, in denen spitestens der rechtwinklige Anschnitt bei allen

Probanden/-innen gelang.

Ahnlich zuverlissig gestaltete sich die Darstellung der Purkinje-Zellen und ihres sagittal
ausgerichteten Dendritenbaumes, ohne dabei auf vestibulo-, spino-, oder pontozerebelldrer Anteile
aus rostralen und kaudalen Kleinhirnlappen verzichten zu miissen.

Wie bei der equinen zerebelldr kortikalen Degeneration (TURNER-BEATTY et al., 1985;
MACKAY, 2008), konnen die Kleinhirnlappen und -ldppchen bei Hirnerkrankungen nimlich
unterschiedlich stark betroffen sein. Andere Erkrankungen mégen sich in den dendritischen Spines
abspielen und involvieren den Vermis, die paravermalen Strukturen und die dulleren Hemisphiren

in unterschiedlichem Ausmalf.

Mit dem erarbeiteten Schnittprotokoll sind daher jegliche Hirnpathologien ausreichend
histologisch darstell- und kartierbar. Die relevante Schnittauswahl kann auch von einer
neuroanatomisch ungeiibten Person im Erstansatz, oder nach Routinehistologie, anhand von

Tabelle 1 bzw. nach Konsultation eines Spezialisten, vorgenommen werden.

Da das Protokoll eine fixe Anzahl an dquidistanten Hirnschnitten zwischen den Referenzstrukturen
vorgibt, passt es sich auch an jeweilige HirngroBen an. Zielstrukturen finden sich somit
entsprechend grofeniibergreifend wieder, wofiir lediglich die Scheibendicke adaptiert werden
muss. Die Hirngroe bzw. das Hirnvolumen hat dementsprechend auch keinen nennenswerten
Einfluss auf die neuroanatomische Akkuranz, was sich in der homogenen Punkteverteilung bei
unterschiedlichem Hirnvolumen widerspiegelte (<400 cm® mit 67,5+2,7 Punkten, 400-650 cm?
mit 68,3436 Punkten, >650 cm?® mit 69,65+1,91 Punkten).

Mit der Dickenzunahme - im Falle der Studie von 0,4 cm bei Fohlen bis nahezu 1 cm bei gro3en

Kaltbliitern - mag allerdings die makroskopische Erkennbarkeit von Lésionen beeintrichtigt sein.
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Im Allgemeinen konnen Texturverdnderungen und Verfiarbungen bis etwa 3 mm Durchmesser, bei
der Adspektion als pathologisch identifiziert werden. Aufgrund der eher gleichmifBigen Firbung
und Textur der grauen und weillen Substanz, lassen sich Lésionen, im Sinne eines ,,Shine
through“-Effekts, auch bei Tiefenverlagerung von bis zu 2 mm erkennen. Das bedeutet, dass bis
etwa 7 mm Schichtdicke (groBes Pferd > 600 kg KG), das geiibte Auge diese Lédsionen auffinden
wird. Dariiberhinausgehende Scheibendicken fithren zu einem Sensitivititsverlust. Daher
empfiehlt es sich, dickere Scheiben nach regulidrer Durchfiihrung des Protokolls, bei flacher
Lagerung auf einer Schneideunterlage, mittels Schablone definierter Dicke von etwa 3 mm als
Platzhalter, tangential weiter zu lamellieren. Alternativ konnen Zusatzverfahren wie
Vitalfiarbungen (MULLER, 1998), Fluoreszenzlampen (EDWIN und JACKMAN, 1981) und die
Verwendung von Leuchttischen die makroskopische Untersuchung optimieren, sind aber im

Routinebetrieb zu aufwendig.

Neben dem Auffinden unklarer oder unentdeckter heterotoper Pathologien, dient die Hirnsektion
natiirlich auch der isoplanaren Hinterleuchtung von Befunden der Bildgebung im geweblichen
Kontext. Wihrend Rontgentechniken lediglich die Gewebsdichte widerspiegeln (LACOMBE et
al.,, 2010), zeigen intravendse Kontrastmedien, Diffusions- und Perfusionswichtungen, die
Durchblutung und die Durchldssigkeit der Blut-Hirn-Schranke sowie Wasserbewegungen an
(BOUCHER et al., 2020). Spinechos sind dagegen in der Lage, die histochemische Einbindung
von Wassermolekiilen darzustellen, wihrend Gradientenechos entsprechende Eisensignale
anzeigen (LEUPOLD et al., 2018). Die Histologie zeigt die Summe der komplexen
Gewebeveridnderungen auf. Nur sie kann zuverldssig zwischen manifesten Core-Lisionen,

Ubergangszonen und perildsionalen reaktiven Veridnderungen unterscheiden.

Auf der anderen Seite bediirfen bestimmte Insulte einer gewissen Zeit, um histologisch greifbar
zu sein. Exzitotoxische Nervenzellverdnderungen infolge Ischdmie, sind im Lisionszentrum
beispielweise erstmals zwischen 6 und 12 Stunden nach dem Insult, oft aber auch erst nach 12 bis
24 Stunden nachweisbar (LIPTON, 1999). Das volle AusmalBl der Schiddigung in Core und
Penumbra, tritt meist gegen 72 h nach Ischdmie auf, wobei bestimmte Areale vulnerabler, andere
resistenter sind. Bei Diffussionswichtungen sind unmittelbare Infarktfolgen, bereits innerhalb
einer Stunde erkennbar (LIPTON, 1999). Bestimmte reversible Missstinde (v.a. in der
Infarktpenumbra) zeigen sich vielleicht nur in der funktionellen Bildgebung, Perfusions- oder

Diffusionswichtung (PESTALOZZA et al., 2002; PACIARONI et al., 2009), und eventuell gar
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nicht in der Histologie. Insbesondere akute und generell extrazellulire Odeme, sind in der

Histologie aufgrund der Entwésserung oft nicht leicht erkennbar.

Zur histologischen Darstellung dieser friithen, reversiblen oder milden zellbiologischen Reaktionen
und fiir die Zuordnung zu bestimmten Kerngebieten etc., bedarf es spezieller Marker (z.B.
Neuroglobin bei Hypoxie, Amyloid Precursorprotein bei stumpfem Trauma, Aquaporin 4 beim
Postresorptionsddem) (LOVE et al., 2015). Eine exakte Reproduktion der Foci aus der Bildgebung
ist daher wiinschenswert oder sogar notwendig, um diese auf Zell- oder subzelluldrer Ebene
untersuchen zu konnen.

Aufgrund der hoheren Auflosung kann die Histologie sehr gut die anatomische Zuordnung feiner
Signalunterschiede unterstiitzen (PAKOZDY et al., 2011).

Zu letzteren gibt es bereits normalanatomische Templates oder Vorlagen im Sinne von MRT-
Atlanten fiir das Pferd (JOHNSON et al., 2019). Hierbei wurden Daten aus der Bildgebung
makroskopisch, mit transversal dargestellten anatomischen Gewebeschnitten, koregistiert.

Fiir die probate Darstellung schriggestellter bzw. verlaufender Strukturen wie dem Hippocampus,
werden jedoch auch fiir das Pferd andere Scan-Einstellungen und -Ebenen, gemifl des Konsensus
Statements fiir Epilepsie-spezifische MRT-Protokolle fiir das Gehirn (RUSBRIDGE et al., 2015),
oder Rekonstruktionsmodelle geschaffen werden miissen.

Das gilt insbesondere zur Ermittlung von Volumendaten, zur Erkennung regionaler Atrophien, bei
denen keine aktiven Lédsionen mit Verdnderung von  Signalintensititen bzw.
Kontrastmittelaufnahmen vorliegen.

Bei der histologischen Validierung von MRT-Befunden ist zu beriicksichtigen, dass sich

Gewebschemie und Wassergehalt im Laufe der postmortalen Zersetzung und Fixation veridndern.

Da im Feld eine rasche Obduktion hdufig nicht moglich ist und weder das optimale Gewebe-zu-
Fixativ-Volumenverhiltnis von 1:10 in praxi eingehalten werden kann, noch die vollstindige
Fixationsdauer vor Versand abgewartet wird, ist der Pathologe/ die Pathologin bei
Pferdehirnsektionen héufig mit Autolyse, Unter- und ungleichmiBiger Fixierung konfrontiert

(ROBERTSON, 2007).

