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Einleitung 1

1 Einleitung

Alterungsvorgidnge im zentralen Nervensystem (ZNS) werden bei Menschen (Beljahow,
1889; Simchowicz, 1911; Dayan, 1970; Hubbard und Anderson, 1981a; Brody, 1992; Langui
et al., 1995) und Tieren (Cork et al., 1987 und 1988; Borras et al., 1999) von zahlreichen Ver-
dnderungen begleitet. Im Gehirn des Menschen finden sich im Verlauf des normalen
Alterungsprozesses und im Rahmen schwerer neurodegenerativer Erkrankungen wie der Alz-
heimer-Krankheit und dem Down-Syndrom charakteristische histopathologische Verdanderun-
gen wie Plaques, neurofibrillare Biindel und eine kongophile Angiopathie (Alzheimer, 1906;
Masters, 1984; Probst et al., 1991; Perry et al., 1997). Plaques bestehen aus einem 4 kDa
grofBen Peptid, dem BA4-Protein oder f—Amyloid, das durch Proteolyse aus einem Vorlaufer-
molekiil, dem "amyloid precursor protein" (APP), entsteht (Glenner und Wong, 1984a und b;
Beyreuther et al., 1991; Younkin, 1991; Hendriks und van Broeckhoven, 1996). Neurofib-
rilldre Biindel setzen sich aus einem hyperphosphorylierten, Mikrotubuli-assoziierten Protein,
das Tau-Protein genannt wird, zusammen und liegen im Zytoplasma von Neuronen (Braak et
al., 1996a und b). Als kongophile Angiopathie werden B A4-Proteinablagerungen in den Ge-
hirngefaflen bezeichnet, die mittels der Kongorot-Farbung eine typische Doppelbrechung im
polarisierten Licht (Dichroismus) aufweisen (Glenner und Wong, 1984b; Mandybur, 1986;
Coria et al., 1987). In neueren tiermedizinischen Studien wurden Plaques in den Gehirnen al-
ter Hunde (Giaccone et al., 1990; Shimada et al., 1992; Uchida et al., 1993; Russel et al.,
1996; Cummings et al., 1996; Borras et al., 1999), alter Affen (Cork et al., 1987; Martin et al.,
1994; Hartig et al., 1997), Baren (Cork et al., 1988; Uchida et al., 1995), Schafen (Braak et
al., 1994; Nelson et al., 1994) und Ziegen (Braak et al., 1993) beschrieben. Einzelne Studien
weisen dariiber hinaus auf einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Plaques im Ge-
hirn und einer damit einhergehenden kognitiven Dysfunktion und Verhaltensdnderungen bei
alten Hunden hin (Cummings et al., 1993, 1996 a; Head et al., 1995, 1997, 1998). Molekular-
biologische Untersuchungen fanden eine Homologie zwischen der kaninen und der humanen
Aminosiurensequenz des fA4-Proteins, weshalb der Hund eine der wenigen Tierspezies dar-
stellt, die spontane BA4-Proteinablagerungen im Gehirn entwickelt (Johnstone et al., 1991).
Aufgrund morphologischer Unterschiede werden die Plaques des Menschen in zwei Formen
eingeteilt, die unterschiedliche Stadien eines hypothetischen, fortschreitenden Kondensations-
prozesses darstellen (Rozemuller et al., 1989; Griffin et al., 1995). Der diffuse Plaque, der als

mogliche initiale Form der Plaquegenese angesehen wird, besteht aus herdférmigen 3 A4-Pro-
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teinablagerungen ohne dystrophische Neuriten (Rozemuller et al., 1989; Cummings et al.,
1996¢). Klassische bzw. neuritische Plaques weisen einen kondensierten, zentral-stindigen
Amyloidkern auf, der von dystrophischen Neuriten und Gliazellen umgeben wird (Probst et
al., 1991). Fiir den Menschen werden Gefdfle (Beyreuther et al., 1991), zirkulierende Blut-
zellen (Suh et al., 1997; Li et al., 1998), Neuronen (Beyreuther et al., 1991; Hartmann et al.,
1997) und Gliazellen (Griffin et al., 1998) als Ursprungsquelle fiir das $ A4-Protein diskutiert.
Weiterhin konnten die Aktivitdt von Plaque-assoziierten Mikrogliazellen und Astrozyten, die
pro-inflammatorische Zytokine wie z.B. Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Interleu-
kin-12 (IL-12) und Tumor-Nekrose-Faktor-oo (TNF-o) synthetisieren, an der Plaqueentsteh-
ung und -kondensation beteiligt sein (Eikelenboom et al., 1996; Sheng et al., 1997; Griffin et
al., 1998). Die Atiopathogenese der pA4-Proteinablagerungen und der damit assoziierten Er-
krankungen wie z. B. die Alzheimer-Krankheit des Menschen ist trotz zahlreicher Untersu-
chungen noch weitgehend unklar. Bisher finden sich nur wenige Studien, die sich mit der Ent-
stehung und den Folgen der Plaques im Gehirn alter Hunde beschiftigen, daher wurde die
vorliegende Studie in einen methodischen und einen morphologisch-pathogenetischen Teil
untergliedert.

Ziel dieser Arbeit war es, unterschiedliche histochemische und immunhistologische Methoden
hinsichtlich ihrer Sensitivitit zum Nachweis von Plaques, neurofibrilliren Biindeln und einer
kongophilen Angiopathie im Gehirn des Hundes zu untersuchen und die Morphologie und
Lokalisation der Verdnderungen zu beschreiben. Einen Einblick in die Pathogenese der BA4-
Proteinablagerungen sowie deren Auswirkung auf Neurone sollten Untersuchungen {iber das
Verteilungsmuster des Amyloidvorlduferproteins ("amyloid precursor protein"), die Astro-
zyten- und Mikrogliazellaktivierung, die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen

(IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-a) und der Neuronendegeneration geben.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Amyloid

Unter dem Begriff Amyloid wird ein homogener, extrazelluldr in unterschiedlichen Geweben
abgelagerter, Glykoprotein-Komplex verstanden. Der Name Amyloid stammt vom lateini-
schen Amylum = Stirke ab (Cohen, 1987). Amyloid setzt sich aus Proteinen, die in f—Falt-
blattstruktur angeordnet sind, einer sog. P-Komponente und einem Glykoproteinanteil zusam-
men (Westermark, 1998). Elektronenmikroskopisch finden sich unverzweigte 7,5 bis 10 nm
breite f—Amyloidfibrillen. Die P-Komponente des Amyloids ist ein Glykoprotein, das sich in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen als pentagonale Ringstruktur darstellt. Dieses
Protein bewirkt die Anférbbarkeit des Amyloids mit Jod (Lugolsche Lésung). Weiterhin fin-
den sich in Vergesellschaftung mit allen Amyloidtypen des Menschen Proteoglykane wie das
Heparansulfat-haltige Glykosaminoglykan oder Dermatansulfat-Proteoglykan (Westermark,
1998). Amyloidablagerungen sind alkohol- und wasserunloslich und widerstandsféhig gegen
Proteolyse. Diese Proteolyseresistenz weisen alle Amyloidformen auf; trotzdem handelt es
sich beim Amyloid nicht um eine einheitliche chemische Substanz (Westermark, 1998). Fiir
den Menschen konnten mittels biochemischer Untersuchungen 18 verschiedene Vorlduferpro-
teine identifiziert werden, von denen sich die unterschiedlichen Amyloidtypen ableiten. Die
Kombination aus Amyloidfibrillen, der P-Komponente und den Proteoglykanen der extra-
zelluldren Matrix wird unter dem Begriff Amyloid zusammengefat (Cohen et al., 1987;
Westermark, 1998).

2.1.1 Grundprinzip der Amyloidosen

Eine Amyloidose entsteht auf der Grundlage einer fortschreitenden Ablagerung von Amyloid-
fibrillen im Gewebe (Glenner, 1980). Amyloid lagert sich bevorzugt an Basalmembranen und
Bindegewebsfasern in unterschiedlichen Organen ab (Yamaguchi et al., 1992). Fiir alle Amy-
loidosen wird ein einheitliches Prinzip der Amyloidfibrillengenese postuliert, obwohl die ein-
zelnen Schritte bis heute noch weitgehend unklar sind (Kisilevsky et al., 1997). Hierzu geho-
ren eine Uberexpression und/oder Mutationen des Vorlduferproteins (Levy-Lahad et al.,

1996), eine abnorme proteolytische Spaltung (Younkin, 1991) und die Bildung amyloidoge-
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ner Peptide, die zum sogenannten "self-assembly" fahig sind (Pike et al., 1993, 1996; Ma et
al., 1994; Kelly, 1997; Booth et al., 1997).

2.1.2 Nachweismethoden fiir Amyloid

Amyloid 14Bt sich von anderen hyalinen Materialen (z.B. Kollagen und Fibrin) durch seine
charakteristische Anfarbbarkeit mittels histochemischer und immunhistologischer Techniken
unterscheiden. Im HE-gefdarbten Schnitt erscheint das Amyloid als eosinophil-geférbte,
azelluldre, homogene Substanz.

Fiir die Darstellung von Amyloidablagerungen in viszeralen Organen (z.B. Niere, Leber,
Pankreas, Darm) werden hdufig histochemische Farbungen verwendet. In der sogenannten
Jodreaktion mit Lugolscher Losung stellt sich Amyloid mahagonibraun und nach Zusatz von
Schwefelsdure blau dar. Das Anfirben mittels einer Methylviolettlosung 146t Amyloid rot-
violett erscheinen (Romeis, 1989). In der Fluoreszenzmikroskopie kann Amyloid, eine Sub-
stanz ohne Eigenfluoreszenz, durch Aufbringen eines Fluorochroms wie z.B. Thioflavin S
unter UV-Lichtanregung zur Entsendung eines charakteristischen gelb-griinen Fluoreszenz-
lichtes angeregt werden (Cummings et al., 1996 c¢). Eine weitere Methode zur Identifizierung
von Amyloid ist die Kongorot-Farbung (Puchtler et al., 1962). Der Farbstoff Kongorot hat
eine hohe Affinitdt zu den in P—Faltblattstruktur angeordneten Proteinketten des Amyloids
und lagert sich zwischen diesen ein (Cohen et al., 1987). Im polarisierten Licht zeigt das
Amyloid dann aufgrund einer Doppelbrechung des polarisierten Lichts eine griin
schimmernde Farbe (Dichroismus). Eine histochemische Methode fiir die Unterscheidung des
AA-Amyloids von anderen Amyloidtypen des Menschen ist die Behandlung der mittels
Kongorot gefdarbten Schnitte mit einer Kaliumpermanganatlosung. Nur das AA-Amyloid
verliert nach der Behandlung mit Kaliumpermanganat die Fahigkeit zur Doppelbrechung des
polarisierten Lichtes (Linke und Trautwein, 1989). Neben den histochemischen Methoden fiir
den Amyloidnachweis kommen fiir eine ndhere Charakterisierung des Amyloidtyps immun-
histologische Nachweismethoden unter Verwendung von Antiseren und Antikdrpern zum
Einsatz (Miura et al., 1990; Schroder und Linke, 1999).

Amyloidablagerungen im menschlichen Gehirn, die in Form von Plaques im Neuropil und
in Gefdflen auftreten, konnen mittels histochemischer Methoden und immunhistologischer
Methoden dargestellt werden. Der Amyloidkern in klassischen Plaques, dessen 3A4-Protein
eine P—Faltblattstruktur aufweist, ist durch die Kongorot-Firbung und die Thioflavin S-
Methode anfarbbar (Probst et al., 1991). Andere Plaqueformen, die kein BA4-Protein in

B—Faltblattstruktur aufweisen, sind Kongorot-negativ. Diese konnen allerdings mit Hilfe
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verschiedener Versilberungstechniken markiert werden (Yamaguchi et al., 1988). Folgende
Versilberungstechniken werden in humanmedizinischen Studien hiufig verwendet: die modi-
fiziert Methode nach Bielschowsky (Yamamoto und Hirano, 1986) und seltener die nach
Campbell-Switzer (Campbell et al., 1987), nach Reusche (Rosenwald et al., 1993) und nach
Bodian (modifiziert, Kondoh et al., 1993). Die Methode nach Gallyas (Gallyas, 1971) dient
insbesondere der Darstellung neurofibrillirer Verdnderungen wie z.B. neuritischer Plaques,
neurofibrillarer Biindel und der sogenannten Neuropilfdden, die nicht aus 3A4-Protein, son-
dern aus Tau-Protein bestehen. Die Versilberungstechniken beruhen auf einer Impréagnation
des Gewebes mit Silberionen. Der Grund fiir die selektive Anfarbbarkeit des Amyloids ist
weitgehend unklar. Das Gewebe wird mit Metallionen impragniert (Silberlosung), diese wer-
den in einem Entwicklungsproze reduziert (Formalin-haltige Losungen) und anschlieSend
fixiert (Natriumthiosulfatlosungen). Die Methoden nach Campbell-Switzer und Gallyas zeich-
nen sich durch einen sogenannten physikalischen Entwicklungsprozef3 aus. Die Entwicklerlo-
sung enthilt eine reduzierende Substanz (Formalinlésung) und Silberionen. Die Silberionen
werden zu Silber reduziert und die initialen Silberkdrnchen nehmen durch das Anlagern wei-
terer Silberpartikel in der GroBe zu, so dal sie mikroskopisch sichtbar werden. In einigen
Versilberungstechniken ist ein Tonen der Schnitte mit Goldchlorid vorgesehen. Hierbei
schldgt sich metallisches Gold anstelle des Silbers nieder. Dies flihrt zu einer stdrkeren
Schwarzfiarbung der impragnierten Gewebeanteile und einer Abschwichung der Hintergrund-
farbung. Dariiber hinaus macht diese Vergoldung in Verbindung mit anschlieBender Fixier-
ung die Farbung haltbarer gegen vorzeitiges Ausbleichen (Romeis, 1989). Weiterhin wird die
Immunhistologie zur Darstellung von Plaques genutzt (Glenner und Wong, 1984b; Ikeda et
al., 1987; Yamaguchi et al., 1989; Probst et al., 1991).

2.1.3 Amyloidoseformen und Amyloidtypen

Die Amyloidosen der Tiere und des Menschen werden eingeteilt in systemische und lokali-
sierte Formen, je nach vorliegender Organbeteiligung (Matthias und Jakob, 1968; Geisel und
Linke, 1997). Weiterhin spricht man von primirer Amyloidose, wenn eine spontane fehler-
hafte Synthese von Immunglobulinen durch Lymphozyten (Myelom-assoziierte Gammopa-
thien) vorliegt, und von sekundidren Amyloidosen, wenn sie im Verlauf chronischer Infektio-
nen auftreten.

Bei Tieren entsteht AL-Amyloid (Immunamyloid) durch fehlerhaft synthetisierte und unvoll-
standig abgebaute Immunglobuline im Verlauf von myeloischen Neoplasien, z.B. dem Mye-

lom des Hundes (Ramos-Vara et al., 1998). Auch in der Haut und der Nase von Pferden fin-
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den sich AL-Amyloidablagerungen (Linke und Trautwein, 1989; Linke et al., 1991). AA-
Amyloid ensteht in der Folge chronisch verlaufender Infektionskrankheiten mit Persistenz
eines Antigens im Organismus. In der Leber entstehen unter dem Einflu8 von Zytokinen (IL-1
und IL-6) vermehrt Akute-Phase-Proteine wie z.B. Serum-Amyloid-A-Protein, C-reaktives
Protein und a-Globulin, deren Spaltprodukte als Amyloid ablagert werden (Slauson et al.,
1970; Shirahama und Cohen, 1985; Takahashi et al., 1985; Cohen und Connors, 1987). Fami-
lidre Amyloidosen, die mit AA-Amyloidablagerungen iiberwiegend in den Nieren einherge-
hen, werden fiir Abessinierkatzen und Somalikatzen (van der Linde-Sipman et al., 1997;
Boyce et al.,, 1984) beschrieben. Erbliche Préddispositionen fiir systemische Amyloidosen
kommen beim Shar Pei (DiBartola et al., 1990) und Grauen Collies (Cheville et al., 1970) vor.
Endokrines Amyloid (AE-Amyloid, endokrines Amyloid) entsteht aus Polypeptidhormonen,
die von APUD-Zellen ("amine precursor uptake and decarboxylation"), das sind C-Zellen der
Schilddriise, Inselzellen des Pankreas und enterochromaffine Zellen des Magen-Darmkanals,
gebildet werden. Katzen mit einem altersbedingten Diabetes mellitus weisen hdufig AE-
Amyloidablagerungen in den Langerhansschen Inseln auf (Jakob, 1970; Lutz und Rand,
1995). Weiterhin wurde fiir den Hund eine auf die Gefdfle der Lunge begrenzte Amyloidose
beschrieben (Schuh, 1988), die sich von einem Apolipoprotein (Apo Al) herleitet und mit
zunehmendem Alter des Tieres in mittelgroBen Lungenarterien auftritt (Johnson et al., 1992b;
Roertgen et al., 1995).

Zerebrale Amyloidosen bei Tieren mit BA4-Proteinablagerungen (Altersamyloid) wurden
bisher bei alten Hunden, Primaten, Béiren, einem Vielfral3, einem Kamel und bei einem
Specht beschrieben (Cork et al., 1988; Cork et al., 1990; Uchida et al., 1990, 1991, 1992a und
b, 1993, 1995, 1997; Price et al., 1991; Martin et al., 1991, 1994; Nakamura et al., 1995,
1996a und b und ¢, 1997; Cummings et al., 1993, 1996a und b und d; Gearing et al., 1997;
Hartig et al., 1997; Sloane et al., 1997; Borras et al., 1999; Nakayama et al., 1999). Spongi-
forme Enzephalopathien mit Prion-Protein®-Ablagerungen (Prusiner et al., 1982, Meyer et
al., 1986) fanden sich bei Erkrankungen wie z.B. Scrapie des Schafes (Prusiner et al., 1982),
der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) des Rindes (Wells et al., 1991), der
Enzephalopathie der Nerze (Hartsough et al., 1965), der spongiformen Enzephalopathie der
Katze (Dormont, 1998) und der transmissiblen Enzephalopathie bei im Zoo gehaltenen
Nyalas und Kudus (Kirkwood und Cunningham, 1994).

Beim Menschen tritt AL-Amyloid (leichte Ketten der Immunglobuline) primir oder Myelom-
assoziiert auf. AA-Amyloid (Serum-Amyloid-A-Protein) bildet sich im Verlauf chronischer

Infektionskankheiten aus. Eine systemische, erbliche Amyloidose ist das familidre Mittel-
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meerfieber (AA-Amyloid), eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung mit regelmifiigen
Fieberattacken unklarer Ursache und Polyserositis (Kastner, 1998). Eine zweite Form der erb-
lichen Amyloidosen stellt die autosomal-dominant vererbte familiire Amyloidpolyneuropa-
thie (ATTR-Amyloid) dar, bei der es zu Amyloidablagerungen in allen peripheren Nerven des
Korpers kommt (Coelho, 1996). Genmutationen im Transthyretin-Gen (Serumprotein fiir den
Transport von Thyroxin und Retinol) und Apolipoprotein-Gen (APO AI) gehen mit einer Kar-
diomyopathie und Polyneuropathie einher (Yi et al., 1991). Familidre Amyloidosen in Finn-
land sind an eine Mutation des Gelsolin-Gens gekoppelt (Aktin-bindendes Protein; Maury,
1991). Bei Langzeitdialysepatienten zirkuliert 3,—Mikroglobulin, eine Komponente des MHC
Klasse I Molekiils, in hoher Konzentration im Blut, da dieses Protein die Dialysemembranen
nicht passieren kann. P;M-Amyloid lagert sich bei diesen Patienten bevorzugt in
Sehnenscheiden und Gelenken ab (Campistol und Argiles, 1996). Lokale Amyloid-
ablagerungen im Herzen (Storkel et al., 1983; Mucchiano et al., 1992) alter Menschen beste-
hen aus ATTR-Amyloid, das sich aus Transthyretin, einem Serumprotein, das Thyroxin und
Retinol im Blut transportiert, zusammensetzt. Endokrine Amyloidosen finden sich bei Typ 2
Diabetes mellitus des Menschen als AIAPP-Amyloid (Inselzellamyloid-Peptid), bei Schild-
driisenkarzinomen als ACal-Amyloid (Calcitonin) und bei atrialen Amyloidosen des Herzens
als AANF-Amyloid (atrialer natriuretischer Faktor) (Yano et al., 1981; Johnson et al., 1992 a;
O’Brien et el., 1993).

Zerebrale Amyloidosen des Menschen treten im Rahmen der Alzheimer-Krankheit (BA4-
Protein; Roses, 1996), des Down-Syndroms (B A4-Protein; Masters et al., 1985b), zerebraler
Amyloidangiopathien (BA4-Protein; Mandybur, 1986) wie der "hereditary cerebral
haemorrhage with amyloidosis Dutch type" (HCHWA-D, PBA4-Protein-Variante; Maat-
Schieman et al., 2000) und der "hereditary cerebral haemorrhage with amyloidosis Icelandic
type" (HCHWA-I, Cystatin C-Variante; Benedikz et al., 1999) und bei iibertragbaren spongi-
formen Enzephalopathien wie dem Gerstmann-Stridussler-Scheinker-Syndrom, der Creutz-
feldt-Jakob-Krankheit und der Kuru-Krankheit (Prionprotein-Variante) auf (Castano und
Frangione, 1991; Hainfeller, 1998).
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2.2 Altersabhingige Verinderungen im Gehirn von Mensch und

Hund

Die Gehirne alter, nicht-dementer Menschen weisen ab dem ca. 60. Lebensjahr makrosko-
pisch erfaBBbare Verdnderungen auf (Perry und Kay, 1997). In den meisten Fillen liegt eine
Fibrose der Leptomeninx vor. Weiterhin féllt eine Atrophie der GroBhirnwindungen der me-
dialen Anteile des Lobus temporalis auf (Dekeban und Sadowsky, 1978). Neben dem
Schwund der grauen Substanz findet sich eine Abnahme der periventrikuldren wei3en Sub-
stanz (Hubbard und Anderson, 1981a) und eine Ausweitung der Seitenventrikel (Barron et al.,
1976). Die genannten Verdnderungen werden unter dem Begriff der Hirnatrophie zusammen-
gefait. Im Rahmen der Hirnatrophie kommt es zum Neuronenverlust (Hubbard und
Anderson, 1981b; Anderson et al., 1983; Brody, 1992) und einer Abnahme der synaptischen
Verbindungen (Masliah et al., 1993). Als Kompensationsmechanismus wird eine Zunahme
der Kontaktfliche der restlichen Synapsen gedeutet (Cragg, 1975; Adams, 1987).

Senile Plaques wurden beim Menschen erstmalig von Beljahow 1889 morphologisch
beschrieben (Beljahow, 1889). Senile Plaques stellen keine einheitliche Struktur dar, sondern
setzen sich aus verschiedenen Komponenten zusammen und werden anhand ihrer
Morphologie in zwei Gruppen eingeteilt (4bb. I). Die klassischen bzw. neuritischen Plaques
(B und C) bestehen aus einem zentral-stindigen, kondensierten [3A4-Protein-haltigen Kern,
der von einem Kranz dystrophischer Neuriten durchzogen und umgeben wird. Diese Plaques
sind zwischen 5 und 200 pm groB. In ultrastrukturellen Untersuchungen bestitigte sich, daf3

der Kern aus extrazelluldr abgelagerten Amyloidfibrillen besteht. In den dystrophischen

A B C

Abbildung 1: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Plaqueformen: Diffuser Pla-
que (A), klassische/neuritische Plaques mit einem kondensierten Amyloidkern (B und C).



Literaturibersicht 9

Nervenzellfortsdtzen fanden sich degenerierte Mitochondrien und Lysosomen (Kidd, 1964).
Daneben werden diffuse Plaques (4) beschrieben, die nur aus PA4-Protein bestehen
(Yamaguchi et al., 1989). Diffuse Plaques sind in der Lichtmikroskopie mittels HE-Féarbung
nur schwer erkennbar, und histochemische Spezialfirbungen wie Versilberungstechniken und
immunhistologische Methoden sind fiir ihre Darstellung nétig.

Die Mehrzahl der Plaques in den Gehirnen nicht-dementer alter Menschen (ab dem 60. Le-
bensjahr) sind diffuse Plaques (Dayan, 1970; Miyakawa et al., 1982; Storkel et al., 1983;
Dickson et al., 1992). Sie liegen hauptséichlich in der GroBhirnrinde (Lobus frontalis und Lo-
bus temporalis), im Mandelkern (Nucleus amygdaloideum), im entorhinalen Kortex und Hip-
pocampus. Mit zunehmender Plaquezahl in der GroBhirnrinde treten Plaques auch in subkorti-
kalen Kerngebieten wie z.B. dem Hypothalamus und dem Corpus striatum auf. Es gibt wider-
spriichliche Angaben iiber die Altersabhéngigkeit des Auftretens seniler Plaques beim Men-
schen. Einige Studien fanden positive Korrelationen zwischen zunehmendem Alter und dem
Vorkommen von Plaques (Tomlinson, 1979), andere verneinten dieses (Langui et al., 1995)
und wiesen auf eine Zunahme neuritischer Plaques im Verhéltnis zu den diffusen Plaques mit
ansteigendem Alter hin.

Neurofibrillire Biindel ("neurofibrillary tangles") wurden erstmals von Alois Alzheimer,
einem Neurologen, im Jahre 1906 beschrieben (Alzheimer, 1906). Sie liegen im Zytoplasma
von Neuronen und bestehen aus einem hyperphosphorylierten, proteaseresistenten, Mikro-
tubuli-assoziierten Tau-Protein (Goldman et al., 1986). Im Elektronenmikroskop stellen sich
neurofibrillire Biindel als lange, paarig angeordnete und in einer Doppelhelix gewundene,
unverzweigte Filamente dar, die alle 80 nm eine 10 nm lange Einziehung aufweisen (Kidd,
1964; Wisniewski et al., 1989; Wrzolek et al., 1992). Ebenso wie die Plaques sind
neurofibrillire Biindel in der Lichtmikroskopie mittels HE-Féarbung nur schlecht erkennbar,
und es sind Versilberungstechniken und immunhistologische Untersuchungen nétig, um sie
deutlich darzustellen (Braak und Braak, 1991b, 1996a und b). In immunhistologischen
Studien konnten drei unterschiedliche Formen bzw. Reifegrade der neurofibrilliren Biindel
beschrieben werden. Primér entstehen fibrilldre, Tau-positive, stabformige Strukturen im
Zytoplasma von Neuronen, moglicherweise aufgrund eines gestorten axonalen Transportes
(Praprotnik, 1996). Aus diesen entwickelt sich dann die klassische Form mit wollkndulartig
um den Zellkern gewundenen Fibrillen. In einem spéteren Stadium ist die Zellmembran des
Neurons nicht mehr vorhanden, und die neurofibrilldren Biindel liegen als "ghost tangles" frei
im Neuropil (Tabaton et al., 1991). Diese lassen sich nicht nur immunhistologisch mittels

Antikorpern gegen Tau-Protein markieren, sondern auch mit der Kongorot-Farbung,
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Thioflavin S und Antikorpern gegen GFAP und B A4-Protein (Bancher et al., 1989; Tabaton et
al., 1991). Im Gehirn alter, nicht-dementer Menschen treten neurofibrillire Biindel selten in
den Neuronen der GroBhirnrinde (Lobus frontalis und Lobus temporalis), des Mandelkerns
(Nucleus amygdaloideum), des Hippocampus und des entorhinalen Kortex auf (Jamada, 1968;
Braak und Braak, 1991a; Probst et al., 1991; Dickson et al., 1992).

Eine BA4-Proteinablagerung in Geféflen, die aufgrund der in f—Faltblattstruktur vorliegenden
und damit Kongorot-positiven Proteine auch kongophile Angiopathie genannt wird, be-
schrieb erstmals Pantelakis (1954). Das BA4-Protein findet sich in der Tunica media und
Tunica adventitia kleiner Arterien und Arteriolen der Leptomeninx und der GroBhirnrinde
(Esiri und Wilcock, 1986; Yamaguchi et al., 1992; Perry and Kay, 1997). Kapillaren und
Venen sind weniger haufig betroffen (Meier-Ruge et al., 1980; Shinkai et al., 1995). 30%
aller Menschen tiber 60 Jahren weisen [3A4-Proteinablagerungen in den zerebralen Gefallen
auf (Esiri und Wilcock, 1986). Diese finden sich vorwiegend im parietalen und temporalen
Kortex. Hochgradige 3 A4-Proteinablagerungen kénnen durch eine fibrinoide Nekrose der Ge-
faBwand zu Blutungen und Thrombosen fithren (Mandybur, 1986).

Weiterhin treten beim Menschen in Abhédngigkeit vom Alter Ablagerungen unterschiedlicher
Pigmente wie z.B. Lipofuszin, Ceroid und Neuromelanin in Neuronen auf (Brody, 1960;
Mann, 1974, 1978). Eine Beeintrdachtigung des Zellmetabolismus durch Pigmenteinlagerun-
gen ist nur fiir Neuronen der Substantia nigra durch Neuromelaninspeicherungen nachgewie-
sen (Mann, 1974, 1978). Dariiber hinaus wird der Alterungsproze3 des Gehirns von Gliazell-
reaktionen, insbesondere von einer Astrogliose, begleitet, die mit einer Zunahme der Zellzahl,
der ZellgroBe und einer erhohten GFAP-Expression der Einzelzelle einhergeht (Mandicardi et
al., 1983; Mandybur und Chuirazzi, 1990; Eng et al., 1994; Arnold et al., 1991; Beach et al.,
1989). Haufig weisen reaktive Astrozyten zusitzlich eine Vimentin-Reexpression auf, die
normalerweise nur in fetalen Astrozyten zu finden ist (Arnold et al., 1991).

Im Gehirn alter Tiere findet sich makroskopisch eine Fibrose der Leptomeninx und eine
Ventrikelvergroferung (Wisniewski et al., 1970; Uchida et al., 1991; Shimada et al., 1991,
1992; Cummings et al., 1993, 1996 b; Russel et al., 1996; Su et al., 1998; Borras et al., 1999).
Eine Hirnatrophie, wie sie bei alten Menschen beobachtet wird, kann bei Tieren
makroskopisch nicht nachgewiesen werden (Reifinger et al., 1997), wohingegen "magnetic
resonance imaging" (MRI)-Untersuchungen von Su et al. (1998) eine deutliche Ausweitung
der Ventrikel in Verbindung mit einer Atrophie der GroBhirnrinde bei alten Hunden zeigen.
Von Braunmiihl beschrieb 1956 im Rahmen histologischer Untersuchungen von Gehirnen

alter Hunde eine kongophile Angiopathie und erstmals ,,Alzheimer-dhnliche Plaques®, wie sie
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bis dahin nur im Gehirn des Menschen bekannt waren (von Braunmiihl, 1956; Matthias und
Jakob, 1968). Diese amorphen Plaques fanden sich im Kortex verteilt und lieBen sich mit Ver-
silberungstechniken darstellen (von Braunmiihl, 1956). 1970 beschrieben Wisniewski et al.
(1970) zusitzlich zu diesen diffusen Plaques sogenannte klassische senile Plaques, die sich
aus einem Amyloidkern, degenerierten Neuriten und einzelnen, assoziierten Gliazellen zu-
sammensetzen (Probst et al,, 1991). Ebenso wiesen Pauli und Luginbiihl (1971) auf die
dhnliche Morphologie der humanen und kaninen Plaques hin. Eine zerebrale
Altersamyloidose beim Hund stellt die kongophile Angiopathie dar (Dahme, 1962;
Fankhauser und Luginbiihl, 1968; Dahme und Schroder, 1979; Dahme, 1994). Als Folge der
Amyloidablagerungen in Gehirngefilen bildet sich eine Degeneration der glatten
Muskelzellen aus (Dahme und Sprengler, 1976), die in der Folge mit Gehirnblutungen
einhergehen kann (Dahme und Schroder, 1979; Dahme, 1994). Weiterhin finden sich
Pigmentablagerungen, wie z. B. Lipofuszin, bei Hunden mit zunehmendem Alter in den
groBen Neuronen des Kortex (Pyramidenzellen), des Hippocampus und des Thalamus
(Wisniewski et al., 1970; Shimada et al., 1991; Borras et al., 1999).

Berichte liber Verdnderungen in der weiflen Substanz des Hundegehirns weisen auf eine
altersabhéngige Zunahme Ubiquitin- und PAS-positiver Granula zwischen den Myelinschei-
den und im Zytoplasma von Oligodendrozyten und Makrophagen in der weilen Substanz des
GroB3- und Kleinhirns von Hunden hin, die eine Desorientierung und Inkontinenz aufwiesen
(Ferrer et al., 1993). Ubiquitin markiert Proteine, die fiir den proteolytischen Abbau bestimmt
sind (Lowe et al., 1988; Dickson et al., 1990).