Der Einfluss dieser Faktoren auf die Hirnsektion, wurde im Rahmen dieser Studie untersucht.
Uberraschenderweise hatten weder Autolyse noch der Fixierungszustand des Gewebes, einen

nachweisbaren Einfluss auf das Prozedere oder die neuroanatomische Akkuranz.
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Die Untersucher/-innen fiihlten sich lediglich in solchen Situationen subjektiv unsicherer, den
Zuschnitt vorzunehmen.

Es ist dennoch angeraten, die Einsender/-innen in Sachen Vorfixierung addquat zu instruieren bzw.
den Groftierkorper bis zur Sektion kiihl zu lagern und die Obduktion so schnell wie moglich
durchzufiihren, da auch bei addquater Beprobung, der histologische Erhaltungszustand die
Erkennung von Pathologien entscheidend beeinflusst bzw. limitiert. Dies gilt insbesondere fiir
nicht-infiltrative, zytomorphologische Verdnderungen, sowie die Abgrenzung autolytischer
Spongiosen von echten Vakuolisierungen des Neuroparenchyms im Sinne degenerativer
Veridnderungen (WOHLSEIN et al., 2013).

Um den Fixierungszustand als Einflussfaktor zu minimieren und die Penetration von Fixativen ins
Gewebe zu beschleunigen (ROBERTSON, 2007), konnte direkt nach der Enzephalektomie, oder
— besser — nach 24-48h Vorfixierung, die Unterteilung in die vier Hauptblocke des Protokolls
(Schnitt 1-TS bis 5-TS), begleitet von einer transversalen Durchschneidung des Zerebellums
(Schnitt 15-TS-TILT) von Vorteil sein. Fiir Hirne von Tieren >4 Wochen Lebensalter eignet sich
hierzu das generell fiir die Pathologie empfohlene 10%ige, neutral gepufferte (pH 6,9) Formalin.
Fiir Neonaten und Feten, mit noch sehr hohem Wassergehalt des Hirnes, sollte dagegen Zink-
Formalin verwendet werden, das Verformungen bei Auflage auf die Schneideunterlage und
Manipulation verhindert und die Schneidbarkeit verbessert (personliche Kommunikation mit
Steffen Albrecht des Department of Pathology, The Montreal Childrens Hospital, McGill
University, Montreal, Canada) (FORTIER und HOULD, 2013).

Einen dhnlichen Effekt hat die Verwendung von Bouinscher Losung. Allerdings ist der Umgang
mit Pikrinsdure arbeitsschutztechnisch als durchaus kritisch anzusehen (LATENDRESSE et al.,
2002).

Die frithe und komplette Fixierung minimiert neben der Zersetzung weitere transportbedingte und
manipulative Gewebsveridnderungen. Wie sich in dieser Studie gezeigt hat, hatte die
makropathologische Unversehrtheit iiber alle Gruppen hinweg sehr wohl einen Einfluss auf die

neuroanatomische Akkuranz der Schnitte.

Aus nicht nachvollziehbaren Griinden war die unerfahrenste Gruppe mit dem am stédrksten
beschidigten Untersuchungsmaterial konfrontiert. Es kann daher sein, dass die neuroanatomischen
Fahigkeiten der Junioren durch die Zerstorung der Referenzpunkte unterbewertet wurden. Die
Instruktion des Sektionspersonals sollte sich daher auch auf die manuelle Entnahme des ZNS

erstrecken.



52 IV. Diskussion

Leider hat die insgesamt begrenzte Verfiigbarkeit der Pferdehirne eine gleichméBige Verteilung
beschidigter Gehirne iiber die Gruppen verhindert und somit eine systematische Bewertung der
Vorschiddigung, in Bezug auf den Faktor Erfahrung, limitiert.

Gleichzeitig konnten Grée bzw. Volumen der Hirne nicht randomisiert verteilt werden. Mit einer
Spanne von 250 bis 795 cm? (sieche Abbildung 6), war das Untersuchungsmaterial durchaus

heterogen, spiegelt auf der anderen Seite aber die Feldsituation im diagnostischen Betrieb wider.
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Abbildung 6. Box und Whisker Plot zur Darstellung der Hirnvolumina innerhalb der
untersuchten Kohorte (n=22) mit einer Spanne von 250 bis 795 cm? bei einem Median von 625

cm?® (IQR: 395 bis 745).

Die Beziehung zwischen Korper- und Hirngewicht, stellte sich in vorliegender Studie in einer
nicht-linearen, logarithmischen Beziehung dar und stiitzt dabei frithere Untersuchungen {iiber
Spezies hinweg, indem sie die Hypothese zur Wechselbeziehung zwischen Gehirn und
Korpergewicht, zum ersten Mal innerhalb einer Kohorte von Equiden bestitigt (JERISON, 1973;
COZZl et al., 2014; MINERVINI et al., 2016).

Fiir Hirne unterschiedlicher GroBe und variierenden Erhaltungszustandes, hat sich das

vorgeschlagene Protokoll folglich als geeignet erwiesen und erfiillt mit der Einsetzbarkeit bei
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unterschiedlich eingelerntem Personal, in wissenschaftlichen und diagnostischen Einrichtungen,
entweder direkt oder by proxy, wesentliche Voraussetzungen fiir die addquate Beprobung und
makroskopische Beurteilung.

Im Folgenden gilt es dann vor allem die histologische Probennahme zu standardisieren. Dabei sind
neben den essenziellen Kandidatenregionen und wissenschaftlichen Fragestellungen, vor allem
Kostenfaktoren seitens Tierhalter und Institut, sowie die Verfiigbarkeit von
GroBschnittmikrotomen zu beriicksichtigen.

Im hiesigen Institut der LMU werden routinemifBig Schnitte der Groe 4 x 5,5cm und im
Bedarfsfall sogar panhemisphérale Schnitte des Pferdehirnes durchgefiihrt. Der klare Vorteil
grofer Gewebsschnitte liegt in der Beurteilbarkeit zusammenhédngender Bereiche und moglicher
Template-Strukturen auf ein und demselben Objekttriger. Somit wird die neuroanatomische
Orientierung fiir die untersuchende Person am Mikroskop deutlich erleichtert und auBBerdem die
Anzahl an kleinen Objekttrigern begrenzt. Dafiir sind die Glaswaren fiir die Schnittherstellung
(Glasobjekttriager, Deckgladser) und Firbung (Kiivetten) wesentlich teurer und die Herstellung
faltenfreier GroB3schnitte, die eines speziellen Trainings bedarf, deutlich schwieriger. Aulerdem
werden auch fiir teure Spezialfirbungen wie Versilberungstechniken, wesentlich groBere

Volumina bendtigt.

Die meisten Institute werden daher fiir Alltagsuntersuchungen auf Standardobjekttrager der Grofle

7,2 x 2,6 cm zuriickgreifen.

Das heil3t, dass die 14 Hirnschnitte pro Hemisphiére, fiir die Weiterverarbeitung in histologischen
Gewebskassetten kleinerer Grof3e, weiter unterteilt werden miissen.

Auch nicht beprobtes Material, sollte fiir spitere und detaillierte Studien asserviert, oder
bestmoglich sogar eingeblockt werden.

Da mit dem Trimmen der Hirnschnitte nur wenige Referenzstrukturen fiir neuroanatomisch
Ungeiibte erhalten bleiben, die dariiber hinaus keine Information zur Seite offerieren, ist fiir die
spatere Orientierung eine standardisierte Kennzeichnung der Kassetten und Objekttriger
notwendig. Diese Kennzeichnung kann zum einen durch Markierungen wie Inzisionen am Gewebe
und zum anderen durch die Verwendung von Tusche erfolgen. Da diese Markierungen aber erst
am Mikroskop erkennbar werden, muss ein einheitliches Beschriftungssystem bereits bei der

Vorsortierung implementiert werden.
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Ein Vorschlag hierzu wire die Kodierung gemi3 Schnitthnummer, Sektor und Seite (siche
Abbildung 7). Linke und rechte Hemisphire konnen dabei durch Grofl (z.B. links)- und

Kleinschreibung (z.B. rechts) voneinander unterschieden werden.