2.2.1 Alzheimer-Krankheit des Menschen

Alois Alzheimer (1864-1915) arbeitete in Frankfurt am Main und in Miinchen als Wissen-
schaftler und Psychiater. In Miinchen war er Assistent von Emil Kraeplin, der nach der be-
rihmten Veroffentlichung Alzheimers iiber eine ,,Eigenartige Erkrankung der Hirnrinde*
(Alzheimer, 1906) das Eponym der ,,Alzheimer-Krankheit™ einfiihrte (Maurer et al., 1997).
Alzheimer beschreibt erstmals die fortschreitende Demenz einer 51jdhrigen Frau (Auguste D.,
Frankfurt am Main) und verkniipft das klinische Bild mit neuropathologischen
Verdnderungen wie Plaques, neurofibrilliren Biindeln und einer kongophilen Angiopathie.
Die Alzheimer-Krankheit ist bis heute klinisch schwierig zu diagnostizieren und eine
eindeutige Diagnose kann erst post-mortem durch eine histopathologische Untersuchung des
Gehirns gestellt werden. Makroskopisch weisen die Gehirne von Alzheimer-Patienten eine

hochgradige bilateral symmetrische Atrophie des Lobus temporalis auf.
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Histopathologisch gelten folgende Verdnderungen im Gehirn als eindeutige Hinweise fiir das
Vorliegen einer Alzheimer-Krankheit: Plaques, neurofibrillire Biindel und eine kongophile
Angiopathie (4bb. 2, A, B, C). Daneben werden oft Hirano-K&rperchen (Simchowicz, 1911;
Hirano et al., 1966, 1968; Gibson et al., 1977; Galloway et al., 1987), eine granulovakuolére
Degeneration grofler Neuronen (Dickson et al., 1987) und Neuropilfiden ("neuropil threads";

Braak und Braak et al., 1986) beschrieben.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Alzheimer Trias: Plaques im Neuropil (A),
neurofibrillare Biindel im Zytoplasma von Neuronen (B) und eine zerebrale Amyloidan-

giopathie (C).

Klassische und diffuse Plaques liegen in hochster Dichte in den Kortexschichten 3 und 5 des
frontalen, temporalen und parietalen Kortex und im entorhinalen Kortex vor (Brun et al.,
1981; Arnold et al., 1991; Thal et al., 1997). BA4(40)-Protein und BA4(42)-Protein finden
sich in unterschiedlicher Beteiligung in den Plaquetypen. Diffuse Formen bestehen iiberwie-
gend aus BA4(42)-Protein und in den klassischen Plaques liegt zusdtzlich A4(40)-Protein
vor (Iwatsubo et al., 1994; Fukumoto et al., 1996). Neurofibrillire Biindel liegen in den
groflen Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippocampus, in Neuronen der Schicht 2 und 4
des entorhinalen Kortex, in Neuronen des Mandelkerns (Nucleus amygdaloideum) und des
temporalen Kortex vor (Hyman et al., 1984; Braak et al., 1996a und b).

Im Rahmen einer Standardisierung der neuropathologischen Kriterien fiir die Diagnose der
Alzheimer-Krankheit wurden 1984 die Kriterien nach Khachaturian (Khachaturian, 1985)
aufgestellt. Heute gelten die CERAD ("Consortium to establish a registry for Alzheimer’s

disease")-Kriterien (Mirra et al., 1991), in denen die zu untersuchenden Gehirnregionen und
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die Untersuchungsmethoden (Gallyas-, modifizierte Bielschowsky-, Thioflavin S-Methode)
festgeschrieben sind.

Nach Braak und Braak (1991a) werden die neurofibrilliren Verdnderungen in den Gehirnen
von Alzheimer-Patienten nach Anzahl und Lokalisation in sechs Stadien eingeteilt, die einen
fortschreitenden EntwicklungsprozeB widerspiegeln. Stadium 1 und 2 zeichnen sich durch be-
ginnende Neurofibrillenbildung in Neuronen der ento- und transentorhinalen Region und des
CA1-Sektors des Hippocampus aus. Dieses Stadium soll mit keinen oder nur geringen neuro-
logischen Symptomen korrelieren. Stadium 3 und 4 zeichnen sich durch ein zusétzliches Auf-
treten von neurofibrilliren Biindeln in Neuronen des limbischen Systems und schlieBlich Sta-
dium 5 und 6 durch neurofibrilldre Biindel in zahlreichen Neuronen des gesamten Kortex aus.
Stadium 5 und 6 gehen mit schweren klinischen neurologischen Ausfillen einher.

Es wird kontrovers diskutiert, welche neuropathologischen Befunde am besten mit dem klini-
schen Bild der Alzheimer-Demenz korrelieren, neurofibrillire Biindel (Arriagada et al., 1992;
Bierer et al., 1995) oder Plaques. Es gibt Studien, die einen Zusammenbruch der Signalwei-
terleitung vom Kortex zur Hippocampusformation als Ursache fiir die klinischen Symptome
ansehen. Die wichtigste Einheit stellt die sogenannte limbische Schleife ("limbic loop") dar,
die aus kortikalen Neuronen besteht, die Efferenzen zur entorhinalen Region entsenden. Die
Neuronen der entorhinalen Region stehen wiederum mit dem Gyrus dentatus und der Hippo-
campusformation in Verbindung ("perforant pathway"). In den Neuronen des entorhinalen
Kortex bilden sich in einem sehr frithen Stadium neurofibrilldre Biindel und hier entstehen
auch zu einem frithen Zeitpunkt Plaques (Hyman et al., 1984; Cummings et al., 1996c¢).
Weiterhin finden sich in der Molekularschicht (Stratum moleculare) des Gyrus dentatus und
der terminalen Zone der Neuronenausldufer aus der entorhinalen Region sehr hiufig Plaques
(Hyman et al., 1986). Moglicherweise kommt es durch die Ausbildung der neurofibrilldren
Biindel in den Neuronen und durch Bildung von Plaques in ihrer terminalen Zone zu
Beeintrachtigungen oder Unterbrechungen der Signalweiterleitung von kortikalen zu
subkortikalen Zentren (Hyman et al., 1990). Daneben existieren Arbeiten, die die Menge des
abgelagerten BA4-Proteins ("amyloid-load") im entorhinalen Kortex allein mit der Schwere

der Demenz korrelieren (Cummings et al., 1995, 1996c¢).

2.2.2 Pathogenese der Alzheimer-Krankheit

Die Inzidenz der Alzheimer Krankheit steigt nach dem 60. Lebensjahr an (Rocca et al., 1991).
Es gibt sporadische und familidr-gehéduft auftretende Formen ("familial Alzheimer's disease",

FAD), wobei die familidren Formen sich unterteilen lassen in die, die vor dem 60. Lebensjahr
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auftreten ("early-onset familial Alzheimer's disease") und die, die sich nach dem 60. Lebens-
jahr entwickeln ("late-onset familial Alzheimer's disease"). Die familidre Alzheimer-Krank-
heit mit frithem Krankheitsbeginn ist mit Mutationen sogenannter "causative genes" verbun-
den, das sind Gene, deren Mutation ausreicht, um eine Alzheimer-Krankheit auszulosen. Zu
diesen Genen gehoren das "amyloid precursor protein" (APP, Chromosom 21), das Presenilin
1 (PS1, Chromosom 14) und das Presenilin 2 (PS2, Chromosom 1; Masters et al., 1981;
Hendriks und van Broeckhoven, 1996; Levy-Lahad et al., 1996; Beyreuther et al., 1991;
Lendon et al., 1997).

Bei der familidren Alzheimer-Krankheit mit spidtem Krankheitsbeginn und bei ca. 50% der
sporadischen Félle (Dal Forno et al., 1996) wurde ein Suszeptibilititsgen, d. h. ein Gen, das
das Risiko zu erkranken erhoht und den Zeitpunkt des Krankheitsbeginns nach vorne ver-
schiebt, aus der Familie der Apolipoproteine (ApoEe4, Chromosom 19) identifiziert (Dal
Forno et al., 1996; Levy-Lahad et al., 1996). Nur ca. 10% aller Alzheimer-Félle haben einen
genetischen Hintergrund (Lendon et al., 1997), die Ursache der restlichen sporadischen Fille
ist bisher nicht ausreichend geklért.

Anhand der sogenannten Dementia pugelistica, einer Erkrankung bei Berufsboxern, die mit
Alzheimer-dhnlicher Demenz und Morphologie einhergeht, wurde deutlich, da3 auch starke
Schidel-Hirn-Traumen einen Risikofaktor darstellen (Graves et al., 1990; Dale et al., 1991;
Mc Kenzie et al., 1996). Eine starke Zunahme der APP-Expression in der weilen Substanz
nach einem Schidel-Hirn-Trauma wird als Hinweis auf einen axonalen Schaden gedeutet
("diffuse axonal injury"; Gentleman et al., 1993). Experimentell 146t sich eine APP-Aufregu-
lierung in Gehirnen von Méusen, Gerbils und Schweinen nach Traumatisierung und tempora-
rer Ischdmie auslosen (Wakita et al., 1992; Kalaria et al., 1993b; Pierce et al., 1996; Smith et
al., 1999; Lin et al., 1999).

Die Annahme, dafl Aluminium oder andere Metallionen einen Risikofaktor darstellen
(McLachlan et al., 1996) oder direkt als Kristallisationspunkt dienen, ist nie abschlieBend
bewiesen worden. Es wird postuliert, daB Ostrogene das Risiko, an der Alzheimer-Krankheit
zu erkranken, mindern oder zumindest den Zeitpunkt des Krankheitsbeginns nach hinten
verschieben (Tang et al., 1996).

Beim Menschen konnte das Amyloidvorliduferprotein (APP) von Ferreira et al. (1993) in
Neuronen des Riechkolbens, der GroBhirnrinde, des Hippocampus, des Mandelkerns und des
Kleinhirns nachgewiesen werden. Membrangebundenes und 16sliches APP wird von
Neuronen gebildet und hat Einflu auf das Neuritenwachstum und die Synapsenplastizitit

(neuroprotektive Effekte; Ferreira et al., 1993; Mattson et al., 1997). Eine regelmifig
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auftretende Demenz vom Alzheimer-Typ bei Menschen mit Down-Syndrom (Trisomie 21;
Burger und Vogel, 1973; Glenner et al., 1984b; Brugge et al., 1994; Masters et al., 1985b;
Rocca et a., 1991) weist auf eine enge Verbindung zwischen der Uberexpression des APP-
Gens und einer gesteigerten Produktion des PA4-Proteins hin. Dies spricht dafiir, daB
vermutlich eine Akkumulation des BA4-Proteins ausreicht, um kognitive Dysfunktionen aus-
zulosen (Rumble et al., 1989; Cummings et al., 1995). Im Tierversuch wiesen transgene
Miuse mit einer Uberexpression des humanen APP BA4-Proteinablagerungen im Gehirn auf
(Lendon et al., 1997). Ebenso fiihren Mutationen innerhalb des APP-Gens zu einer
gesteigerten B A4-Proteinrate (Citron et al., 1992; Cai et al., 1993; Suzuki et al., 1994; Levy-
Lahad et al., 1996).

Preseniline (PS) sind transmembrandse Proteine, die im endoplasmatischen Retikulum und
im Golgi-Apparat gefunden wurden (Cruts et al., 1996; Levy-Lahad et al., 1996; Selkoe et al.,
1999). Patienten mit Mutationen der Presenilingene wiesen erhohte Mengen 3 A4-Proteinabla-
gerungen im Gehirn auf (Lemere et al., 1996; Lendon et al., 1997). Presenilin 1 wurde im-
munhistologisch in Neuronen, Mikroglia und Monozyten nachgewiesen (Kim et al., 1997; Xia
et al., 1998a). "PSl-knock-out"-Miuse zeigten eine Abnahme der fy-Sekretaseaktivitét
(DeStrooper et al., 1998). Presenilin, APP sowie A4(40)- und BA4(42)-Protein wurden ge-
meinsam aus Vesikeln des endoplasmatischen Retikulums isoliert, so dafl vermutet wird, daf3
Preseniline und y-Sekretasen zusammen an der APP-Spaltung beteiligt sind oder aber, dal} die
Preseniline moglicherweise selbst y-Sekretasen darstellen (Xia et al., 1998b; Wolfe et al.,
1999).

Apolipoprotein E-Polymorphismen (ApoE, Chromosom 19) fiihrten zur Expression unter-
schiedlicher Allele €2, €3, €4 (Corder et al., 1993). Menschen, die an der Alzheimer-
Krankheit leiden, weisen ApoEe4 iiber- und ApoEe2 unterexpremiert auf (Henderson et al.,
1995). ApoEe4 homozygote Alzheimer-Patienten entwickeln sehr viele Plaques und zeigen
gleichzeitig eine hochgradige Zunahme aktivierter Mikogliazellen (Egensperger et al., 1998;
McNamara et al., 1998). ApoEe4 fordert in vitro die Amyloidfibrillenaggregation (Ma et al.,
1994). Im Gegensatz hierzu fanden Yamada et al. (1996) bei alten (iiber 80 Jahre), nicht-
dementen Menschen, die keine Plaques und neurofibrillire Biindel aufwiesen, nach ApoE-
Genotypisierung einen hohen Anteil ApoEe2 und wenig ApoEe4. ApoEe2 wird deshalb eine
Funktion als Neuronenschutzfaktor zugesprochen.

Die Alzheimer-Krankheit kann nur durch eine histologische Untersuchung des Gehirns dia-

gnostiziert werden. Die vorgefundenen Lasionen stellen ein weit fortgeschrittenes Bild eines
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Krankheitsprozesses dar und lassen nur schwer Aussagen iiber die Anfinge ihrer Entstehung
zu. Besonderes Augenmerk wurde deshalb im Rahmen pathogenetischer Studien auf eine wei-
tere Plaqueform des Menschen gerichtet, die mittels Antikorpern gegen das BA4-Protein in
Kombination mit einer Vorbehandlung durch Ameisensiure (Kitamoto et al., 1987; Vinters et
al., 1988) darstellbar ist. Diese Plaqueform hat verschiedene Bezeichnungen erhalten, wie
z.B. amorphe Plaques (Rozemuller et al., 1989), diffuse Plaques (Yamaguchi et al., 1988)
oder "pre-amyloid deposits" (Tagliavini et al., 1988; Mann et al., 1989). Diese diffusen
Plaques sind im Gegensatz zu den vorher beschriebenen Formen sehr unterschiedlich grof3
(20-1000 pm) und nicht immer scharf begrenzt. Sie sind nicht mittels Kongorot-Farbung dar-
stellbar, finden sich in allen kortikalen Schichten, weisen meist keine oder nur wenige as-
soziierte Astrozyten oder Mikrogliazellen auf und werden als initiale Form der f A4-Protein-
ablagerung im Rahmen des normalen Alterungsprozesses (Morris et al., 1996) und als Anzei-
chen einer noch nicht klinisch erkennbaren Alzheimer-Krankheit diskutiert (Haga et al., 1989;
Rozemuller et al., 1989; Banati et al., 1994; Griffin et al., 1995; Cummings et al., 1996a und
c; Eikelenboom and Veerhuis, 1996; Morris et al., 1996; Beach et al., 1997; Sasaki et al.,
1997). Die Tatsache, daf3 sich dieser Plaquetyp nicht mittels der Kongorot-Féarbung darstellen
14Bt, wird als Indiz fiir die noch nicht ausgebildete P—Faltblattstruktur der Proteinfibrillen
gedeutet (Eikelenboom and Veerhuis, 1996). Ultrastrukturelle Studien konnten das Fehlen
von Amyloidfibrillen in B—Faltblattstruktur in den diffusen Plaques bestédtigen (Yamaguchi et
al., 1988; Yamaguchi et al., 1990).

Aus Plaques und meningealen Blutgefilen von Alzheimer-Patienten (Glenner und Wong,
1984a), Down-Syndrom-Patienten (Glenner und Wong, 1984b) und gesunden, alten Men-
schen (Coria et al., 1987) konnte immer das gleiche 4 kDa grof3e Peptid isoliert werden (B A4-
Protein; Masters et al., 1985b; Beyreuther et al., 1991). Nach Aufklirung der Aminosédurese-
quenz des Peptids wurde das kodierende Gen fiir das Amyloid-Vorldufer-Protein (APP) iden-
tifiziert (Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1988).