Intermediokaudal |Cl [RI Intermediorostral
Caudal (€ R Rostral M Median
Dorsal D)
Intermediodorsal
Grofles . .
. Aquatorial
Pferdehirn
Intermedioventral
Ventral (V) _
Lateral Paramedian
(IL)
Intermediolateral
Intermediar
il M Median
Caudal [R] Rostral
: Dorsal (D)
Klein .
. CS. Aguatorial
Pferdehirn
Ventral
Lateral [L) )
Paramedian
sagittal transversal

Abbildung 7. Vorschlag zur geometrisch-anatomischen Unterteilung grofer und kleiner
Pferdehirne nach sagittaler (links) und transversaler (rechts) Sektion. Sagittale Proben (links)
werden in der horizontalen Achse unterteilt in R: rostral, RI: rostral intermediidr (bei groBen
Gehirnen), CI: caudal intermedidr (bei groBen Gehirnen) oder I: intermediédr (nur bei kleinen
Gehirnen) und C: caudal. Transversale Proben (rechts) werden in der horizontalen Achse unterteilt
in M: median (bei bihemisphiralen Schnitten), PM: paramedian, IL: intermediolateral (bei groB3en
Gehirnen) und L: lateral. Sowohl Sagittal- als auch Transversalschnitte werden in der vertikalen
Achse unterteilt in D: dorsal, DI: dorsal intermediédr (bei groBen Gehirnen), A: dquatorial, VI:
ventral intermedidr (bei groBen Gehirnen) und V: ventral. Die rote Markierung dient der
Kennzeichnung der ventralen Oberfldche und soll an jedem Schnitt fiir die Histologie ventral
angebracht werden, um dem Pathologen/der Pathologin am Mikroskop die Orientierung zu

erleichtern.
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V. SCHLUSSBEMERKUNG & AUSBLICK

Entscheidet sich eine Institution zur Implementierung des Protokolls, kann die Probenahme
bestimmter Zielbereiche fiir neuropathologische oder neurowissenschaftliche Zwecke, selbst von
Personen ohne neuroanatomische Vorkenntnisse, einfach und reproduzierbar durchgefiihrt

werden.

AuBerdem ermoglicht die Anwendung des Protokolls die Fernauswahl von interessanten Regionen
durch externe Spezialisten/-innen, die gleichermalen mit dem Verfahren, der Kennzeichnung und
der Anzahl der Hirnproben vertraut sind. Infolgedessen konnen weniger erfahrene Forscher/-innen
leicht von Experten/-innen vorausgewihlte Hirnproben entnehmen und diese fiir diagnostische und

wissenschaftliche Zwecke iibermitteln.

Weiters kann das Protokoll gleichermafen fiir andere polygyrale Sédugetiere wie Rinder und
Neuweltkameliden eingesetzt werden (Daten nicht gezeigt). Derzeit wird das Protokoll im Labor
fiir klinische und vergleichende Neuropathologie der LMU Miinchen fiir die vergleichende

Liasionskartierung bei Pferden, Wiederkéduern, diversen Zootierspezies und Menschen eingesetzt.

Insgesamt kann das praktikable Protokoll allerlei Forschern/-innen fiir die Sektion des
Pferdegehirns im Praxisalltag empfohlen werden. Es bleibt jedoch eine Aufgabe zukiinftiger
Studien, genauere eindeutige Orientierungspunkte fiir die rechtwinklige Darstellung von
Hirnschnittebenen in der Histologie und Bildgebung zu definieren, und somit zur Erstellung ko-
registrierter multimodaler Gehirnatlanten beim Pferd beizutragen. Anatomisch angepasste
Schnittebenen in der Bildgebung, konnten zudem auch in der Pferdemedizin, die Messbarkeit von
Gehirnregionen entsprechend ihrer spezifischen Histoarchitektur optimieren, wie dies bereits in

Hippocampus-Scans bei epileptischen Hunden und Katzen der Fall ist (Rusbridge 2015).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Erstellung und Neuroanatomische Validierung eines IVETF-angelehnten Protokolls zur
Systematischen Sektion von Equidenhirnen zu neurowissenschaftlichen und diagnostischen

Zwecken

von Maya-Lena Bitschi

Mit der zunehmenden Implementierung bildgebender Verfahren in der Pferdeneurologie und der
damit verbundenen Notwendigkeit zur neuroanatomischen Ko-Registrierung von Ergebnissen aus
Bildgebung und Histologie, ist eine systematische Herangehensweise zur iiberschneidenden
Darstellung neurophysiologischer und -pathologischer Zustinde im Pferdehirn erforderlich
geworden.

Wihrend in der bildgebenden Diagnostik erste Vorlagen zur Standardisierung wesentlicher
Schnittebenen fiir das Pferdehirn publiziert wurden, sind ebensolche Hilfestellung fiir die
strukturierte und reproduzierbare postmortale Aufarbeitung des equinen Hirns nicht existent.
Insbesondere weniger erfahrene Wissenschaftler/-innen und Diagnostiker/-innen werden somit
vor die Herausforderung gestellt, symptomatogene Zonen und Regionen mit definierter oder
unklarer Vulnerabilitit im volumindsen Pferdehirn zu untersuchen oder zumindest sachgemif3 zu

beproben.

Diese Doktorarbeit hat sich deshalb zum Ziel gesetzt, ein Spezies-spezifisches Zuschnittprotokoll,
analog zum Konsensus Statement der International Veterinary Epilepsy Task Force (IVETF) fiir
Hunde und Katzen, fiir die sequenzielle hemisphirische und bihemisphirische Sektion des
Pferdegehirns auszuarbeiten, das 1. an Hirnen unterschiedlicher Volumina anhand simpler
externer anatomischer Orientierungspunkte anwendbar ist, 2. von Personen mit heterogenen
neuroanatomischen Kenntnissen eingesetzt werden kann und 3. die 3-dimensionale Anordnung
von Hirnstrukturen beriicksichtigt und somit in reprédsentativen und reproduzierbaren Zuschnitten
unter Erhalt der Histomorphologie und -architektur resultiert.

Hierfiir wurde eine bebilderte Zuschnittserie, begleitet von schematischen Illustrationen und
instruktiven Videos, zusammengestellt und zur Uberpriifung an 55 Formalin-fixierten Gehirnen,
zugeschnitten von Personen mit unterschiedlichen neuroanatomischen Vorkenntnissen, getestet.
Die hieraus resultierenden 14 Hirnschnitte pro Gehirn wurden anhand 36 makro- und
mikroskopischer Kriterien auf Eignung fiir neuroanatomische Studien und die neuropathologische

Routinediagnostik beurteilt. Uber alle Untersuchergruppen hinweg stellten sich dabei 95,2% der
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Hirnschnitte als geeignet fiir neuroanatomische Studien bei gleichzeitiger 100%-iger Eignung fiir

die Routinediagnostik heraus.

Obwohl die Untersucher/-innen mit heterogenem Material in Bezug auf Volumen, Fixierung und
Autolyse konfrontiert waren, konnte ein signifikant negativer Effekt auf die neuroanatomische
Akkuranz, beurteilt anhand erwihnter Kriterien, nur bei durch die Entnahme beschidigten
Gehirnen nachgewiesen werden. Die notwendige Zeit fiir die Durchfiihrung der Sektion erstreckte
sich iiber einen Zeitraum von 14 bis 66 Minuten und konnte ohne negative Auswirkungen auf die

neuroanatomische Akkuranz mit zunehmender Erfahrung auf ~20 Minuten reduziert werden.

Das erarbeitete Protokoll bewies sich somit als praktikabel, aussagekriftig und
personenungebunden reproduzierbar und kann generell fiir Forschungen am Pferdehirn im

Praxisalltag empfohlen werden.
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VII. SUMMARY

Neuroanatomical Evaluation of a Species-adapted Protocol for Systematic Brain Dissection

in Horses for Scientific and Diagnostic Purposes

by Maya-Lena Bitschi

The implementation of advanced imaging modalities in equine neurology entails the need for
accurate co-registration of imaging findings, neuroanatomical data and histological changes.