Die Amyloidvorlduferproteine (APP) stellen eine heterogene Gruppe von Polypeptiden dar,
die in unterschiedlichen Isoformen im Organismus auftreten (Selkoe et al, 1994). Die
Isoformen mit 751 und 770 Aminoséduren treten nur in nicht-neuralem Gewebe, die Formen
mit 695 Aminosduren nur im Gehirn auf. APPs sollen als Rezeptoren bei der Signaliibermitt-
lung von Zelle zu Zelle und bei der Internalisation von Kupfer- und Zinkionen mitwirken
(Multhaup et al., 1996). In vitro Studien weisen auf neurotrope bzw. neuroprotektive Wir-
kungen des 16slichen APP (sAPP) hin (Selkoe et al., 1994; Mattson et al., 1997). In Abhin-

gigkeit von den Proteasen, die das APP spalten, entstehen unterschiedliche Metaboliten. 3 A4-
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Protein wird durch proteolytische Spaltung des Amyloidvorlduferproteins (APP) gebildet
(Glenner und Wong, 1984a und b; Selkoe et al., 1986). Das APP ist ein in der Zellmembran
verankertes Glykoprotein, das ein extrazellulires NH,-Ende und ein intrazellulires COOH-

Ende aufweist.
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Abbildung 3: Konventionelle (A) und alternative (B) Proteolyse des APP (modifiziert, aus
Hendriks und van Broeckhoven, "The BA4 amyloid precursor protein gene and Alzheimer's

disease", 1996)

APP wird in einem konventionellen Abbauweg durch a-Sekretasen in ein l10sliches extra-
zelluldres Fragment (sAPP-a) und in ein weiterhin intramembrands verankertes C-terminales
Fragment (C83), beide sind nicht-amyloidogen, gespalten (Esch et al., 1990; Sisodia et al.,
1992; Black et al., 1997; Buxbaum et al., 1998). Letzteres wird durch y-Sekretasen weiter
gespalten, und es entsteht die P-Komponente (P3) des Amyloids (4bb. 3, A). Dariiber hinaus
gibt es einen alternativen Abbauweg, in dem das APP durch eine B-Sekretase (Haass et al.,
1992; Seubert et al., 1992, 1993) in ein l6sliches extrazelluldres APP-Fragment (sAPP-f3) und
ein membranstdndiges Stiick (C99) mit freiem NH,-Ende gespalten wird (4bb. 3, B). Aus
diesem transmembrandsen Protein wird vermutlich durch die y-Sekretase in Endosomen oder
Lysosomen unterschiedlicher intraneuronaler Kompartimente (ER und Golgi-Apparat) das
COOH-Ende generiert und das amyloidogene BA4-Protein nach transzelluldrer Passage frei-
gesetzt (Younkin, 1991; Ferreira et al., 1993; Discroll, 1994; Hartmann et al., 1997). Im extra-
zelluliren Raum aggregiert fA4-Protein zu Amyloidfibrillen. Die Enzyme sind bis heute

nicht eindeutig identifiziert; es werden sowohl membrangebundene als auch endosomale Se-
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kretasen (Metalloproteasen) vermutet (Backstrom et al., 1996; Carvalho et al., 1997; Mok et
al., 1997; Selkoe, 1999).

Versuche mit radioaktiv markiertem APP konnten einen endozytotischen Weg des APP-Meta-
bolismus aufzeigen (Koo et al., 1994). Nach endosomaler Internalisierung des markierten
APPs wurde nach ca. 30 Minuten BA4-Protein von den Zellen in Kultur freigesetzt, das nur
von den markierten membranstindigen Oberflichenproteinen abstammen konnte. Die enzy-
matische Spaltung entweder auf Hohe der Aminosédure 711 oder 713 erzeugt zwei unter-
schiedliche Peptide, BA4(40)- und BA4(42)-Protein (Fukumoto et al., 1996; Hartmann et al.,
1997; Wiltfang et al., 1997). Die Variabilitit des COOH-Endes bedingt unterschiedliche Los-
lichkeiten des B A4-Proteins. Das ldngere 3A4(42)-Protein findet sich bevorzugt in den diffu-
sen Plaques im Neuropil und ist die initial abgelagerte Form in GefdBen (Shinkai et al., 1995),
wiahrend das kiirzere BA4(40)-Protein in neuritischen Plaques auftritt (Iwatsubo et al., 1994;
Fukumoto et al., 1996). In vitro Untersuchungen machten deutlich, da3 B A4(42)-Protein auf-
grund zweier zusitzlicher hydrophober Gruppen sehr viel schneller zu Amyloidfibrillen
aggregiert als das B A4(40)-Protein (Jarret et al., 1993).

Es existieren verschiedene Theorien der vaskulidren, neuronalen und anderer zellulidrer Genese
des BA4-Proteins. Fiir einen himatogenen Ursprung spricht das im Blut auf der Oberfliache
von Thrombozyten (Simons et al., 1998) und Lymphozyten (Suh et al., 1997) vorhandene
Amyloidvorlauferprotein (APP). Glenner et al. (1981) postulieren, dafl das B A4-Protein eben-
so wie die Serumbestandteile (Komplementfaktoren, Immunglobuline, o-1-Antichymo-
trypsin), die in Vergesellschaftung mit Plaques nachgewiesen wurden (Beyreuther und
Masters, 1991), nach proteolytischer Abspaltung aus APP auf Gehirnendothelzellen, durch
eine vorgeschddigte Blut-Hirn-Schranke in das ZNS gelangen konnte.

Die APP-Expression auf Neuronen, das lamindre Verteilungsmuster der Plaques in der grauen
Substanz und das Auftreten von nicht gefdflassoziierten 3A4-Proteinablagerungen sprechen
fiir einen neuronalen Ursprung (Beyreuther und Masters, 1991; Griffin et al., 1994).
Yamaguchi et al. (1989, 1990) postulieren, daB3 Schdden an den Pridsynapsen der Neuriten
einer fA4-Proteinkondensation vorangehen.

Auch Mikrogliazellen exprimieren das APP (Masters et al., 1985a; Griffin et al., 1998). Dop-
pelmarkierungsversuche bestétigten, daB3 die Plaques des Menschen in Abhéngigkeit von ihrer
Form eine geringe oder hohe Anzahl aktivierter Mikrogliazellen aufweisen (Haga et al., 1989;
Banati et al., 1994; Griffin et al., 1995; Fukumoto et al., 1996; Sasaki et al., 1997; Sheng et
al., 1997a und b; Overmyer et al., 1999), die Zytokine, wie z.B. IL-1 (Dickson et al., 1991b;
Mc Geer et al., 1994; Griffin et al., 1994, 1995, 1998), IL-6 (Mc Geer et al., 1994; Hiill et al.,
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1995, 1996), Akute-Phase-Proteine (Haga et al., 1989; Kalaria, 1993a; Aisen et al., 1995) und
Anteile des Komplementsystems (McGeer et al., 1994; Eikelenboom et al., 1996) syntheti-
sieren, die moglicherweise im Rahmen eines chronischen Entziindungsprozesses die Plaque-
entstehung und -kondensation vorantreiben.

Mikrogliazellen, erstmals von Del Rio-Hortega 1919 (Del Rio-Hortega, 1919) beschrieben,
stammen moglicherwiese von im Blut zirkulierenden Monozyten ab, die im Verlauf der
Gehirnentwicklung einwandern oder aber stellen neuroektodermale Zellen dar, die phago-
zytieren konnen (Dickson et al., 1991b; Ling et al., 1993). Sie liegen sowohl in der grauen als
auch der weilen Substanz und weisen im Aktivierungszustand eine verédnderte Morphologie
und eine verstirkte MHC Klasse II-Expression auf (Banati et al., 1994; Dickson et al.,
1991b). Mikrogliazellen verfiigen auf ihrer Oberfléche {iber "fragment of cristallization"(Fc)-
Rezeptoren (Banati et al., 1994), "class A scavenger receptor"- (EI Khoury et al., 1996) und
"advanced glycation endproduct"(AGE)-Rezeptoren (Yan et al., 1996, 1997), mit denen sie an
das BA4-Protein binden konnen. Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten, dal sich die
Mikrogliazellen direkt an BA4-Proteinfibrillen anlagern kdnnen und daB sich diese im
endoplasmatischen Retikulum (Wisniewski et al, 1989; Perlmutter, 1990) und in
zytoplasmatischen Einstiilpungen von Mikrogliazellen finden (Roher et al, 1988). An Plaques
gebundene Mikrogliazellen synthetisieren IL-1, IL-6 und TNF-a, setzten NO-Verbindungen
und reaktive Sauerstoffspezies frei (Dickson et al., 1991; Mc Geer et al., 1994; Griffin et al.,
1998; Markesbery et al., 1999). Mikrogliazellen finden sich sehr zahlreich in Gehirnen von
Alzheimer-Patienten, die ApoEe4 homozygot aufweisen (Egensperger et al., 1998).

Neben den Mikrogliazellen werden auch Astrozyten aktiviert, die f A4-Protein phagozytieren
(Funato et al., 1998; Griffin et al., 1998; Yamaguchi et al., 1998) und so mdglicherweise eine
iiberschieBende Mikrogliazellreaktion bremsen (De Witt et al., 1998).

Eine Neuronendegeneration wird entweder direkt durch das neurotoxische Potential des in
B—Faltblattstruktur vorliegenden BA4-Proteins selbst oder aber indirekt durch die induzierte
chronische Entziindung ausgeldst. Der Aggregationszustand des BA4-Proteins bedingt seine
Neurotoxizitidt (Lorenzo et al., 1994; Behl et al., 1997). Kofaktoren, wie z. B. ApoE 16sen
eine beschleunigte B—Faltblattstrukturbildung aus (Ma et al., 1994). Es wird postuliert, daf3
BA4-Protein in fibrillirer Form neurotoxisch und in nicht-fibrillarer Form neurotrop ist (Pike
et al., 1993 und 1995). In vitro und in vivo 16st B A4-Protein neuronale Apoptosen aus (Forloni
et al., 1996; Li et al., 1997). Im Rahmen der zelluliren Reaktionen fiihren erhhte APP- und
IL-1-Expression indirekt durch freigesetzte Stickoxide (NO) und reaktive Sauerstoffspezies
(Superoxid-Radikal-Anion, Hydroxyl-Radikal) zu Neuronenschiden (Griffin et al., 1998;
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Markesbery et al., 1999), die sich durch einen erhéhten Ca**-Einstrom nach Offnung nicht-
selektiver Ionenkandle (Furukawa et al.,, 1994; Brown et al., 1997), eine verminderte
Acetylcholin- (Francis et al., 1993; Kelly et al., 1996; Roberson et al., 1996) und Glutamat-
freisetzung (Hyman et al., 1987; Ossowska et al., 1993) und einen Verlust von Synapsen

(Terry et al., 1991; Samuel et al., 1994) auszeichnen.

2.2.3 Kognitive Dysfunktion und Verhaltensinderungen des alten Hundes

In Studien iiber Alterungsvorginge beim Hund wurde deutlich, dal3 es hinsichtlich der Alters-
und Rassenverteilung in einer Hundepopulation grofe Unterschiede gibt. Innerhalb der Hun-
depopulation in Deutschland iiberwiegt zahlenmiBig eindeutig der Mischlingshund (Danckert
und Kraft, 1997; Kraft, 1997; Michell, 1999). Die Hunde lassen sich in kleinwiichsige, mittel-
grofle und groBe Tiere einteilen, wobei die Grenzen bei ca. 15 und 45 kg liegen. Das durch-
schnittliche Sterbealter der Tiere betragt 10 Jahre; kleine Hunde werden élter als mittelgro3e
oder gro3e Hunde (Michell, 1999). Die mittlere Lebenserwartung betrigt bei kleinen Hunden
11 Jahre, bei Hunden mittlerer Grof3e 10 Jahre und bei sehr groBen Hunden 7 Jahre. Ausnah-
men stellen der Miinsterlinder mit einer mittleren Lebenserwartung von 14 Jahren und der
Zwergpudel mit 13 bis 14 Jahren dar. Im Alter von 6 bis 9 Jahren weisen Hunde eine Zunah-
me von Krankheiten auf. Der Beginn des ,,geriatrischen Lebensabschnitts” wird fiir den Hund
in der Literatur auf die Zeit zwischen dem 7. und 11. Lebensjahr festgelegt (Danckert und
Kraft, 1997), und nur ca. 8% aller Hunde werden é&lter als 15 Jahre (Michell, 1999).

Bisherige Untersuchungen iiber altersabhingige kognitive Dysfunktionen bzw. Verhaltens-
dnderungen in Korrelation zu morphologischen Verdnderungen im Gehirn wurden unter
anderem im Rahmen von Wirksamkeitsstudien von L-Deprenyl (Selegilin®) an Hunden
durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden Besitzerbefragungen zum mentalen
Status der alten Tiere vorgenommen (Ruehl et al. 1994, 1995, 1997, 1998). Die Tierbesitzer
beschrieben Verdnderungen im Verhalten ihrer Tiere, wie z.B. eine Abnahme der Aktivitit
und der Aufmerksamkeit gegeniiber dem Besitzer und anderen Hunden. Weiterhin zeigten die
Hunde hiufig Zustinde der Desorientierung, zielloses Herumwandern, nachtliche Unruhe und
ein gesteigertes Schlafbediirfnis am Tag sowie Harn- und Kotinkontinenz. Kontrollierte
Verhaltensstudien an teilweise trainierten Hundepopulationen nahmen Cummings et al.
(1993, 1996a) und Head et al. (1992, 1995, 1996, 1997, 1998) vor und postulierten ein Defizit
des Kurzzeitgedachtnisses und ein insgesamt schlechteres Bestehen im Rahmen von Lerntests
bei Hunden mit einer groen Plaqueanzahl im Gehirn. Andere Untersuchungen heben hervor,

daB es hinsichtlich der Verschlechterung des kognitiven Status Unterschiede zwischen den
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Hunderassen gibt (Milgram et al., 1995). Head et al. (1995) finden sowohl alte ,,demente*
Hunde als auch alte unauftillige Hunde. Head et al. (1998) konnten ansatzweise zeigen, daf3
das topographische Verteilungsmuster der Plaques im Hundegehirn Einfluf auf
Ausfallserscheinungen, wie z.B. ein schlechteres Kurzzeitgedédchtnis, hat. Ferrer et al. (1993)
bringen dagegen degenerative Verdnderungen in der weilen Substanz des GroBhirns, die sich
durch eine Zunahme Ubiquitin-positiver Granula zwischen den Myelinscheiden auszeichnet,
ursdchlich mit Verhaltensinderung alter Hunde (Desorientierung, Inkontinenz) in

Verbindung.

2.2.4 Plaques im Hundegehirn

Mittels immunhistologischer Untersuchungen konnten 3A4-Protein-positive Plaques im Ge-
hirn alter Hunde nachgewiesen werden (Giaccone et al., 1990; Uchida et al., 1990, 1991,
1992a und b, 1993, 1997; Shimada et al., 1991, 1992; Russel et al., 1992, 1996; Cummings et
al., 1993, 1996a und b; Head et al., 1995, 1998; Wegiel et al., 1995, 1996; Yoshino et al.,
1996; Geisel et al., 1997; Borras et al, 1999). Cummings et al. (1996a und b) fanden bei tiber
der Hilfte von 100 untersuchten Hunden, die dlter als 10 Jahre waren, Plaques. Die Plaques
des Hundes sind meist groBBer als die des Menschen (Giaccone et al., 1990; Cummings et al.,
1993; Cummings et al., 1996a) und weisen eine den diffusen Plaques des Menschen édhnliche
Morphologie auf (Giaccone et al., 1990; Russel et al., 1992; Uchida et al., 1992a und b, 1993;
Cummings et al., 1993, 1996a und b; Okuda et al., 1994; Morys et al., 1994). Nur vereinzelt
wurden kondensierte, den klassischen/neuritischen Plaques des Menschen morphologisch
dhnliche Plaques beschrieben, die sich aus einzelnen aufgebldhten Neuriten und Kongorot-
positiven Amyloidkomponenten zusammensetzen (Wisniewski et al., 1970; Pauli und
Luginbiihl, 1971; Russel et al., 1992; Shimada et al., 1991, 1992; Uchida et al., 1993). Andere
Autoren konnten diese Plaqueform nicht finden (Giaccone et al., 1990; Cummings et al.,
1993, 1996a und b; Russel et al., 1996; Wegiel et al., 1996). Erste Untersuchungen iiber die
topographische Verteilung der Plaques im Hundegehirn machten deutlich, daBl sie am
haufigsten im Kortex und nur sehr selten im Stammhirn und Kleinhirn zu finden sind
(Shimada et al., 1991; Hou et al., 1997). Cummings et al. (1996) betrachteten bandartige,
flichenhafte Signale im Stratum moleculare des Hippocampus als Hinweis auf intrazelluldr
abgelagertes BA4-Protein in angeschnittenen Nervenzellausldufern von Neuronen, die die
sogenannte limbische Schleife bilden (Steward et al., 1976).

In den Plaques des Hundes finden sich iiberwiegend Ablagerungen des [A4(42)-Proteins
(Cummings et al., 1996b; Tekirian et al.,, 1996; Wisniewski et al., 1996; Nakamura et al.,
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1997), aber auch des B A4(40)-Proteins (Yoshino et al., 1996). Mittels Doppelmarkierungsver-
suchen konnten Uchida et al. (1993) zeigen, daB3 sich BA4-Protein in den Gehirngefallen des
Hundes in der Tunica media von Arteriolen und an der Basalmembran von Kapillaren abla-
gert. Uchida et al. (1991) beschreiben bei Hunden mit einer zerebrovaskuliren Amyloidose
auch Amyloidablagerungen in den GefdBen des Diinndarms, des Herzens und in geringer
Menge in anderen viszeralen Organen. Diese Ablagerungen zeichnen sich durch eine gemein-

same Kongophilie aus, allerdings wurde eine Typisierung des Amyloids nicht durchgefiihrt.

2.2.5 Pathogenese der Plaques im Hundegehirn

Das Amyloidvorliuferprotein (APP) wurde mittels Westernblot im Gehirn, den Meningen,
der Zerebrospinalfliissigkeit und verschiedenen viszeralen Organen des Hundes gefunden
(Okuda et al., 1994). Mittels immunhistologischer Untersuchungen fand sich APP in den
Membranen von Neuronen, Axonen und in GefiaBBwinden (Kapillaren und Arteriolen; Okuda
et al., 1994; Nakamura et al., 1997). Dariiber hinaus exprimieren die in den wenigen klas-
sischen Plaques des Hundes beschriebenen Neuriten APP (Shimada et al., 1991, 1992; Uchida
et al., 1993; Okuda et al., 1994; Nakamura et al., 1997).