Whilst imaging templates for standardization of scanning planes and the algorithms for 3D
reconstruction of the horse brain are readily available, there are no such aids for a structured and
reproducible post-mortem processing. In the broad field, trimming in transverse sections is most
common. This approach however provides unsatisfactory results for those structures with complex
spatial organization. Moreover, section levels were chosen empirically without mentioning clear
landmarks and therefore sections and data cannot be easily reproduced by other raters. In addition,
it cannot be expected from routine pathologists to have sufficient knowledge of neuroanatomy to
address symptomatogenic zones nor of neuropathology to address and sample explicitly vulnerable

Zones.

This doctoral thesis has therefore set itself the goal of developing a species-specific dissection
protocol for sequential hemispheric and bihemispheric dissection of the horse brain, that 1. refers
to simple and unequivocal external anatomical landmarks, 2. can be used by people with
heterogenous neuroanatomical knowledge and 3. respects the 3-dimensional arrangement of
complex areas and therefore results in representative and reproducible samples while preserving

histomorphology and -architecture.

For this purpose, a systematic dissection protocol was created analogously to the consensus
guidelines of the International Veterinary Epilepsy Task Force (IVETF) for dogs and cats
(MATIASEK et al., 2015). After sequences went smoothly, the protocol was introduced to and
tested in a group of volunteers with variable neuroanatomical skills using text instructions, a series
of figures of landmarks and dissection planes, schematic illustrations and instructive videos for
both hemispheric and bihemispheric dissection.

Altogether 55 dissections were monitored concerning time, performance and neuroanatomical
accuracy. All raters felt confident to apply the protocol from the scratch. Across investigators,

95.2% of brain slabs were suitable for neuroanatomical studies while at the same 100% of
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reference structures considered appropriate for routine diagnostics were appropriately presented.
Although the investigators were confronted to the field situation of heterogenous volumes,
structural preservation, fixation and autolysis, a significantly negative effect on neuroanatomical
accuracy could only be ascertained in brains damaged during extraction.

Time required for performing the dissection ranged over a period of 14 to 66 minutes and could
be reduced to ~20 minutes with repetition. Acceleration of performance did not negatively impact
on the neuroanatomical accuracy.

The developed protocol therefore proved to be practicable, representative, and reproducible for
young and experienced investigators and therefore can generally be recommended for application

in equine brain research and diagnostics.
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IX. ANHANG

1. Sektionsvideos

Den nachstehenden Sektionsprotokollen entsprechende Videos sind online als .mp4 verfiigbar und
herunterladbar unter: https://doi.org/10.3389/fnana.2020.614929 bzw.
https://www .frontiersin.org/articles/10.3389/fnana.2020.614929/full#supplementary-material
- Hemisphirische Version (links): Video_1_A Systematic Approach to Dissection of the
Equine Brain—Evaluation of a Species-Adapted Protocol for Beginners and Experts.mp4
- Hemisphiische Version (rechts): Video_2_A Systematic Approach to Dissection of the
Equine Brain—Evaluation of a Species-Adapted Protocol for Beginners and Experts.mp4
- Bihemisphirische Version: Video_3_A Systematic Approach to Dissection of the Equine

Brain—Evaluation of a Species-Adapted Protocol for Beginners and Experts.mp4

2. Sektionsanleitungen

Die Anleitungen fiir die links-, rechts- und bihemisphirische Sektion sind auch online als PDF
verfligbar und herunterladbar unter: https://doi.org/10.3389/fnana.2020.614929 bzw.
https://www .frontiersin.org/articles/10.3389/fnana.2020.614929/full#supplementary-material
- Hemisphirische Version (links): Data_Sheet_3_A Systematic Approach to Dissection of
the Equine Brain—Evaluation of a Species-Adapted Protocol for Beginners and
Experts.PDF
- Hemisphirische Version (rechts): Data_Sheet_4_A Systematic Approach to Dissection of
the Equine Brain—Evaluation of a Species-Adapted Protocol for Beginners and
Experts.PDF
- Bihemisphirische Version: Data_Sheet_5_A Systematic Approach to Dissection of the

Equine Brain—Evaluation of a Species-Adapted Protocol for Beginners and Experts.PDF
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2.1. Hemisphirische Version (links)

_sagittal

id

Supplementary Figure 1. Planes and orientation. Colours demonstrate
sagittal (blue) and transverse (red) planes. The sections performed in
the protocol are numbered from 1-21 in the order of implementation
and termed according to the individual plane (e.g., 1-TS, 6-SAG. 8-
TILT). Sagittal (SAG). lateral-tilted (TILT), transverse (TS) and
transverse-tilted (TS-TILT).
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Supplementary Figure 2. Landmarks of the dorsolateral brain surface.
Forebrain with frontal, parietal, temporal, occipital lobe. Midbrain with
cerebral crus (CRU). Hindbrain with transverse fibres of pons (TFOP).
cerebellum (CER) and medulla oblongata (MOB).
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Supplementary Figure 3. Landmarks of the ventral brain surface.
Cerebral crus (CRU), longitudinal fissure (LLOF), mammillary bodies
(MAM), optic chiasm (OC), olfactory tubercle (OLF), oculomotor
nerve (ON), piriform lobe (PILO), pituitary stalk/infundibular recess
(PIT), stria olfactoria (SO) and transverse fibres of pons (TFOP).

Supplementary Figure 4. Landmarks of the median brain surface.
Mesencephalic aqueduct (AQU), corpus callosum (COCA), cerebral
crus (CRU)., fornix (FORN). hippocampal commissure (HICO).
mammillary bodies (MAM), obex (OB), optic chiasm (OC),
oculomotor nerve (ON), pituitary stalk/ infundibular recess (PIT),
midbrain tectum (TEC). midbrain tegmentum (TEG), transverse fibres
of pons (TFOP) and thalamus (THAL).
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L J

Supplementary Figure S. Equipment for performance of the protocol.
Cutting board (1), scalpel blade and handle (2), microtome blade (3),
customary long blade (4), microscope slide labelled with maximum slab
size herein 4 x 5.5cm (5)

Supplementary Figure 6. Virtual division of the brain into 4 blocks (A
to D) for simplification of tissue handling and obtainment of even cut
surfaces for placement of the blocks on the worktop.
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II.

Abbreviations

Planes/ Orientation

SAG: sagittal plane/section

TILT: lateral-tilted plane/section

TS: transverse plane/section

TS-TILT: transverse-tilted plane/section

Landmarks

IIT VENT: 3rd ventricle

AN: amygdaloid nucleus

ANSI: ansiform lobule

AP: area postrema

AQU: mesencephalic aqueduct
CA: central canal

CC: caudal eolliculi

CER: cerebellum

CGN: cuneate and gracile nuclei
CING: cingulate gyrus

CN: caudate nucleus

COCA: corpus callosum

COR: cortex

CP: choroid plexus

CRN: cerebellar roof nuclei
CRU: cerebral crus

FORN: forix

GP: globus pallidus

HC: hippocampus

HICO: hippocampal commissure
IC: internal capsule

INSC: insular cortex

LING: lingula

LGN: lateral geniculate nucleus
LOF: longitudinal fissure

LV: lateral ventricle

MAM: mammillary bodies
MGN: medial geniculate nucleus
MOB: medulla oblongata

OB: obex

OC: optic chiasm

ON: oculomotor nerve

OLF: olfactory tubercle

OT: optic tract

OV: occipital vertex of hippocampus
PAG: periaqueductal gray matter
PARAH: parahippocampal gyrus
PED: cerebellar peduncles
PILO: piriform lobe

PIT: pituitary stalk/ infundibular recess
PUT: putamen

PVZ: periventricular zone of the hypothalamus
PYRA: pyramids (decussation)
RC: rostral colliculi

RN: red nucleus

S.NIG: substantia nigra

SN: septal nuclei

SO: stria olfactoria

TEC: midbrain tectum

TEG: midbrain tegmentum
TFOP: transverse fibres of pons
THAL: thalamus

TVB: temporoventral body of the hippocampus
VAN: ventral anterior nucleus
VERM: vermis

VHN: vagal and hypoglossal nuclei
WM: white matter
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2.2. Hemispharische Version (rechts)

_sagittal

Supplementary Figure 1. Planes and orientation. Colours demonstrate
sagittal (blue) and transverse (red) planes. The sections performed in
the protocol are numbered from 1-21 in the order of implementation
and termed according to the individual plane (e.g., 1-TS. 6-SAG, 8-
TILT). Sagittal (SAG). lateral-tilted (TILT), transverse (TS) and
transverse-tilted (TS-TILT).

Supplementary Figure 2. Landmarks of the dorsolateral brain surface.
Forebrain with frontal, parietal. temporal, occipital lobe. Midbrain with
cerebral crus (CRU). Hindbrain with transverse fibres of pons (TFOP),
cerebellum (CER) and medulla oblongata (MOB).
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Supplementary Figure 3. Landmarks of the ventral brain surface.
Cerebral crus (CRU), longitudinal fissure (LOF), mammillary bodies
(MAM), optic chiasm (OC), olfactory tubercle (OLF), oculomotor
nerve (ON), piriform lobe (PILO), pituitary stalk/infundibular recess
(PIT), stria olfactoria (SO) and transverse tibres of pons (TFOP).

Supplementary Figure 4. Landmarks of the median brain surface.
Mesencephalic aqueduct (AQU), corpus callosum (COCA), cerebral
crus (CRU), fornix (FORN), hippocampal commissure (HICO),
mammillary bodies (MAM). obex (OB), optic chiasm (OC),
oculomotor nerve (ON), pituitary stalk/ infundibular recess (PIT).
midbrain tectum (TEC). midbrain tegmentum (TEG), transverse fibres
of pons (TFOP) and thalamus (THAL).
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L ’

Supplementary Figure 5. Equipment for performance of the protocol.
Cutting board (1), scalpel blade and handle (2), microtome blade (3),
customary long blade (4), microscope slide labelled with maximum slab
size herein 4 x 5.5cm (5)

Supplementary Figure 6. Virtual division of the brain into 4 blocks (A
to D) for simplification of tissue handling and obtainment of even cut
surfaces for placement of the blocks on the worktop.
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II.

Abbreviations

Planes/ Orientation

SAG: sagittal plane/section

TILT: lateral-tilted plane/section

TS: transverse plane/section

TS-TILT: transverse-tilted plane/section

Landmarks

IIT VENT: 3rd ventricle

AN: amygdaloid nucleus

ANSI: ansiform lobule

AP: area postrema

AQU: mesencephalic aqueduct
CA: central canal

CC: caudal colliculi

CER: cerebellum

CGN: cuneate and gracile nuclei
CING: cingulate gyrus

CN: caudate nucleus

COCA: corpus callosum

COR: cortex

CP: choroid plexus

CRN: cerebellar roof nuclei
CRU: cerebral crus

FORN: fornix

GP: globus pallidus

HC: hippocampus

HICO: hippocampal commissure
IC: internal capsule

INSC: insular cortex

LING: lingula

LGN: lateral geniculate nucleus
LOF: longitudinal fissure

LV: lateral ventricle

MAM: mammillary bodies
MGN: medial geniculate nucleus
MOB: medulla oblongata

OB: obex

OC: optic chiasm

ON: oculomotor nerve

OLF: olfactory tubercle

OT: optic tract

OV: occipital vertex of hippocampus
PAG: periaqueductal gray matter
PARAH: parahippocampal gyrus
PED: cerebellar peduncles

PILO: piriform lobe

PIT: pituitary stalk/ infundibular recess
PUT: putamen

PVZ: periventricular zone of the hypothalamus
PYRA: pyramids (decussation)
RC: rostral colliculi

RN: red nucleus

S.NIG: substantia nigra

SN: septal nuclei

SO: stria olfactoria

TEC: midbrain tectum

TEG: midbrain tegmentum
TFOP: transverse fibres of pons
THAL: thalamus

TVB: temporoventral body of the hippocampus
VAN: ventral anterior nucleus
VERM: vermis

VHN: vagal and hypoglossal nuclei
WM: white matter
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2.3.

Bihemisphirische Version

_sagittal

Supplementary Figure 1. Planes and orientation. Colours demonstrate
sagittal (blue) and transverse (red) planes. The sections performed in
the protocol are numbered from 1-21 in the order of implementation
and termed according to the individual plane (e.g., 1-TS, 6-SAG, 8-
TILT). Sagittal (SAG), lateral-tilted (TILT), transverse (TS) and
transverse-tilted (TS-TILT).

parietaj@ ST
occipital |,

¢ frontal Yﬂ""\
% tem r:; ral 2

Supplementary Figure 2. Landmarks of the dorsolateral brain surface.
Forebrain with frontal, parietal, temporal, occipital lobe. Midbrain with
cerebral crus (CRU). Hindbrain with transverse fibres of pons (TFOP),
cerebellum (CER) and medulla oblongata (MOB).
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Supplementary Figure 3. Landmarks of the ventral brain surface.
Cerebral crus (CRU), longitudinal fissure (LOF), mammillary bodies
(MAM), optic chiasm (OC), olfactory tubercle (OLF), oculomotor
nerve (ON), piriform lobe (PILO), pituitary stalk/infundibular recess
(PIT), stria olfactoria (SO) and transverse fibres of pons (TFOP).

Supplementary Figure 4. Landmarks of the median brain surface.
Mesencephalic aqueduct (AQU), corpus callosum (COCA), cerebral
crus (CRU), fornix (FORN), hippocampal commissure (HICO),
mammillary bodies (MAM), obex (OB), optic chiasm (OC),
oculomotor nerve (ON), pituitary stalk/ infundibular recess (PIT),
midbrain tectum (TEC), midbrain tegmentum (TEG), transverse fibres
of pons (TFOP) and thalamus (THAL).
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[

Supplementary Figure 5. Equipment for performance of the protocol.
Cutting board (1), scalpel blade and handle (2), microtome blade (3),
customary long blade (4), microscope slide labelled with maximum slab
size herein 4 x 5.5cm (5)

Supplementary Figure 6. Virtual division of the brain into 4 blocks (A
to D) for simplification of tissue handling and obtainment of even cut
surfaces for placement of the blocks on the worktop.
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1L

Abbreviations

Planes/ Orientation

SAG: sagittal plane/section

TILT: lateral-tilted plane/section

TS: transverse plane/section

TS-TILT: transverse-tilted plane/section

Landmarks

III VENT: 3rd ventricle

AN: amygdaloid nucleus

ANSI: ansiform lobule

AP: area postrema

AQU: mesencephalic aqueduct
CA: central canal

CC: caudal colliculi

CER: cerebellum

CGN: cuneate and gracile nuclei
CING: cingulate gyrus

CN: caudate nucleus

COCA: corpus callosum

COR: cortex

CP: choroid plexus

CRN: cerebellar roof nuclei
CRU: cerebral crus

FORN: fornix

GP: globus pallidus

HC: hippocampus

HICO: hippocampal commissure
IC: internal capsule

INSC: insular cortex

LING: lingula

LGN: lateral geniculate nucleus
LOF: longitudinal fissure

LV: lateral ventricle

MAM: mammillary bodies
MGN: medial geniculate nucleus
MOB: medulla oblongata

OB: obex

OC: optic chiasm

ON: oculomotor nerve

OLF: olfactory tubercle

OT: optic tract

OV: occipital vertex of hippocampus
PAG: periaqueductal gray matter
PARAH: parahippocampal gyrus
PED: cerebellar peduncles
PILO: piriform lobe

PIT: pituitary stalk/ infundibular recess
PUT: putamen

PVZ: periventricular zone of the hypothalamus
PYRA: pyramids (decussation)
RC: rostral colliculi

RN: red nucleus

S.NIG: substantia nigra

SN: septal nuclei

SO: stria olfactoria

TEC: midbrain tectum

TEG: midbrain tegmentum
TFOP: transverse fibres of pons
THAL: thalamus

TVB: temporoventral body of the hippocampus
VAN: ventral anterior nucleus
VERM: vermis

VHN: vagal and hypoglossal nuclei
WM: white matter
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3. Originaldaten/-tabellen

Die nachstehenden Originaldaten/-tabellen sind auch online als PDF verfiigbar und herunterladbar
unter: https://doi.org/10.3389/fnana.2020.614929 bzw.
https://www .frontiersin.org/articles/10.3389/fnana.2020.614929/full#supplementary-material
- Data_Sheet_1_A Systematic Approach to Dissection of the Equine Brain—Evaluation of a
Species-Adapted Protocol for Beginners and Experts.pdf
- Data_Sheet_2_A Systematic Approach to Dissection of the Equine Brain—Evaluation of a

Species-Adapted Protocol for Beginners and Experts.pdf

Supplementary Table 1. Applied equipment for storage, measurement of brain weight, brain
volume and time, as well as histoprocessing and final examination.