Das kanine APP (105-120 kDa) entspricht dem des Menschen und des Affen (Martin et al.,
1991, 1994; Okuda et al., 1994). Johnstone et al. (1991) konnten im Rahmen molekularbiolo-
gischer Studien zeigen, dafl die Nukleinsduresequenz des APP bei unterschiedlichen Spezies,
so z.B. bei Menschen, Affen und Hunden, hoch konserviert ist. Ein Vergleich machte deut-
lich, daB3 bei Mensch, Hund, Polarbir und Affe nur stille Mutationen in der Nukleotidsequenz
vorliegen, so dal die abgeleiteten Aminosduresequenzen identisch sind. Miuse und Ratten
dagegen weisen drei ausgetauschte Aminosduren auf und zeigten deshalb keine spontanen
BA4-Proteinablagerungen im Gehirn (Johnstone et al., 1991). Auler BA4-Protein wurden in
kondensierten Plaques des Hundes weitere Komponenten gefunden: Apolipoprotein E,
Cathepsin D, Cystatin C, a-1-Antichymotrypsin und Ubiquitin (Uchida et al., 1997).

Es gibt unterschiedliche Theorien iiber den Ursprung des f—Amyloids im Hundegehirn.
Uchida et al. (1993) und Shimada et al. (1992, 1993) weisen aufgrund der oft engen raumli-
chen Kolokalisation der Plaques mit Arteriolen und Kapillaren auf einen himatogenen Ur-
sprungsort hin. 1976 postulierten Dahme und Sprengler im Rahmen von ultrastrukturellen
Untersuchungen, dal moglicherweise die Myozyten der Gefdfle Bildungsort des A4-Proteins
sein konnten. Prior et al. (1995) gelang die Kultivierung von kaninen leptomenigealen Gefa-
Ben, bei denen nach Zugabe von BA4(40)-Protein in das Kulturmedium eine Zeit- und Dosis-

abhédngige Bindung dieses Proteins an die Tunica media und Tunica adventitia von Gefallen
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mit praexistentem 3 A4-Protein auftrat. Frackowiak et al. (1995) konnten bei alten und jungen
Hunden ohne préexistente 3 A4-Proteinablagerungen nachweisen, daf3 glatte Muskelzellen in-
trazelluldr BA4-Protein bilden konnen. Ultrastrukturelle Studien bestétigten, daB3 sich bei
Hunden mit einer kongophilen Angiopathie 16sliches f A4-Protein in den glatten Muskelzellen
fand, welches sich an der Basalmembran niederschlug (Wegiel et al., 1995). Moglicherweise
wird BA4-Protein im Neuropil und in Gefd3en abgelagert, aber nur in Gefdflen weiter in eine
B—Faltblattstruktur umgeformt (Giaccone et al., 1990). Fiir einen neuronalen Ursprung des
BA4-Proteins spricht die rdumliche Kolokalisation der Plaques mit Neuronen (Wisniewski et
al., 1970; Cummings et al., 1993, 1996a und b), die APP exprimieren (Okuda et al., 1994).
Uber Plaque-assoziierte Zellreaktionen gibt es im Hundegehirn bisher kaum
Untersuchungen. Borras et al. (1999) sowie Shimada et al. (1992) beschreiben in den
Gehirnen alter Hunde eine Astrogliose, ohne ndher auf mogliche Interaktionen mit den
Plaques einzugehen. Uchida et al. (1993) fanden in der Ndhe der Plaques keine Astrogliose,
wohingegen Nakamura et al. (1997) reaktive Astrozyten um Plaques herum angeordnet
fanden. Russel et al. (1992) untersuchten die Gehirne von Beagles, die unter gleichen
Bedingungen lebten (Langzeitlaborstudie) und deren Abstammung bekannt war. Die Tiere
einer Familie wiesen alle hohe oder niedrige Plaquezahlen auf. Dies weist auf mogliche
genetische Faktoren innerhalb der Hundepopulation hin, die eine Pridisposition fiir das
Auftreten von Plaques bedingen und bisher unbekannt sind. Wegiel et al. (1996) beschreiben
sowohl Hunde mit einer sehr geringen als auch Hunde mit einer sehr hohen Plaquedichte im
Gehirn, ohne dafl mdgliche Ursachen genannt werden. Bisher gab es nur von Yoshino et al.
(1996) den Hinweis, dall moglicherweise Plaques bevorzugt bei Hunden auftreten, die
maligne Tumoren haben.

Inwieweit die Plaques im Hundegehirn zu einer Neuronendegeneration und Neuronenver-
lusten fiihren, ist bisher unklar. Die Plaques im Kortex umschlieBen hdufig die Neuronen,
ohne dall bei diesen eine verdnderte Morphologie im Sinne einer Degeneration auffallt
(Cummings et al., 1993, 1996b; Russel et al., 1993). Wisniewski et al. (1970) fanden im
Rahmen von ultrastrukturellen Untersuchungen, daf3 sich in den diffusen Plaques von Hunden
kaum B-Faltblattfibrillen ausbilden. Cummings et al. (1996b) postulieren, dafl die Plaques
aufgrund der nicht vorhandenen [-Faltblattstruktur des PA4-Proteins nicht direkt
neurotoxisch sind und nicht zum Absterben der Neuronen fithren. Es ist bisher unklar, ob
durch die Plaques Synapsenschiden, eine gestorte Ca’’-Homdostase oder Verdnderungen an
Acetylcholin- oder Glutamatrezeptoren hervorgerufen werden, die die kognitiven

Dysfunktionen bei Hunden mit zahlreichen Plaques erkldren konnten (Cummings et al., 1996a
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und b). Ball et al. (1983) weisen bei alten Hunden keinen Neuronenverlust im Kortex nach;
Morys et al. (1994) stellten nur bei Hunden, die élter als 17 Jahre waren, eine Abnahme der
Neuronenzahl im Claustrum fest. Dagegen steigt die Anzahl apoptotischer (TUNEL-positiver)
Zellen im Gehirn von Hunden mit zunehmendem Alter an, unabhédngig davon, ob und
wieviele Plaques vorliegen, und es findet sich eine positive Korrelation zwischen der Anzahl
apoptotischer Zellen und dem Grad der ,,Demenz* des Hundes (Kiatipattanasakul et al.,

1996).

2.3 Senile Plaques und neurofibrillire Biindel im Gehirn

verschiedener Tierspezies

Plaques konnten in den Gehirnen alter Affen (Cork et al., 1987, 1990; Bachevalier et al., 1991;
Price et al., 1987, 1991; Martin et al., 1994; Uno et al., 1996; Nakamura et al., 1996a und b;
Hartig et al., 1997; Sloane et al., 1997; Walker et al., 1990, 1997) ebenso wie das APP nach-
gewiesen werden. Die cDNA des APP von Affen ist mit der humanen Sequenz identisch
(Johnstone et al., 1991; Podlinsky et al., 1991), und APP wurde in Neuronen und in dystrophi-
schen Neuriten in und um Plaques nachgewiesen (Martin et al., 1991; Price et al., 1991).

Plaques treten bei Rhesusaffen ab einem Alter von 23 Jahren auf (Cork et al., 1987) und
lassen sich mit einem Defizit im Rahmen kognitiver Tests und einem Verlust des Kurzzeitge-
ddchtnisses korrelieren (Cork et al., 1987; Price et al., 1987, 1991; Bachevalier et al., 1991).
Die Plaques, iiberwiegend diffuse und nur wenige neuritische Formen (Sloane et al., 1997),
treten zahlreich im frontalen und temporalen Kortex, selten im entorhinalen Kortex und dem
Hippocampus auf (Martin et al., 1994). Allerdings gibt es hinsichtlich der Verteilungsmuster
und des Schweregrads der Lésionen individuelle Unterschiede bei Tieren gleichen Alters
(Bachevalier et al., 1991; Price et al., 1991; Slonae et al., 1997). In den neuritischen Plaques
wurden ApoE (Nakamura et al., 1996a, Hartig et al., 1997), a-1-Antichymotrypsin, Anteile
des Komplementsystems (Cork et al., 1990; Podlinsky et al., 1991; Nakamura et al., 1996b),
aktivierte Mikrogliazellen sowie einige Astrozyten (Hartig et al., 1994, 1997) nachgewiesen.
Eine kongophile Angiopathie konnte bei alten Rhesusaffen regelméfig nachgewiesen werden
(Cork et al., 1990; Podlinsky et al., 1991; Price et al., 1991; Uno et al., 1996). Neurofibrilldre
Biindel traten nicht auf (Martin et al., 1994, Uno et al., 1996; Hartig et al., 1997; Sloane et al.,
1997). Alte Totenkopfiffchen (Squirrel monkeys) zeigen nur selten Plaques. Sie entwickeln
aber eine hochgradige kongophile Angiopathie (Walker et al., 1990; Price et al., 1991; Levy
et al., 1995; Mackic et al., 1998), die die GefiaBle des GroBhirns, des Mandelkerns und des
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Septums und einige Gefalle der weilen Substanz und des Kleinhirns betreffen (Walker et al.,
1997). Totenkopfaffchen werden als Tiermodell fiir die kongophile Angiopathie des
Menschen herangezogen (Levy et al., 1995). Plaques wurden weiterhin in den Gehirnen von
alten Orang-Utans (Gearing et al., 1997), alten Schimpansen (Gearing et al., 1994) und
Lemuren (Bons et al., 1992) beschrieben.

Neben Affen und Hunden finden sich Plaques auch im Gehirn alter Béren, wie z.B. eines
Schwarzbiren (Euarctos ursus americanus) und eines Polarbdren (Ursus maritinus; Cork et
al., 1988; Uchida et al., 1995). Im Gehirn des Schwarzbidren liegen dariiber hinaus gefdBasso-
ziierte BA4-Proteinablagerungen vor. Diffuse Plaques (Kongorot-negativ) fanden sich im
Kortex, im Hippocampus und iiberraschenderweise in der Molekularschicht des Kleinhirns.
Dies stellt im Vergleich zu allen anderen Tierspezies, die Plaques entwickeln, eine Ausnahme
dar. Diffuse Plaques werden sonst nur im Kleinhirn bei Menschen mit der Alzheimer-Krank-
heit beschrieben. Es konnten weiterhin neben diffusen Plaques stirker kondensierte, Kongo-
rot-positive Plaques im frontalen Kortex dargestellt werden. Bei einem Schwarzbiren (Uchida
et al., 1995) sowie im Gehirn eines Polarbérs (Cork et al., 1988) lagen keine neurofibrilliren
Biindel vor. Im Gegensatz hierzu zeigten Cork et al. (1988), die insgesamt 5 Biren untersuch-
ten, neurofibrillire Biindel (10-16 nm breite Fibrillen) im Gehirn eines asiatischen Braunba-
ren (Ursus arctos) in Neuronen des Hippocampus, des entorhinalen Kortex und des Mandel-
kerns (Nucleus amygdaloideum) mittels Immunhistologie und Silberfirbung. Diffuse Plaques
fanden sich bei diesem Tier nicht. Alte Himalaya-Schwarzbdren (Ursus thibetanus) und
Kodiak-Béren (Ursus arctos) wiesen weder Plaques noch neurofibrillédre Biindel auf.

Roertgen et al. (1996) beschreiben Plaques (diffuse und neuritische), eine kongophile Angio-
pathie sowie damit einhergehende Hirnblutungen und neurofibrilldre Biindel im Gehirn eines
alten Vielfrafles (Gulo gulo).

Nakamura et al. (1996c¢) untersuchten sehr alte Katzen und fanden bei Tieren iiber 18 Jahren
BA4-Protein im Neuropil in Form kleiner granuldrer Strukturen, die hdufig in der Ndhe von
Neuronen und Gefden lagen. Diese Ablagerungen sind allerdings viel dezenter als zum Bei-
spiel beim Hund und &hneln nicht den Plaques des Menschen.

Die Beobachtung von Plaques in der GroBhirnrinde eines iiber 20 Jahre alten Kamels
(Camelus bactrianus) von Nakamura et al. (1995) stellt bisher die einzige Beschreibung von
Plaques im Gehirn eines Pflanzenfressers (Herbivoren) dar. Neurofibrillire Biindel fanden
sich nicht. Trotz der Annahme von Johnstone et al. (1991), da3 Kiihe aufgrund der Homolo-
gie ihrer BA4-Proteinsequenz mit der des Menschen Plaques entwickeln kénnen, gibt es bis-

her keinen Hinweis auf die Entstehung von Plaques im Gehirn von Kiihen.
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Braak et al. (1994) fanden hyperphosphoryliertes Tau-Protein in Neuronen der GroBhirnrinde
(Lobus piriformis) von Schafen und Ziegen (élter als 10 Jahre), das aber keine Kondensation
zu neurofibrilldren Biindeln aufwies. Dagegen wurden bei 10 Jahre alten Schafen neuritische
Plaques, neurofibrillire Biindel und Neuropilfdden iliberwiegend im Lobus piriformis von
Nelson et al. (1994, 1995) nachgewiesen.

Nakayama et al. (1999) beschrieben hochgradige Amyloidablagerungen in Gehirngefdl3en
eines Spechtes (Picoides major) und wenige Plaque-dhnliche A4-Proteinablagerungen im
Neuropil. Das Amyloidvorlduferprotein und A4-Protein konnten immunhistologisch in den
Gehirnen alter Lachse nachgewiesen werden (Maldonado et al., 2000).

Aus Schweinegehirnen konnte APP in l6slicher und membrangebundener Form isoliert wer-
den, Plaques fanden sich jedoch nicht (de la Fourniere-Bessueille et al., 1997). Ebenso liel3
sich APP aus der extrazelluldren Matrix von Hithnerembryogehirnen isolieren, das hier mogli-
cherweise an der Neuronenentwicklung beteiligt ist (Small et al., 1992).

Eine hochgradige APP-Expression findet sich, moglicherweise als wichtiger Faktor in der Ge-
hirnreifung und der Synapsenexpression, im Verlauf der zweiten postnatalen Woche in Rat-
tengehirnen (Loffler et al., 1992). Adulte Ratten weisen diese hochgradige APP-Expression
nur noch in Neuronen des Riechkolbens auf (kontinuierliche Synaptogenese) (Loffler et al.,
1992). APP findet sich weiterhin in Neuronen, Gefdllen, Meninge, Plexus chorioideus und
Ependymzellen (Coria et al., 1992). Alte Ratten zeigen schlielich eine Anhdufung des APPs
im Zellkorper und den Dendriten von Purkinjezellen (Nakamura et al., 1994). Spontane 3 A4-
Proteinablagerungen aber kommen bei Ratten nicht vor, es sei denn, es handelt sich um trans-

gene Tiere, die eine Uberexpression oder Mutation eines der "causative gens" (APP, PSI,

PS2) fiir die familidre Alzheimer-Krankheit aufwiesen (Chen et al., 1998).
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3 Material und Methoden

3.1 Hunde

Zur Untersuchung lagen insgesamt 138 Hunde im Alter von 1 Monat bis zu 18 Jahren vor.
Sektionstagebuchnummer, Alter, Geschlecht, Rasse und Erkrankungs- bzw. Todesursache der
Tiere sind in 7ab. 4 (Anhang 9.4) zusammengefaf3t. Die Hunde stammen aus dem Sektionsgut
des Instituts flir Veterinidr-Pathologie in Giessen und aus tierdrztlichen Praxen in Hessen und
angrenzenden Bundeslindern. Alle Hunde wurden immunhistologisch auf BA4-
Proteinablagerungen untersucht. Die fiir weitere Untersuchungen ausgewdhlten Tiere sind in
Tab. 4 (Anhang 9.4) durch Fettdruck hervorgehoben. Fiir den Methodenvergleich wurden 30
alte Hunde (Gruppe 3: Nr. 49, 50, 57, 63, 67, 70, 71, 78, 79, 82, 86, 87, 88, 92, 95, 96, 98,
101, 102, 104, 105, 112, 115, 116, 117, 120, 121, 123, 127, 129, Tab. 4, 10-18 Jahre) heran-
gezogen. Fir die immunhistologische Markierung des Amyloidvorlauferproteins ("amyloid
precursor protein", APP), Neurofilament (NF)-positiver Axone und Sphiroide, des
Haupthistokompatibilititskomplex Klasse II (MHC Klasse II)-Antigens und des Lektins
Bandeiraea simplicifolia (BS-1) auf aktivierten Mikrogliazellen, des sauren Gliafaserproteins
(GFAP) in Astrozyten, Vimentin (Vim)-positiver Zellen, pro-inflammatorischer Zytokine (IL-
1, IL-6, IL-12, TNF-a) und TUNEL-positiver Zellen wurden von den 138 Hunden insgesamt
40 Tiere ausgewdhlt, die in drei Gruppen unterteilt wurden. Die Gruppe 1 bestand aus fiinf
jungen Hunden (Nr. 17, 18, 19, 20, 22, Tab. 4, 2-3 Jahre). Die Gruppe 2 setzte sich aus fiinf
alten Hunden (Nr. 56, 91, 99, 106, 109, Tab. 4, 11-14 Jahre), die keine Plaques aufwiesen,
zusammen. Die Gruppe 3 bestand aus 30 alten Hunden (Nr. 49, 50, 57, 63, 67, 70, 71, 78, 79,
82, 86, 87, 88, 92, 95, 96, 98, 101, 102, 104, 105, 112, 115, 116, 117, 120, 121, 123, 127, 129,
Tab. 4, 10-18 Jahre), die Plaques in unterschiedlicher Anzahl aufwiesen. Fiir die immunhisto-
logischen Untersuchungen zur Darstellung der MHC Klasse II-Antigen Expression auf
aktivierten Mikrogliazellen in Gefrierschnitten wurden die Gehirne von 8 jungen Hunden (Nr.
131-138, Tab. 4, 9 Monate), die aus Kontrollgruppen von Toxizitdtsstudien stammten
herangezogen. Dariiber hinaus wurde der Versuch unternommen mittels eines selbsterstellten
Fragebogens (Anhang 9.4), der an die behandelnden Tierdrzte und die Tierbesitzer
ausgegeben wurde, anamnestische Daten iiber Verhaltensinderungen bzw. das Vorliegen

einer kognitiven Dysfunktion bei alten Hunden zu erhalten.
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3.2 Organproben fiir Histologie, Histochemie und