Application area Denotation Model/Manufacturer
Dead body weight (DBW) Seale Panter BBA330-CC150, Mettler-Toledo
measurement GmbH, Albstadt, Germany
Brain storage Containers with lid EO 0351, Wolf Plastics Verpackungen
GmbH, Kammern i. Liesingtal, Austria
Brain weight measurement Scale 10.000 g x 1 g, Aevobas
Brain volume measurement Measuring cup 3000 ml, 40814, Brand GmbH + Co.
KG, Wertheim, Germany
Dissection Customary cutting not specified
board
Long knife not specified
(300 mm blade)
Microtome blade FEAT207500006 U, Feather Safety
Razor Co. Ltd., Japan
Scalpel handle 503, C. Bruno Bayha GmbH,
Tuttlingen, Germany
Scalpel blade 320, C. Bruno Bayha GmbH,
Tuttlingen, Germany
Microscope slide Large (03-0024, R. Langenbrinck

labeled with maximum | GmbH, Emmerdingen, Germany)
slab size (herein 4 x

5.5 em)
Time measurement Digital timer 38.2022, TFA Dostmann GmbH & Co.
KG, Wertheim, Germany
Photo and video Camera Samsung Galaxy $5 Duos GO90OOFD
documentation
Graphical editing Image processing paint.net
software Windows Movie Maker
Postfixation Metal tissue cassettes | Leica Biosystems, Nussloch, Germany
Tissue processing Automatic tissue 14042280100 Revl, Leica Biosystems,
processor Nussloch, Germany
Paraffin embedding Paraplast PLUS 39502004, Leica Biosystems, Nussloch,
Germany
Cutting of FFPE Rotary microtome HM 315, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, US
Stretching of cut tissue Tissue float bath 1052, Gesellschaft fir Labortechnik

mbH, Burgwedel, Germany
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Mounting

Microscope slides

Small (11250, Engelbrecht GmbH,
Edermiinde, Germany) Medium (03-
0226, R. Langenbrinck GmbH,
Emmerdingen, Germany)

Large (03-0024, R. Langenbrinck
GmbH, Emmerdingen, Germany)

slides

Coating of medium and large | Silanization In-house production with A3648,

slides Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munich,
Germany

Embedding of stained tissue Coverslips e.g., K12440 (depending on matching

size of microscope slides), Engelbrecht
GmbH, Edermiinde, Germany

Embedding of stained tissue

Histofluid mounting

19350, Engelbrecht GmbH, Edermiinde,

slides medium Germany
Microscopic examination Zeiss Axioplan Carl Zeiss Microscopy, NY, United
Mmicroscope States

Supplementary Table 2. Formulations of deployed solutions for tissue fixation.

Solution

Formulation

Manufacturer

1 1 phosphate-
buffered formalin

6.5 g Di-sodium hydrogen
phosphate

131679.1211, PanReac AppliChem,
Darmstadt, Germany

4.0 g Sodium dihydrogen
phosphate monohydrate

131965.1211, PanReac AppliChem,
Darmstadt, Germany

100 m] Formaldehyde 37%

FO-10000-37-1, SAV LP GmbH,
Flintsbach a. Inn, Germany

900 ml H,O dest

in-house production

11 zine formalin

3 g Zinc sulfate

8883, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

8 g Sodium chloride

131659.1211, PanReac AppliChem

100 ml Formaldehyde 37%

FO-10000-37-1, SAV LP GmbH,
Flintsbach a. Inn, Germany

900 ml H2O dest

in-house production
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Supplementary Table 3. Age, sex, breed and evidence of autolysis (AL) of each subject included
in the study in chronological order [Age (d: days, w: weeks, m: months, y: years, -:
premature/aborted); Sex (Fe: female entire, Mi: male intact (stallion), Mn: male neutered
(gelding)); Breed (AH: arabian horse, DH: draft horse, OE: other equid, PO: pony, TH:
thoroughbred, WB: warmblood); AL (0: fresh, 1: no macroscopic evidence of autolysis, 2: mild
autolysis, 3: moderate autolysis)]

Subject Age Sex Breed AL
1 11y Mi Oldenburg horse (WB) 2
2 4y Mn Noriker horse (DH) 1
3 Sw Mi Warmblood (WB) 1
4 dw Fe Icelandic horse (WB) 2
5 oy Fe Przewalski's horse (OF) 1
6 19y Mn Pony (PO) 1
7 25y Mn Hanoverian horse (WB) 1
8 23v Fe Haflinger (PO) 2
9 12y Mn Dutch warmblood (WB) 0
10 11y Mi Friesian (WB) 2
11 Sy Mn Shire Horse (DH) {
12 12y Mn Warmblood (WB) )
13 17y Mn Shetland pony (PO) 2
14 13y Mn Holsteiner horse (WB) 1
15 8y Mn German sport horse (WB) 2
16 9y Fe Warmblood (WB) 0
17 17y Mn Pony (PO) 2
18 4d Mi Warmblood (WB) 0
19 20v Mn Bavarian warmblood (WB) )
20 Adult Mn Warmblood (WB) 0
21 3y Mn Warmblood (WB) 2
22 12.5y Mn Thoroughbred (TB) 0
23 23v Mn Zebra (OF) 3
24 13y Fe Warmblood (WB) 1
25 20.5y Mn German sport horse (WB) 2
26 Adult Mn Friesian (WB) 1
27 1.5y Mi Warmblood (WB) 1
28 6.5y Mn Westphalian horse (WB) 2
29 5d Fe Mini Shetland pony (PO) 1
30 7m Fe Trakehner (WB) 3
31 2d Fe Pura Raza Espafiola (WB) 1
32 -4d Mi Warmblood (WB) 1
33 3y Mn Bavarian warmblood (WB) 0
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34 ly Mi Trakehner (WB) 3
35 23y Fe German pony (PO) 2
36 ly Fe Wuerttemberg Warmblood (WB) 0
37 Adult Fe Warmblood (WB) 1
38 16y Mn Shetland pony (PO) 3
39 Sy Mn Pura Raza Espaiiola (WB) 0
40 1.3y Fe Arabian horse (AH) 1
41 Adult Mn Warmblood (WB) 0
42 15y Mn Haflinger (PO) 2
43 8y Mi Wuerttemberg Warmblood (WB) 0
44 Adult Mi Haflinger (PO) 1
45 11y Fe Warmblood (WB) 0
46 25y Mn Arabian horse (AH) 1
47 -8w Fe Warmblood (WB) 2
48 -8w Fe Iberian horse (WB) 2
49 -4w Mi Thoroughbred (TB) 1
30 10y Fe Warmblood (WB) 1
51 Ty Mn Warmblood (WB) 1
52 -4w Mi Trakehner (WB) 2
53 1.5d Mi Hanoverian horse (WB) 1
54 Adult Fe Warmblood (WB) 0
55 Adult Mn Thoroughbred (TB) 0

centimeter (cm’)

Supplementary Table 4. Demographics of 22 subjects: dead body weight (DBW) in kilograms
(kg), brain weight (BW) post fixation in grams (g) and brain volume post fixation in cubic

Subject DBW (kg) BW (o) BV (em?)
4 49.6 362 405
5 350 589 660
9 500 670 750
10 450 666 745
13 135 353 395
20 700 674 755
29 10.8 312 350
31 65 272 305
32 48 352 395
33 600 669 750
35 200 660 740
37 350 665 745
40 200 361 405
41 550 576 645
42 350 540 605
43 500 621 695
44 600 664 745
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47 18.5 353 395
48 25 357 400
49 28 362 405
51 600 710 795
52 30.7 223 250

Supplementary Table 5. Total procedure times (TPT) in minutes throughout trials (T1 to
T5) and groups (I to III). SD: standard deviation; IQR: interquartile range
TPT | TPT | TPT | TPT | TPT .