Immunhistologie

3.2.1 Herstellung der Paraffinblocke

Von allen Tieren wurde wihrend der Sektion das Gehirn entnommen und in 10%igem
Formalin fiir 10 Tage fixiert. Das Gehirn wurde in 8 Schnittebenen, in Anlehnung an den
Atlas "The brain of the dog in section" von M. Singer [1962, Schnittebene Nr.1 (53), Nr. 2
(49), Nr. 3 (45), Nr. 4 (42), Nr. 5 (35), Nr. 6 (32), Nr. 7 (28), Nr. 8 (14)] aufgearbeitet (4bb.
4). Weiterhin wurden Gewebeproben aus Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere, Nebenniere und
Diinndarm sowie ein Auge und Proben aus pathologisch-anatomisch verdnderten Organen
entnommen. Nach der Fixationszeit von 10 Tagen erfolgte nach einer Entwisserung der
Gewebeproben in einer aufsteigenden Alkoholreihe eine maschinelle Einbettung bei 58°C in
einem Paraffin-Paraplast®-Gemisch. Es wurden 5 pm dicke Paraffinschnitte fiir die Immun-
histologie und fiir die Histochemie hergestellt und einzeln auf SuperFrost/Plus-Objekttrager
(Menzel Glaser®) aufgezogen. Ein Schnitt pro Block wurde auf Gelatine-beschichtete Objekt-

trager aufgezogen und mit Himatoxylin-Eosin (HE) gefarbt.

3.2.2 Herstellung der Gefrierblocke

Fiir die Gefrierblockherstellung wurde wie von Wiinschmann (1998) beschrieben eine ca. 5
mm dicke Scheibe aus dem GroBhirn mit parietalem und temporalem Kortex sowie
Hippocampus (Schnittebene 35 nach Singer, 1962) entnommen und drei Gewebestiicke mit
ca. 8 mm Kantenlinge in je ein Aluminiumhiitchen gelegt, mit Tissue-Tec® O.C.T. (Vogel
GmbH & Co KG) bedeckt und in Isopentan (Fluka Chemie AG), das durch fliissigen
Stickstoff in einer umgebenden Kammer auf seinen Gefrierpunkt gekiihlt wurde,
schockgefroren. Die drei Gefrierblocke enthielten folgende Lokalisationen: Block Nr. 1:
parietaler Kortex mit Gyrus cinguli, splenialis, suprasplenialis, lateralis, Block Nr 2:
Hippocampus und Block Nr. 3: temporaler Kortex mit Gyrus ectosylvius posterior. 10 pm
dicke Schnitte wurden auf einem Kryotom der Firma Reichert-Jung (Frigocut, Modell 2700)
angefertigt, auf SuperFrost/Plus®-Objekttriger (Menzel Gliser, Glasbearbeitungswerk GmbH
& Ko KG) aufgezogen, 10 Minuten luftgetrocknet und anschlieBend 10 Minuten bei
Raumtemperatur in Aceton fixiert. Die Gefrierblocke und die Schnitte wurden bis zur

Weiterbearbeitung bei -70°C gelagert.
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3.2.3 Untersuchte Gehirnregionen

Alle 8 Schnittebenen wurden in der HE-Farbung pathololgisch-histologisch untersucht. Zwei
GroBhirnschnitte pro Gehirn, einer auf Hohe des Nucleus caudatus (Schnittebene Nr. 2) und
der zweite auf Hohe des Hippocampus mit parietalem und temporalem Kortex (Schnittebene
Nr. 5) von 30 alten Hunden (Nr. 49, 50, 57, 63, 67, 70, 71, 78, 79, 82, 86, 87, 88, 92, 95, 96,
98, 101, 102, 104, 105, 112, 115, 116, 117, 120, 121, 123, 127, 129, Tab. 4, 10-18 Jahre)
wurden fiir den Methodenvergleich (Histochemie/Immunhistologie) mit fiinf Versilberungs-
techniken und der Immunhistologie untersucht. Eine GroBhirnebene (Schnittebene Nr. 5)
wurde bei allen Hunden (Nr. 1-130, 7ab. 4, 1 Monat bis 18 Jahre) immunhistologisch auf
BA4-Proteinablagerungen untersucht. Die Gehirne von 12 Hunden (Nr. 64, 70, 71, 88, 95, 98,
114, 115, 117, 129, Tab. 4, 12- 18 Jahre) wurden in acht Schnittebenen [Nr.1 (53), Nr. 2 (49),
Nr. 3 (45), Nr. 4 (42), Nr. 5 (35), Nr. 6 (32), Nr. 7 (28), Nr. 8 (14) nach Singer, 1962]
immunhistologisch gefarbt, um die regionale Verteilung der Plaques im Gesamtgehirn
darzustellen (A4bb. 4). Zur immunhistologischen Untersuchung der Verteilung des
Amyloidvorlauferproteins, von GFAP-, MHC Klasse II-, BS-1-, Vimentin-positiven Zellen,
einer Neurofilament- und Zytokinexpression und fiir den in situ-Nachweis apoptotischer
Zellen bzw. von DNA-Doppelstrangbriichen wurde die Schnittebene Nr. 5 von fiinf jungen
Hunden (Gruppe 1, Nr. 17, 18, 19, 20, 22, Tab. 4, 2-3 Jahre), finf alten Hunden ohne Plaques
(Gruppe 2, Nr. 56, 91, 99, 106, 109, Tab. 4, 11-14 Jahre) und 30 alten Hunde mit Plaques
(Gruppe 3, Nr. 49, 50, 57, 63, 67, 70, 71, 78, 79, 82, 86, 87, 88, 92, 95, 96, 98, 101, 102, 104,
105, 112, 115, 116, 117, 120, 121, 123, 127, 129, Tab. 4, 10-18 Jahre) herangezogen. Die
Doppelmarkierung (Plaques/Astrozyten) erfolgte in der Schnittebene Nr. 5 bei neuen Hunden
aus der Gruppe 3 (Nr. 64, 78, 79, 88, 92, 95, 116, 117, 121, Tab. 4, 12-16 Jahre). Fiir die
Untersuchung der MHC Klasse II-positiver Mikrogliazellen lag von 12 Hunden aus der
Gruppe 3 (Nr. 67, 71, 92, 98, 105, 112, 115, 117, 121, 123, 127, 129, Tab. 4) Gefriermaterial

vor, von dem Block Nr. 1 herangezogen wurde.



30 Material und Methoden

Abbildung 4: Schematische Darstellung der acht Schnittebenen in Anlehnung an den Atlas
"The brain of the dog in section" von M. Singer, 1962. Schematische Gehirnabbildung aus
Nickel-Schummer-Seiferle, Lehrbuch der Anatomie der Haustiere, Band 4, Nervensystem.

Paul Parey, Berlin und Hamburg, 1975 entnommen.

In den Gewebeschnitten dieser Hunde wurden folgende Gehirnregionen in die Untersuchun-
gen miteinbezogen:

Schnittebene Nr. 1:  Lobus frontalis

Schnittebene Nr. 2:  Lobus frontalis, Nucleus caudatus

Schnittebene Nr. 3:  Lobus parietalis, temporalis, Putamen, Claustrum

Schnittebene Nr. 4:  Lobus parietalis, temporalis, Thalamus

Schnittebene Nr. 5:  Lobus parietalis, temporalis, Corpus geniculatum laterale und mediale,
Hippocampus

Schnittebene Nr. 6:  Lobus occipitalis

Schnittebene Nr. 7:  Lobus occipitalis, Colliculi inferior

Schnittebene Nr. 8:  Cerebellum

Die Einteilung und Nomenklatur erfolgte nach dem Atlas "The brain of the dog in section"

nach M. Singer (1962).
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3.3 Histochemische Farbeverfahren

Die Himatoxylin und Eosin (HE) Ubersichtsfirbung erfolgte routinemiBig in einem
Farbeautomaten (Shandon Varistain 24-3). Fiir den Nachweis von Plaques (3A4-Protein)
wurden fiinf verschiedene Silberfirbungen eingesetzt. Es wurden die Methode nach
Campbell-Switzer (Campbell et al., 1987), Reusche (Rosenwald et al., 1993), Bielschowsky
in Anlehnung an das von Yamamoto et al. (1986) modifizierte Protokoll und das Protokoll im
Handbuch fiir Labormethoden (Laboratory Methods in Histotechnology, Kapitel 14, A. E.
Downing, Armed Forces Institute of Pathology, Washington, D. C.), Bodian in Anlehnung an
das von Kondoh et al. (1993) modifizierte Protokoll und die Methode nach Gallyas (Gallyas
1971, 1980, 1982a und b) eingesetzt. Weiterhin wurde die Kongorot-Fiarbung nach Puchtler
(1962) verwandt.

3.3.1 Protokoll der Silberfairbung nach Campbell-Switzer

1. Entparaffinieren der Schnitte in Roti®-Histol dreimal fir 10 Minuten, in
Isopropylalkohol fiir 5 Minuten, in 96%igem und 70%igem Alkohol fiir je 5 Minuten.
Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

Inkubation in der Silberfarbelosung (siche Anhang) auf einem Riittler fiir 40 Minuten.

Waschen in 0,5%iger Essigsdaure dreimal fiir je 5 Minuten.

I

Inkubation der Schnitte in physikalischem Entwickler (siehe Anhang) fiir ca. 15
Minuten (Sichtkontrolle im Mikroskop).

Waschen in 0,5%iger Essigsdure dreimal fiir je 5 Minuten.

Fixierung in 1%iger Natriumthiosulfat-Pentahydratlosung fiir 5 Minuten.

Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

e

Vergolden in 0,1%iger Goldchloridlosung fiir 5 Minuten bis die Schnitte in einen
grauen Farbton umschlagen.

10.  Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

11.  Fixieren in 1%iger Natriumthiosulfat-Pentahydratlosung fiir 5 Minuten.

12.  Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

13.  Entwiéssern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe: 50%iger, 70%iger,
80%iger und 96%iger Alkohol fiir je 3 Minuten und zweimal Isopropylalkohol fiir je 5
Minuten, zuletzt in Roti®-Histol dreimal fiir je 2 Minuten, anschlieBend 5 Minuten in
Xylol und Eindecken mit Hilfe des Folieneindeckautomaten Tissue-Tek® (Vogel

GmbH & Co KG).
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3.3.2 Protokoll der Silberfirbung nach Reusche

1. Entparaffinieren der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (siehe 3.3.1).

2. Waschen der Schnitte in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

3. Umrandung der Schnitte mittels eines hydrophoben Stifts (PAP-Pen®).

4. Auftragen der frisch angesetzten Silberlosung (sieche Anhang) mit einer Plastikpipette
und Inkubation in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur fiir 55 Minuten.

5. Schnitte aus der Kammer entnehmen, Farbelosung abgieen und Schnitte in Aqua
dest. fiir 2 Minuten waschen.

6. Fixieren in 3%iger Natriumthiosulfat-Pentahydratlosung fiir 2 Minuten.

7. Wissern der Schnitte in flieBendem Leitungswasser fiir 30 Minuten.

8. Entwiéssern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe 3.3.1) und Ein-
decken mit Hilfe des Folieneindeckautomaten Tissue-Tek”™ (Vo gel GmbH & Co KG).

3.3.3 Protokoll der Silberfirbung nach Bielschowsky (modifiziert)

1. Entparaffinieren der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (siehe 3.3.1).

2. Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

3. Inkubation in vorgewdrmter 17%iger Silbernitratlosung fiir 15 Minuten im Wérme-
schrank bei 37°C.

4. Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

5. Inkubation in einer ammoniakalischen Silbernitratlosung fiir 15 Minuten im Wérme-
schrank bei 37°C.

6. Waschen in 0,3%iger Ammoniakldsung fiir 3 Minuten.

7. Entwickeln in der ammoniakalischen Silberldosung unter Zugabe von 6 Tropfen der
Entwicklerlosung (siehe Anhang) fiir ca. 15 Minuten (Sichtkontrolle im Mikroskop).

8. Waschen in 0,3%iger Ammoniaklosung fiir 3 Minuten.

9. Fixieren in 5%iger Natriumthiosulfat-Pentahydratlosung fiir 5 Minuten.

10.  Waschen in Aqua dest. dreimal je 5 Minuten.

11.  Entwiéssern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe 3.3.1) und Ein-
decken mit Hilfe des Folieneindeckautomaten Tissue-Tek™ (Vogel GmbH & Co KG).

3.3.4 Protokoll der Silberfirbung nach Bodian (modifiziert)

1. Waschen des Kupferdrahtes (2 g Kupferdraht fiir 50 ml 1%iger Albumosesilber-

Methenaminlosung) in 5%iger Salpetersdure fiir 30 Minuten, in Leitungswasser
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dreimal fiir je 5 Minuten, in Aqua dest. dreimal fiir je 5 Minuten und in Aqua bidest.
dreimal fiir je 5 Minuten.

Entparaffinieren der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (siehe 3.3.1).
Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

Inkubation der Schnitte in 1%iger Albumosesilber-Methenaminldsung (siehe Anhang)
auf dem gewaschenen Kupferdraht fiir 16 Stunden bei 37°C.

Waschen in Aqua dest. (kurz eintauchen).

Inkubation in 1%iger Hydrochinonldsung (sieche Anhang) fiir 10 Minuten bei 45°C.
Waschen in Aqua dest. dreimal fiir je 2 Minuten.

Vergolden in 0,5%iger Goldchloridlosung fiir 30 Minuten bis die Schnitte einen
grauvioletten Farbton aufweisen.

Waschen in Aqua dest. dreimal fiir je 2 Minuten.

Entwickeln in 2%iger Oxalsdureldsung fiir 10 Minuten.

Waschen in Aqua dest. dreimal fiir je 2 Minuten.

Fixieren in 5%iger Natriumthiosulfat-Pentahydratlosung fiir 5 Minuten.

Entwiéssern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe 3.3.1) und Ein-

decken mit Hilfe des Folieneindeckautomaten Tissue-Tek”™ (Vo gel GmbH & Co KG).

Protokoll der Silberfirbung nach Gallyas

Entparaffinieren der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (siehe 3.3.1).
Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

Inkubation in Lanthannitrat-Natriumacetatlosung (siche Anhang) fiir 1 Stunde.
Waschen in Aqua dest. fiir 1 Minute.

Inkubation in alkalischer Silberiodidlésung (siche Anhang) fiir eine Minute.

Waschen in 0,5%iger Essigsdure, dreimal fiir je 5 Minuten.

Inkubation in physikalischem Entwickler (siche Anhang) fiir ca. 15 Minuten (Sicht-
kontrolle im Mikroskop).

Waschen in 0,5%iger Essigsdure, zweimal fiir je 5 Minuten.

Fixieren in 1%iger Natriumthiosulfat-Pentahydratlosung fiir 5 Minuten.

Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

Vergolden in 0,1%iger Goldchloridlosung fiir 5 Minuten.

Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

Fixieren in 1%iger Natriumthiosulfat-Pentahydratlosung fiir 5 Minuten, bis die

Schnitte einen hellgrauen Farbton aufweisen.
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14.  Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.
15.  Entwissern in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Eindecken mit Hilfe des

Folieneindeckautomaten Tissue-Tek”™ (Vogel GmbH & Co KG).

3.3.6 Protokoll der Kongorot-Fiarbung

1. Entparaffinieren der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (siehe 3.3.1).

2. Kurz waschen in Aqua dest.

3. Kernfirbung mit Mayer's Himalaun® fiir 5 Minuten.

4. Kurz waschen in Aqua dest.

5. Blduen in flieBendem Leitungswasser fiir ca. 10 Minuten.

6. Vorbehandlung in alkalischer Kochsalzlosung (siche Anhang) fiir 20 Minuten.

7. Inkubation der nicht abgespiilten Schnitte in 0,5%iger Kongorotldsung (sieche Anhang)
fiir 50 Minuten.

8. Rasch Entwissern in 96%igem Alkohol dreimal fiir je 2 Minuten.

0. Eintauchen in Roti®-Histol fiir 5 Minuten, anschlieBend in Xylol fiir 5 Minuten und

Eindecken mit Hilfe des Folieneindeckautomaten Tissue-Tek™ (Vogel GmbH & Co
KG).

3.3.7 Kontrollen

Als positive Kontrollen fiir die histochemischen Farbungen wurden Gehirnschnitte von Men-
schen mit Plaques verwendet (S4/95; S103/93), die von Prof. Dr. Schachenmayr (Institut fiir
Neuropathologie, Gielen) zur Verfiigung gestellt wurden.

3.4 Immunbhistologie

Immunhistologische Techniken wurden eingesetzt, um das BA4-Protein, das Amyloidvor-
lauferprotein (APP), saures Gliafaserprotein (GFAP) in Astrozyten, das Haupthistokompatibi-
lititskomplex Klasse II (MHC II)- Antigen und das Lektin Bandeiraea simplicifolia (BS-1) auf
aktivierten Mikrogliazellen, Vimentin (Vim)-positive Zellen, Neurofilament (NF)-positive
Axone und Sphéroide, pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6

(IL-6), Interleukin-12 (IL-12) und Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a) nachzuweisen.
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3.4.1 Seren und Antikorper

Primér-, Sekundér- und Tertidrantikorper wurden in Tris-gepufferter Kochsalzlosung (TBS)
verdiinnt (Alldinger et al., 1996). Die primdren Antikdrper gegen 1I-6, IL-12 und TNF-a
wurden in TBS mit 20%igem Schweineserum und der Primdrantikorper gegen IL-1 in TBS

mit 40%igem Schweineserum verdiinnt (Grone et al., 2000).

Blocking-Seren:
a) Pferdeserum (unverdiinnt), Pferdeserum 1:5 verdiinnt in TBS

b) Schweineserum (unverdiinnt), Schweineserum 1:10 verdiinnt in TBS

Primére Antikorper und Lektine:

Die verwendeten Antikorper und Lektine sind in 7ab. I zusammengefal3t.

a) monoklonaler anti-humaner f—Amyloid-Antikorper aus der Maus, Klon 6F/3D
(Novocastra, Hamburg)

b) monoklonaler anti-humaner Amyloidvorliuferprotein-Antikorper aus der Maus,
Klon 22C11 (Boehringer Mannheim Biochemica, Mannheim)

c) polyklonaler anti-bovines saures Gliafaserprotein-Antikorper aus dem Kaninchen
(Dako, Hamburg)

d) monoklonaler anti-kanines Haupthistokompatibilititskomplex Klasse II-Antigen-
Antikorper aus der Ratte, Klon R4A1, freundlicherweise von Frau Dr. Vogl (GSF-

National Research Center for Environment and Health, Miinchen, Deutschland) zur

Verfligung gestellt
e) monoklonaler anti-porcines Vimentin-Antikorper aus der Maus (Dako, Hamburg)
f) monoklonaler anti-humaner Neurofilament-Antikdrper aus der Maus (Dako,
Hamburg)
2) polyklonaler anti-humanes Interleukin-1-, -6-, -12- und anti-humanes TNF-a.-

Antikorper aus dem Kaninchen (Genzyme Diagnostics, Riisselsheim)
h) biotiniliertes Lektin aus Bandeiraea simplicifolia gegen o-D-Galaktose
Die Antikorper sind, bis auf den monoklonalen Antikérper gegen das MHC Klasse II-Anti-
gen, der dankenswerterweise von Frau Dr. C. Vogl (GSF-National Research Center for
Environment and Health, Miinchen) zur Verfiigung gestellt wurde, alle kommerziell erhiltlich

(siche Anhang).
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Tabelle 1: Spezifitit, Klon-Nummer, Isotyp und Verdiinnung der eingesetzten monoklo-

nalen und polyklonalen Antikdrper sowie die Herkunft des Lektins.

Spezifitiat der Antikorper Klon Isotyp Spezies Verdiinnung
Humanes B-Amyloid 6F/3D IgG, Maus 1:10
Humanes 22C11 IgG Maus 1:40
Amyloidvorldauferprotein
Bovines Saures Gliafaserprotein - Polyklonal | Kaninchen 1:500
Kanines MHC Klasse II-Antigen | R4Al IgGoa Ratte 1:500
Porcines Vimentin Vo9 IgGy Maus 1:50
Humanes Neurofilament 2F11 IgG, Maus 1:400
Humanes Interleukin-1 - polyklonal | Kaninchen 1:75
Humanes Interleukin-6 - polyklonal | Kaninchen 1:75
Humanes Interleukin-12 - polyklonal | Kaninchen 1:250
Humaner Tumor-Nekrose- - polyklonal | Kaninchen 1:500
Faktor-ou
Lektin Herkunft nachgewiesener Zucker | Verdiinnung
BS-1 (biot.) | Bandeiraea simplicifolia a-D-Galaktose 2 ul/ ml TBS
Sekundire Antikorper:
a) biotinilierter Pferd-anti-Maus-Antikorper (Vector Laboratories, BA 2000, Verdiin-
nung: 9 pl in 1 ml TBS)
b) biotinilierter Kaninchen-anti-Ratte-Antikorper (Vector Laboratories, BA 4000, Ver-
diinnung: 9 ul in 1 ml TBS)
c) biotinilierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (Vector Laboratories, BA 1000, Ver-

diinnung: 9 ul in 1 ml TBS)

Tertiiirer Antikorper:

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC, Vector Laboratories, PK 4000, Ver-

diinnung: 9 pl Avidin und 9 pl Biotin in 1 ml TBS)
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3.4.2 Protokoll der Immunhistologie (ABC-Methode) fiir Paraffinschnitte

In Anlehnung an die von Hsu et al. (1981) und Alldinger et al. (1996) beschriebene Avidin-

Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode wurde folgendes Protokoll verwendet:

1.

Entparaffinieren der Schnitte in Roti-Histol® dreimal fiir 5 Minuten, in Isopropyl-

alkohol zweimal fiir 5 Minuten, in 96%igem, 70%igem und 50%igem Alkohol fiir je 3

Minuten.

Inaktivierung der endogenen Peroxidase in 0,5%igem H>O, in Methanol reinst (siche

Anhang) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Dieser Schritt entféllt fiir BS-1.

Dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS (siehe Anhang) fiir je 5 Minuten.

Umrandung der Schnitte mittels eines hydrophoben Stifts (PAP-Pen®).

Demaskierung:

a)

b)

d)

des f—Amyloids durch Inkubation der Schnitte in 98%iger Ameisensiure (Flu-
ka Feinchemikalien GmbH, siche Anhang) fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur
in Anlehnung an Doi-Yi et al. (1991), Vinters et al. (1988) und Kitamoto et al.
(1987).

des Amyloidvorlduferproteins durch Inkubation der Schnitte in vorgewéarmter
TUF-Losung ("target unmasking fluid", Kreatech Diagnostics, siche Anhang),
1:3 verdiinnt in Aqua dest., fiir 10 Minuten bei 90°C.

des sauren Gliafaserproteins durch Inkubation der Schnitte fiir 15 Minuten in
einer 0,25%igen Triton X-100-Losung (Serva, siche Anhang) bei Raumtempe-
ratur. Danach folgt zweimaliges Waschen in TBS und eine Inkubation der
Schnitte fiir 60 Minuten in einer 0,25%igen Trypsinlosung in vorgewédrmtem
Aqua dest. mit 0,02% CaCl, (pH 7,6) bei 37°C.

des Vimentins durch eine Inkubation der Schnitte fiir 30 Minuten in 0,25%iger
Triton X-100-Losung bei Raumtemperatur.

des Interleukin-1, Interleukin-6 und des TNF-a durch Inkubation fiir 60 Mi-
nuten in 0,25%iger Trypsinlosung in vorgewdrmtem Aqua dest. mit 0,02 g
CaCl, (pH 7,6) bei 37°C.

war nicht erforderlich fiir den Nachweis von Interleukin-12, Neurofilament

und BS-1.

AnschlieBend dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS fiir je 5 Minuten.

Inkubation der Schnitte mit Blocking-Serum:
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10.

1.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

a) fiir den Nachweis von P—Amyloid mit unverdiinntem Pferdeserum fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur.

b) fiir den Nachweis des sauren Gliafaserproteins mit Schweineserum, 1:10 in
TBS verdiinnt, fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur.

c) fiir den Nachweis des Amyloidvorliduferproteins und Vimentin mit Pferde-
serum, 1:5 in TBS verdiinnt, fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur.

d) fiir den Nachweis des Interleukin-1, -6, -12 und TNF-a mit Schweineserum
fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

e) fiir den Nachweis des Lektins BS-1 und Neurofilament nicht nétig.

Absaugen des Blocking-Serums, Auftragen des primédren Antikorpers und Inkubation

fiir 16 Stunden bei 4°C (feuchte Kammer) im Kiihlschrank.

Absaugen des primédren Antikorpers und dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS fiir

je 5 Minuten.

Auftragen des sekundidren Antikorpers und Inkubation fiir 30 Minuten bei Raumtem-

peratur.

Absaugen des sekundidren Antikorpers und dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS

fiir je 5 Minuten.

Inkubation der Schnitte mit dem Avidin-Biotin-Komplex fiir 30 Minuten bei Raum-

temperatur (Herstellung des Avidin-Biotin-Komplexes mindestens 30 Minuten vor

Gebrauch).

Absaugen des Avidin-Biotin-Komplexes und dreimaliges Waschen der Schnitte in

TBS fiir je 5 Minuten.

Inkubation der Schnitte mit 3,3'-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) in 0,1 M

Imidazol-HCI-Puffer, pH 7,1 (siche Anhang) mit 0,3%igem H,O, fiir 10 Minuten bei

Raumtemperatur, dabei vorsichtiges Riihren auf einem Magnetriihrer.

Dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS fiir je 5 Minuten.

Gegenfarbung in Papanicolaou-Losung (1:20 verdiinnt in Aqua dest.), anschlieBend

Blduen in Leitungswasser fiir 10 Minuten und kurzes Eintauchen der Schnitte in Aqua

dest.

Entwissern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe: 50%iger, 70%iger,

80%iger und 96%iger Alkohol fiir je 3 Minuten und zweimal Isopropylalkohol fiir je 5

Minuten, zuletzt in Roti®-Histol dreimal fiir je 2 Minuten, anschlieBend Eindecken mit

Hilfe des Folieneindeckautomaten Tissue-Tek® (Vo gel GmbH & Co KG).
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In der Immunhistologie fiir den Nachweis des Lektins BS-1 entfallen Schritt 10 und 11. Der

Avidin-Biotin-Komplex wird direkt aufgetragen, da das Lektin in biotinilierter Form vorliegt.

3.4.3 Doppelmarkierung

Fir die gleichzeitige Darstellung von Plaques und Astrozyten wird in einem ersten Schritt die
Campbell-Switzer-Methode (siehe 3.3.1) durchgefiihrt, wobei die Schnitte am Ende nicht in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert werden, sondern in TBS verbleiben. In einem

zweiten Schritt wird die Immunhistologie zum Nachweis des sauren Gliafaserproteins

(GFAP) in Astrozyten (siche 3.4) durchgefiihrt.

3.4.4 Protokoll der Immunhistologie (ABC-Methode) fiir Gefrierschnitte

Fir den immunhistologischen Nachweis des MHC Klasse II-Antigens auf aktivierten
Mikrogliazellen wurden Gefrierschnitte verwendet. Prinzipiell basiert die Durchfiihrung der
Immunhistologie am Gefrierschnitt auf dem oben aufgefiihrten Protokoll (siche 3.4.2) in
Anlehnung an Wiinschmann et al. (2000). Im Vergleich zu dem Protokoll von 3.4.2 finden
sich folgende Anderungen:

1. entfillt, statt dessen werden die bei -70°C gelagerten Schnitte fiir mindestens 30 Minu-

ten bei Raumtemperatur aufgetaut und getrocknet.

0

Inaktivierung der endogenen Peroxidase in 0,03%igem H,O; in TBS fiir 30 Minuten

bei Raumtemperatur.

3 wie bei 3.4.2

4 wie bei 3.4.2

5 Demaskierung entfillt.

6. wie bei 3.4.2

7 Eine Inkubation der Schnitte mit Blocking-Serum ist nicht notig.

8 Inkubation der Schnitte mit dem priméren Antikorper fiir 16 Stunden bei 4°C (feuchte
Kammer im Kiihlschrank)

9,10, 11.,12., 13. wie bei 3.4.2

14.  Inkubation der Schnitte mit 3,3'-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) in 0,1 M

Imidazol/HCI-Puffer, pH 7,1 (siche Anhang) mit 0,01%igem H,O, fiir 10 Minuten bei

Raumtemperatur, dabei vorsichtiges Riihren auf einem Magnetriihrer.

15., 16., 17. wie bei 3.4.2
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3.4.5 Kontrollen

Als positive Kontrollen fiir die immunhistologischen Reaktionen wurden fiir das B—Amyloid
und das Amyloidvorlauferprotein Gehirnschnitte von Menschen mit Plaques (S4/95, S103/93)
verwendet, die von Prof. Dr. Schachenmayr (Institut fiir Neuropathologie, GieBBen) zur Ver-
fligung gestellt wurden. Dariiber hinaus wurden saures Gliafaserprotein-, MHC Klasse II-
Antigen, BS-1-, Vimentin-, Neurofilament-, IL-6 und TNF-a-positive Gehirnschnitte von
Hunden mit natiirlicher Staupevirusinfektion mitgefiihrt. Als positive Kontrollen fiir die IL-1-
und IL-12-Expression dienten Zellpellets (DH82-Zellinie, nicht-infiziert, 9. Tag), die eine
spontane Expression dieser Zytokine aufwiesen. Als negative Kontrollen wurden
Folgeschnitte des zu untersuchenden Préiparates mitgefiihrt, welche statt mit dem priméren
Antikorper mit "minimal essential medium with Earle's salt" (MEME), mit "tris-buffered
saline" (TBS), mit Serum von nicht-immunisierten Kontrollkaninchen (KK) oder einem
monoklonalen Antikorper gegen T-Zelloberflichenantigen von Hiihnerlymphozyten (T1)

inkubiert wurden.

3.5 TUNEL-Methode fiir den Nachweis apoptotischer Zellen

Fiir den in situ-Nachweis von "terminal deoxynucleodidyl transferase (TdT)-vermittelte dUTP
nick-end-labeling" (TUNEL)-positiven Zellen bzw. DNA-Doppelstrangbriichen in apopto-
tischen Zellen wurde der kommerziell erhiltliche "In Situ Cell Death Detection Kit, AP"

(Boehringer Mannheim) eingesetzt.

1. Entparaffinieren der Schnitte in Roti-Histol® zweimal fiir 5 Minuten, in Isopropyl-
alkohol zweimal fiir 5 Minuten, in 96%igem Alkohol und in 70%igem Alkohol fiir je
5 Minuten.

2. Verbringen der Schnitte in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

3. Vorbehandlung der Schnitte mittels Proteinase K (20 pg/ml in 10 mM Tris-HCI, pH
7,4) fiir 25 Minuten bei Raumtemperatur.

4. Zweimaliges Waschen der Schnitte in PBS (siehe Anhang) fiir 5 Minuten, Umrandung
des Gewebes mit einem hydrophoben Stift (PAP-Pen®) und Auflegen der Schnitte auf
ein Tablett.

5. Herstellen und Auftragen des TUNEL-Reaktionsgemischs. Hierfiir werden 450 pl
"Label Solution" (Fertiglosung) mit 50 pl "Enzyme Solution" (Fertiglosung) vermischt



Material und Methoden 41

und anschlieBend werden pro Schnitt 50 pul Reaktionsgemisch aufgetragen und das
Gewebe mit einem Streifen Gelbond® (Biozym) abgedeckt.

6. Inkubation der Schnitte in einer feuchten Kammer fiir 60 Minuten bei 37 °C.

7. Dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS.

8. Auftragen des "Converter-AP" (mit alkalischer Phosphatase konjugierter Schaf-anti-
Fluoreszein-Antikorper), Abdecken der Schnitte mit Gelbond®-Streifen und Inkuba-
tion der Schnitte fiir 30 Minuten bei 37 °C. AnschlieBend dreimaliges Waschen der
Schnitte in PBS.