Rater | Group @) | 12) | 3) | 79 | (15) Mean+SD Median (IQR)
1 | 55 40 28 24 18 33+14.7 28(21 to 47.5)
2 | 52 45 36 28 21 36.4+12.5 36(24.5 to 48.5)
3 | 35 37 37 21 19 33.8+14.6 37(20 to 46)
4 | 54 50 66 40 35 49+12.2 50(37.5 to 60)
5 I 40 38 41 25 18 32.4+10.3 38(21.5 to 40.5)
6 11 55 42 35 30 25 40.4+9.4 40(32.5to 48.5)
7 II 40 32 28 21 18 27.8+8.8 28(19.5 to 36)
8 11 38 35 30 20 15 27.6+9.8 30(17.5t0 36.5)
9 11 32 28 30 17 15 24.4+7.8 28(16 to 31)
10 11 35 30 25 15 14 23.8+9.2 25(14.5 10 32.5)
11 111 40 35 25 20 18 27.6£9.6 25(19 10 37.5)

Supplementary Table 6. Scores throughout trials (T1 to T5) and groups (I to III). SD: standard
deviation; IQR: interquartile range; CV: coefficient of variation

Score | Score | Score | Score | Score Mean .
Rater | Group (T1) 2) | 3 | (14 | a5) 4SD Median (IQR) v
1 I 60 69 61 71.5 |72 66.7£5.8 | 69(60.5t0 71.7) 8.7%
2 I 65 70.5 68 62 64.5 66+3.3 65(63.3 10 69.3) 5.0%
3 I 64 68 64 63.5 | 68.5 65.5£2.4 | 64(63.8t0 68.3) 4.6%
4 I 65.5 71 63 65.5 | 68.5 66.7£3.1 | 65.5(64.310 69.8) | 3.7%
5 I1 64 65 645 |71 69 66.7£3.1 | 65(64.3 to 70) 5.9%
6 11 63.5 69.5 60.5 [63.5 [69.5 65.7£3.9 | 65.5(62 to 69.5) 4.7%
7 I1 68 64.5 66.5 |66 69 66.8+£1.7 | 66.5(65.3 10 68.5) | 3.0%
8 I1 64 68 68.5 |68 69 67.5+2 68(66 to 68.8) 2.6%
9 11 72 70.5 67.5 |70 69.5 69.9+1.6 | 70(68.5to 71.3) 2.3%
10 I11 71.5 71.5 66.5 [69.5 [63.5 68.5£3.5 | 69.5(6510 71.5) 5.1%
11 I11 72 72 72 72 72 72+0 72(72t0 72) 0.0%
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Supplementary Table 7. Details regarding aptitude of slabs for neuroanatomical studies by
reference to 36 criteria (see Table 1) across all groups. Strikes of anatomical landmarks were
scored as either full match (1), partly featured (0.5) or not evident at all (0), and slabs were
graded as excellent (> 80% of landmarks fully featured on the slide), sufficient (70-80% of
landmarks fully featured on the slide) or insufficient (< 70% of landmarks fully featured on
the slide) for neuroanatomical studies
Slab Aptitude for neuroanatomical studies Total

excellent sufficient mnsufficient

1 Total Ne of slabs | 47 5 3 55

% 85.5% 9.1% 5.5% 100.0%
2 Total Ne of slabs | 42 7 6 55

% 76.4% 12.7% 10.9% 100.0%
3 Total Ne of slabs | 50 3 2 55

% 90.9% 5.5% 3.6% 100.0%
4 Total Ne of slabs | 55 0 0 55

% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
5 Total Ne of slabs | 55 0 0 55

% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
6 Total Ne of slabs | 50 1 4 55

% 90.9% 1.8% 7.3% 100.0%
7 Total Ne of slabs | 46 4 5 55

% 83.6% 7.3% 9.1% 100.0%
8 Total Ne of slabs | 44 2 9 55

% 80.0% 3.6% 16.4% 100.0%
9 Total Ne of slabs | 50 5 0 55

% 90.9% 9.1% 0.0% 100.0%
10 Total Ne of slabs | 51 4 0 55

% 92.7% 7.3% 0.0% 100.0%
11 Total Ne of slabs | 53 1 1 55

% 96.4% 1.8% 1.8% 100.0%
12 Total Ne of slabs | 44 8 3 55

% 80.0% 14.5% 5.5% 100.0%
13 Total Ne of slabs | 43 8 4 55

% 78.2% 14.5% 7.3% 100.0%
14 Total Ne of slabs | 50 5 0 55

% 90.9% 9.1% 0.0% 100.0%
Total | Total Ne of slabs | 680 53 37 770

% 88.3% 6.9% 4.8% 100.0%
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Supplementary Table 8. Comparison of absolute (A) and relative (R) scores and coefficient of variation (CV)
between all slabs and groups. Most problematic slabs per group with a mean relative score < 90% are highlighted
in dark gray

Score group 1 Score group II Score group III

= R R R

=

@ A (%) a (%) & (©6)

Range | Mean+SD | Mean+SD | Range | MeantSD | MeantSD | Range | Mean+SD | Mean+SD

1 3-10 8.5+1.9 6-10 8.8+1.0 [ 8.5-10 | 9.6+0.7 96+6.6
2 3-8 7.3+1.1 90.8+13.2 4-8 6.9+1.2 86.1£149 | 8-8 8.0+0.0 100+0
3 7.5-10 9.7+0.9 96.5+8.6 5-10 9.3+1.5 93.2+15.2 | 10-10 | 10.0£0.0 100+0
4 2-2 2.0+0.0 100+0 2-2 2.00.0 100+0 2-2 2.0+0.0 100+0
5 4-4 4.0+0.0 1000 4-4 4.0+0.0 100+0 4-4 4.0+£0.0 1000
6 2-4 3.7+0.6 93.2+15.4 2-4 3.9:0.4 98+10 0-4 3.5+1.6
7 1-4 3.6:0.8 1-4 3.6+0.8 4-4 4.0+0.0 100+0
8 4-6 5.3+0.8 4-6 5.4+0.8 90.3£12.6 3-6 5.7+.0.9 94.2+15.7
9 3-4 3.8+0.4 3-4 3.9:0.3 98+6.9 4-4 4.0+0.0 1000
10 6-8 7.6+0.8 9549.7 6-8 7.8£0.5 97.6+6.2 7-8 7.940.3 98.8+3.8
11 2-2 2.0+0.0 1.5-2 | 2.0£0.1 99+5 1-2 1.940.3 95+15.8
12 0-2 1.8+0.5 0-2 1.9:0.4 93+22.3 1.5-2 | 2.0+40.2 97.5+7.9
13 0-4 3.3+1.3 3-4 3.8:0.4 96+9.4 3-4 3.940.3 97.5+7.9
14 3-4 3.9+0.4 3-4 4.0£0.2 9913 3-4 3.9+0.3 97.5+7.9
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Supplementary Table 9. Details regarding symmetry of slabs across all groups. Strikes of
symmetry were scored as either good (1), moderate (0.5) or not present (0).

Slab Symmetry Total
Good Moderate Not present

1 Total No of slabs | 39 16 0 55

% 70.9% 29.1% 0.0% 100.0%
2 Total Ne of slabs | 37 18 0 55

% 67.3% 32.7% 0.0% 100.0%
3 Total No of slabs | 49 6 0 55

% 89.1% 10.9% 0.0% 100.0%
4 Total Ne of slabs | 45 10 0 55

% 81.8% 18.2% 0.0% 100.0%
5 Total Ne of slabs | 43 12 0 55

% 78.2% 21.8% 0.0% 100.0%
6 Total Ne of slabs | 46 8 1 55

% 83.6% 14.5% 1.8% 100.0%
7 Total Ne of slabs | 33 22 0 55

% 60.0% 40.0% 0.0% 100.0%
8 Total No of slabs | 39 16 0 55

% 70.9% 29.1% 0.0% 100.0%
9 Total No of slabs | 48 7 0 55

% 87.3% 12.7% 0.0% 100.0%
10 Total No of slabs | 49 6 0 55

% 89.1% 10.9% 0.0% 100.0%
11 Total Ne of slabs 17 5 0 22

% 773 22.7% 0.0% 100.0%
1.2 Total Ne of slabs | 47 6 2 55

% 85.5% 10,9% 3,6% 100,0%
13 Total Ne of slabs | 43 10 2 55

% 78,2% 18,2% 3.6% 100,0%
14 Total No of slabs 17 5 0 22

% 77.3% 22,7% 0.0% 100,0%
Total | Total No of' slabs | 552 147 5 704

% 78.4% 20.9% 0.7% 100.0%
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Supplementary Table 10. Symmetry comparison of absolute (A) and relative (R) numbers of slabs throughout groups I to
III. Slab 11 and 14 could only be assessed for symmetry in hemispheric approaches. Most problematic slabs per group with
an amount of < 70% of slabs with good symmeltry are highlighted in dark gray

Symmetry group I Symmetry group II Symmetry group III
= Good Moderate Mot Good Moderate H Good Moderate e
= present present present
R R R R R R R R R
Aleg [2lea |2 lea| 2 {ea | e[ eo |2 ea|® e ]|?] e
1 14 | 70 6 30 0 0 17 68 8 32 0 0 8 80 2 20 0 0
2 14 | 70 6 30 0 0 15 60 | 10 | 40 0 0 8 80 2 20 0 0
3 18 90 2 10 0 0 21 84 4 16 0 0 10 | 100 0 0 0 0
4 13 BEE 7 35 0 0 24 96 1 4 0 0 g 80 2 20 0 0
S 16 80 4 20 0 0 20 80 ] 20 0 0 7 70 3 30 0 0
6 14 | 70 6 30 0 0 25 100 | O 0 0 0 7 70 2 20 1 10
7 13 | 65 | 7 35 0 0 15 | 60 | 10 [ 40 0 0 5 50 5 50 0 0
8 12 | 60 | 8 40 0 0 19 76 6 24 0 0 8 80 2 20 0 0
9 17 | 85 3 15 0 0 21 84 4 16 0 0 10 | 100 | 0O 0 0 0
10 | 17 | 85 3 15 0 0 22 88 3 12 0 0 10 | 100 | 0O 0 0 0
11 6 75 2 25 0 0 8 80 2 20 0 0 3 75 1 25 0 0
12 | 14 | 70 5 25 1 5 23 92 1 4 1 4 10 | 100 | O 0 0 0
13 | 15| 75 3 15 2 10 20 80 5 20 0 0 8 80 2 20 0 0
14 7 [875] 1 [125] 0 0 7 70 3 30 0 0 3 75 1 25 0 0
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Supplementary Table 11. Details regarding angulation error of slabs from prescribed cutting
angle across all groups. Strikes of deviation were scored as either correct angle (1), mild
deviation (0.5) or severe deviation (0), and slabs were graded as excellent (> 80% of slabs
with correct angle) sufficient (70-80% of slabs with correct angle) or insufficient (< 70% of
slabs with correct angle)

sy Angulation error iliotal
Correct angle | Mild deviation d:,\eli\;;gn

1 Total Ne of slabs | 42 5 8 55

% 76.4% 9.1% 14.5% 100.0%
2 Total Ne of slabs | 33 0 22 55

% 60.0% 0.0% 40.0% 100.0%
3 Total Ne of slabs | 47 0 8 55

% 85.5% 0.0% 14.5% 100.0%
4 Total Ne of slabs | 48 7 0 55

% 87.3% 12.7% 0.0% 100.0%
5 Total Ne of slabs | 55 0 0 33

% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
6 Total Ne of slabs | 46 2 7 55

% 83.6% 3.6% 12.7% 100.0%
7 Total Ne of slabs | 43 6 6 55

% 78.2% 10.9% 10.9% 100.0%
8 Total Ne of slabs | 31 14 10 55

% 56.4% 25.5% 18.2% 100.0%
9 Total Ne of slabs | 46 8 1 55

% 83.6% 14.5% 1.8% 100.0%
10 Total Ne of slabs | 46 5 4 55

% 83.6% 9.1% 7.3% 100.0%
11 Total Ne of slabs | 48 6 1 55

% 87.3% 10.9% 1.8% 100.0%
12 Total Ne of slabs | 49 4 2 55

% 89.1% 7.3% 3.6% 100.0%
13 Total Ne of slabs | 51 4 0 55

% 92.7% 7.3% 0.0% 100.0%
14 Total Ne of slabs | 48 5 2 55

% 87.3% 9.1% 3.6% 100.0%
Total | Total Ne of slabs | 633 66 71 770

% 82.2% 8.6% 9.2% 100.0%
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Supplementary Table 12. Grading of absolute (A) and relative (R) numbers of slabs concerning angulation errors
throughout groups and approaches. Most problematic slabs per group with an amount of < 70% of slabs with correct angle
are highlighted in dark gray

Angulation error group I

Angulation error group II

Angulation error group III

= Correct Mild Severe Correct Mild Severe Correct Mild Severe
% angle deviation | deviation angle deviation | deviation angle deviation | deviation
R R R R R R R R R

AMea [ Mlea [ | Ao |2 e 2| en| | eo|?] e

1 15 [ 75 1 5 4 20 18 | 72 4 16 3 12 9 90 0 0 1 10
2 14 | 70 0 0 6 30 | 13 | 52 0 0 12 | 48 6 60 0 0 4 40
3 18 | 90 0 0 2 10 | 20 [ 80 0 0 5 20 9 90 0 0 1 10
4 14 70 0 0 6 30 23 100 0 0 0 0 9 90 1 10 0 0
5 20 | 100 | © 0 0 0 25 | 100 | O 0 0 0 10 | 100 [ O 0 0 0
6 14 | 70 2 10 4 20 | 25 |1 100 | O 0 0 0 7 70 0 0 3 30
7 12 | 60 R 20 a1 20 | 21 84 2 8 2 8 10 | 100 | © 0 0 0
8 10 [ 50 5 25 5 25 13 | 52 8 32 4 16 8 80 1 10 1 10
9 16 | 80 4 20 0 0 21 | 84 3 12 1 4 9 90 1 10 0 0
10 [ 16 | 80 1 5 3 15 [ 21 | &4 3 12 1 R 9 90 1 10 0 0
11 18 | 90 2 10 0 0 20 | 80 4 16 1 B 10 | 100 | © 0 0 0
12 [ 15| 75 + 20 1 5 24 | 96 0 0 1 4 10 [ 100 [ O 0 0 0
13 [ 18 [ 90 Z 10 0 0 23 | 92 0 0 2 8 10 | 100 | © 0 0 0
14 [ 18 | 90 2 10 0 0 22 | 88 1 4 2 8 8 80 2 20 0 0

Supplementar Table 13. Correlation between grade of damage and identifiability of landmarks in absolute (A)
and relative (R) numbers of slabs throughout groups and approaches. Grades of damage (1: no macroscopic
alterations; 2: negligible alterations; 3: moderate alterations; 4: severe alterations)

Identifiability group I Identifiability group IT Identifiability group III

S

& @

2 éﬂ Fasy Fair Moderate Easy Fair Moderate LEasy

=

£

C = R R R R R R R

lea | Mea [ Mea| M eo | e [t e |2 (%)

1 104 | 70.3 | 80 | 71.4 | 3 15 191 | 82 | 75 [ 728 | 6 | 42.9 113 80.7
2 23 | 155 O 8.0 a 0 6 2.6 0 58 10 0 12 8.0
3 18 | 122 | 5 4.5 a 0 21 9 14 [ 13.6 | 2 | 143 6 4.3
4 3 20 118 [ 16.1 | 17 | 85 15 6.4 8 78 | 6| 429 9 6.4
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