9. Auftragen eines chromogenen Substrates (Fast Red®, DCS Innovative Diagnostik-
systeme) und Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

10.  Zweimaliges Waschen der Schnitte in PBS fiir je 5 Minuten.

11.  Firben der Schnitte in Mayers Himalaun (siche Anhang) fiir 3 Minuten.

12.  Blduen der Schnitte in Leitungswasser fiir 3 Minuten.

13.  Einbringen der Schnitte in PBS und Eindecken mittels Glyceringelantine.

3.5.1 Kontrollen

Als positive Kontrolle wurde der Gewebeschnitt eines Rektumpolypen eines 13jdhrigen
Deutschen Schiferhundes (T-9734/99) benutzt, der in der HE-Ubersichtsfirbung zahlreiche
apoptotische Zellen, die sich durch ein geschrumpftes, eosinophiles Zytoplasma, eine halb-
mondférmige Chromatinkondensation und apoptotische Kernkdrperchen auszeichneten

(Granville et al., 1998), aufwies.

3.6 Auswertung der Schnitte

Die HE-gefirbten Gehirnschnitte aller Hunde (Nr. 1-130, 7ab. 4, 1 Monat bis 18 Jahre)
wurden pathologisch-histologisch untersucht. Die Gehirnschnitte der jungen Hunde (Gruppe
1, 2-3 Jahre, n = 5) und der alten Hunde ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre, n = 5) und der
alten Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre, n = 30) wurden insbesondere im Hinblick
auf eine vorhandene Meninxfibrose, eine Fibrose des Plexus chorioideus, Lipofuszinabla-
gerungen in Neuronen und perivaskuliren Makrophagen in der grauen und weillen
Substanz und eine vermehrte Anzahl von Sphiroiden und sogenannten eosinophilen
Kiigelchen in der weiflen Substanz ausgewertet. Diese pathologisch-histologischen Befunde

wurden nach dem geschitzten Schweregrad der Verdnderung semiquantitativ ausgewertet (0
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= keine, + = geringe, ++ = mittelgradige, +++ = hochgradige Verdnderung). Das Auftreten
von Mikroblutungen in der grauen Substanz wurde als ja / nein -Aussage bewertet.

Im Rahmen des Methodenvergleichs (Histochemie/Immunhistologie) wurden fiir jede
Methode die nachgewiesenen Plaques in der grauen Substanz ausgezihlt. Mit Hilfe eines
Mikroskops (IX70, Fa. Olympus, Hamburg) wurde in jeder der zwei Schnittebenen an Folge-
schnitten die Plaqueanzahl fiir jede Methode in fiinf Zahlfeldern mit Hilfe einer Netzmikro-
meterplatte (Olympus U-OCMSQ, Hamburg), die in die Okulare des Mikroskops eingelegt
wird, bestimmt. Die in der 40er VergroBerung (4er Objektiv) entstandene Zihlflache betrigt
6,25 mm”. Die Anzahl Plaques pro 6,25 mm” wird in der Folge Plaquedichte genannt.

Die MHC Klasse II Antigen-positiven Mikrogliazellen wurden in den Gehirnen von acht jun-
gen Kontrollhunden (Nr. 131-138, 7ab. 4, 9 Monate) und von 12 Hunden aus Gruppe 3 (Nr.
67,71,92,98, 105, 112, 115, 117, 121, 123, 127, 129, Tab. 4, 10-18 Jahre) in einem Gefrier-
schnitt in fiinf zufallig ausgewéhlten Lokalisationen in der grauen und der weillen Substanz in
der 400er VergrofBerung (40er Objektiv) gezihlt. Die GFAP-positiven Astrozyten wurden in
den Gehirnen der Hunde aus Gruppe 1 (2-3 Jahre), 2 und 3 (10-18 Jahre) in einem
Gehirnschnitt in fiinf zufdllig ausgewéhlten Lokalisationen in der grauen und der weillen
Substanz in der 400er VergroBerung (40er Objektiv) gezdhlt. In dieser VergroBerung betrigt
die durch die Netzmikrometerplatte entstandene Zihlfliche 0,0625 mm?. Spiter erfolgt eine
Umrechnung der Anzahl Zellen pro 6,25 mm®. Weiterhin wurde die Topografie der Zellen,
die Morphologie und die Intensitdt der Immunreaktion beriicksichtigt.

Die Auswertung der immunhistologischen Markierung der 3A4-Proteinablagerungen in den
meningealen und parenchymalen GefaB3en, des Amyloidvorlauferproteins, Neurofilament-,
Vimentin-, BS-1-positiver Zellen, der Zytokine und TUNEL-positiver Zellen in grauer und
weiller Substanz erfolgte flir die jungen Hunde aus Gruppe 1 (2-3 Jahre) sowie die alten
Hunde der Gruppe 2 und 3 (10-18 Jahre) in einem Gehirnschnitt nach dem geschéitzten
Schweregrad der Verdnderung semiquantitativ wie folgt: 0 (kein Signal), + (schwaches
positives Signal bzw. Braunfiarbung einzelner Zellen, Gefdlen oder Parenchymareale), ++
(mittelgradiges positives Signal bzw. Braunfiarbung weniger Zellen, GefiaBle, Parenchym-
areale) und +++ (hochgradiges positives Signal bzw. Braunfarbung zahlreicher Zellen, Ge-
faBle, Parenchymareale). Das Auftreten von fA4-Proteinablagerungen im Hippocampus
wurde in Form einer ja / nein-Aussage beurteilt. Zusétzlich wurde fiir jedes nachweisbare

Antigen die Morphologie und Topografie in der weilen und grauen Substanz beriicksichtigt.
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3.7 Statistische Analyse

Die Datenhaltung und -auswertung erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk
(LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterinar-
medizin der Justus-Liebig-Universitdt Giessen. Die statistischen Auswertungen wurden unter
Verwendung des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamic, Release 7.0, (Dixon, 1993)
durchgefiihrt. Die grafischen Abbildungen wurden auf einem Personalcomputer mit dem Pro-
gramm ORIGIN (Version 6.0) erzeugt. Zur Beschreibung der Daten wurden arithmetische
Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima, Maxima und der Stichprobenumfang berech-
net. Bei einer rechts- bzw. linksschiefen Verteilung positiver, quantitativer Merkmale wurde
eine logarithmische Transformation durchgefiihrt und die Datenbeschreibung mit Hilfe von
geometrischen Mittelwerten und Streufaktoren vorgenommen. Bei den semiquantitativen
Variablen erfolgte die Datenbeschreibung durch die Angabe der Mediane sowie der kleinsten
(Minimum) und der grof3ten (Maximum) Beobachtungen.

Zur statistischen Priifung des Methodenvergleiches auf Signifikanz wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse mit MeBwiederholung im Faktor Methode mit dem Programm BMDP7D
durchgefiihrt. Falls sich hierbei signifikante Unterschiede ermitteln lieBen, wurden die
Gruppen anschlieBend paarweise mit dem Student-Newman-Keuls-Verfahren verglichen. Bei
semiquantitativen Merkmalen, wie z.B. den BA4-Proteinablagerungen in den meningealen
und parenchymalen Gefdllen, des Amyloidvorlduferproteins, Neurofilament-, Vimentin-, BS-
I-positiver Zellen, der Zytokine und TUNEL-positiver Zellen in grauer und weiller Substanz
bei jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre) und alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre),
kam bei Gruppenvergleichen der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test bzw. der Kruskal-Wallis-
Test mit anschlieBenden paarweisen Vergleichen nach Nemenyi unter Verwendung des Pro-
gramms BMDP3S zum Einsatz. Die Untersuchung der Zusammenhénge erfolgte bei quanti-
tativen Merkmalen, wie z.B. der Anzahl MHC Klasse II Antigen-positiver Mikrogliazellen
und GFAP-positiver Astrozyten mit Hilfe von Korrelations- bzw. Regressionsanalysen mit
dem Programm BMDP6D unter Angabe der Korrelations- bzw. Regressionsgeraden oder mit
Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman. Die Gegeniiberstellung qualitativer
Merkmale, wie z.B. des Auftretens von Mikroblutungen in der grauen Substanz und BA4-
Proteinablagerungen im Hippocampus bei jungen und alten Hunden, erfolgte durch mit dem
Programm BMDPA4F erzeugte Hiufigkeitstabellen, die mit dem Fisher-Test/Chi-Quadrat-Test
auf signifikante Zusammenhinge gepriift wurden. Hier kam ebenso wie bei den Nemenyi-

Vergleichen und dem Student-Newman-Keuls-Test ein Computerprogramm der AG Bio-
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mathematik und DV zum Einsatz. Bei der Benennung der statistischen Signifikanzen wurde
das Signifikanzniveau o = 0,05 zugrunde gelegt, d.h. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als

statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Merkmale der untersuchten Hunde

4.1.1 Altersverteilung

Die fiir die Untersuchungen vorliegenden 138 Hunde waren im Alter von einem Monat bis zu
18 Jahren und wurden in einem Zeitraum von vier Jahren (1996-1999) gesammelt. Die
Tagebuchnummern, Rasse, Alter und die Erkrankungs- bzw. Todesursache der einzelnen

Hunde sind in 7ab. 4 (Anhang 9.4) aufgefiihrt. In der Abb. 5 ist die Anzahl der Hunde pro
Altersgruppe dargestellt.
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Abbildung 5: Altersverteilung der untersuchten Hunde im Alter von einem Monat bis zu 18

Jahren (n = Anzahl der Hunde).

4.1.2 Gewichtsverteilung

Anhand des Kdrpergewichts wurden die Hunde ab dem 8. Lebensjahr, das in der Literatur als
Beginn des sogenannten geriatrischen Lebensabschnittes angesehen wird, in Anlehnung an

Danckert und Kraft (1997) in kleine (bis zu 15 kg Korpergewicht), mittelgroe (15-45 kg
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Korpergewicht) und grofle Hunde (iiber 45 kg Korpergewicht) eingeteilt. Aus der 4Abb. 6 wird
deutlich, daB3 mit zunehmendem Alter mehr mittelgrole und kleine Hunde als gro3e Hunde
vorlagen. Von vier der insgesamt 91 Hunde, die 8 Jahre und &lter waren, lag keine Gewichts-
angabe vor. Bei den 8 bis 9jdhrigen Hunden fanden sich nur zwei Hunde, die ein Gewicht von
iiber 45 kg aufwiesen und so zu den groBen Hunderassen zéhlen. Bei den 10 bis 16jdhrigen
Hunden fanden sich nur mittelgroBe und kleine Hunde und bei den 17 bis 18jdhrigen Hunden

fanden sich nur noch kleine Hunde mit einem Korpergewicht von unter 15 kg Kérpergewicht.
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Abbildung 6: GroBeneinteilung der untersuchten Hunde ab dem 8. Lebensjahr in grof3e (iiber
45 kg), mittelgroBe (15-45 kg) und kleine Hunde (unter 15 kg) (Anzahl der Hunde = 87).

4.1.3 Rassenverteilung

Die prozentualen Anteile der einzelnen Hunderassen sind in 7ab. 2 angegeben. 32,6% der
Hunde waren Mischlingshunde und 67,4% reinrassige Hunde. Unter den Rassehunden war
der Deutsche Schiferhund mit 9,4% und der Dackel mit 8,7% am héufigsten vertreten. Unter
dem Namen Dackel wurden hier Rauhhaar-, Langhaar-, Kurzhaardackel und Teckel zu-

sammengefalit.
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Tabelle 2: Prozentuale Verteilung der untersuchten Mischlinge und Rassehunde

Hunderasse Anzahl (n) | Hunderasse Anzahl (n)
Mischlinge 45 Pyrendenhund 1
Deutscher Schéferhund 13 Rhodesian Ridgeback 1
Dackel 12 Wachtel 1
Marshall Beagle 8 Golden Retriever 1
Rottweiler 7 Chihuahua 1
Pudel 5 Samojede 1
Berner Sennenhund 5 Boxer 1
West Highland Terrier 4 Deutsch-Kurzhaar 1
Riesenschnauzer 4 Bullterrier 1
Pekinese 2 Bobtail 1
Labrador 2 Eurasier 1
Mittelschnauzer 2 Setter 1
Fox Terrier 2 Airedale Terrier 1
Yorkshire Terrier 2 Labrador-Retriever 1
Cocker Spaniel 2 Chow-Chow 1
Schweihund 2 Magyar Vizsla 1
Dalmatiner 2 Shih-Tzu 1
Dobermann 2 Gesamtanzahl der Hunde 138

4.2 Methodenvergleich

In der Literatur finden sich in humanmedizinischen Studien zahlreiche unterschiedliche

Methoden fiir die Darstellung von Plaques, neurofibrilliren Biindeln und der kongophilen

Angiopathie. Es werden unterschiedliche histochemische und immunhistologische Methoden

beschrieben, deren Ergebnisse erhebliche Unterschiede hinsichtlich der Sensitivitdt und

Spezifitdt aufweisen. Aufgrund der Tatsache, daf} drei Silberfarbungen in dieser Arbeit ver-

wendet wurden, iiber die in der Literatur bisher noch keine Angaben hinsichtlich ihrer

Verwendbarkeit fiir die Darstellung von Plaques, neurofibrilliren Biindeln und einer

kongophilen Angiopathie im Gehirngewebe vom Hund vorliegen, sollten diese Methoden

vergleichend getestet und wenn moglich fiir den Hund etabliert werden. Fiir den Methoden-

vergleich wurden Folgeschnitte aus zwei Regionen der Gehirne von 30 alten Hunden (Gruppe

3, 10-18 Jahre) untersucht.
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4.2.1 Immunbhistologie

4.2.1.1 Immunbhistologische Markierung des fA4-Proteins in Hundegehirnen

Die immunhistologische Markierung des BA4-Proteins an zwei Formalin-fixierten, Paraffin-
eingebetteten Gehirnschnitten (Schnittebene Nr. 2 und 5) mittels eines monoklonalen
Antikorpers (Klon 6F/3D) zeigte bei 100% der Hunde (n = 30) braun gefarbte Plaques, die
eine unterschiedliche GroB3e von ca. 30 bis zu 150 um aufwiesen und in den oberflachlichen
Kortexschichten 2 bis 4 lagen (4bb. 19). Zusitzlich zu diesen kondensierten, gut begrenzten
Plaques konnten in der Immunhistologie groBflichige, wolkige, fein-granulire BA4-
Proteinablagerungen in den tiefen Kortexschichten 5 und 6 dargestellt werden, die sich teils
iiber die gesamte Liange einer GroBhirnfurche erstreckten. Die meningealen GefdBle wiesen
bei 97% der Hunde segmentale oder zirkuldre, braun gefirbte 3A4-Proteinablagerungen in
der Tunica media auf (4bb. 20). Zusétzlich fanden sich bei 90% der Hunde PA4-
Proteinablagerungen in den parenchymalen Kapillaren der grauen Substanz (4bb. 21). Diese
BA4-Protein-positiven Kapillaren lagen immer in Gruppen zusammen, herdférmig in den
Kortexschichten 2 bis 4. Im Hippocampus zeigte sich ein scharf begrenztes, fein-granuléres,
braun gefarbtes Band im Stratum moleculare (4bb. 22). In der weillen Substanz fand sich bei
keinem Hund ein positives Signal. Klassische/neuritische Plaques mit einem kondensierten
BA4-Proteinkern und einem Kranz aus dystrophischen Neuriten, wie sie fiir den Menschen

beschrieben werden, fanden sich nicht.

4.2.1.2 Immunbhistologische Markierung des fA4-Proteins in humanem Kontroll-

gewebe

In den Gehirnschnitten eines Menschen fanden sich mittels Immunhistologie braun angeférbte
diffuse (4bb. 23) und klassische/neuritische Plaques in der grauen Substanz der GroBhirnrinde
(4bb. 24). Vereinzelt trat ein positives Signal in den meningealen Gefden auf (4bb. 25). In

der weillen Substanz fand sich kein positives Signal.

4.2.2 Histochemie

4.2.2.1 Silber- und Kongorotfirbung in Hundegehirnen

Je zwei Formalin-fixierte und Paraffin-eingebettete Gehirnschnitte (Schnittebene Nr. 2 und 5)
pro Hund wurden mit den fiinf Silberfarbungen und der Kongorot-Farbung untersucht. Mittels

der Campbell-Switzer-Methode konnten bei 90% der Hunde (n= 27) in der grauen Substanz
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der GroBhirnrinde Plaques gefunden werden. Die Plaques bestanden aus einem feinen, fadi-
gen, schwarz gefiarbten Netzwerk (4bb. 26) und entsprachen hinsichtlich der Grofe (30 pm
bis 150 um) und der lamindren Verteilung den Ergebnissen der immunhistologischen Fér-
bung. Die immunhistologisch nachweisbaren grof3flichigen, wolkigen  A4-Proteinablagerun-
gen in den tiefen Kortexschichten 5 und 6 fanden sich nicht. Die graue Substanz farbte sich
diffus grau und die Axone in der weillen Substanz schwarz an (4bb. 27). Die meningealen
Gefdfle und die parenchymalen Kapillaren der grauen Substanz zeigten ebenfalls eine hell-
graue Hintergrundfirbung. GefdaBe mit immunhistologisch nachgewiesenen 3 A4-Ablagerun-
gen zeigten eine spezifische, segmentale Schwarzfarbung (4bb. 28 und 29). Die Reusche-
Methode zeigte bei 67% der 30 Hunde gleichartige, fein-fadige, schwarz gefarbte Plaques in
der grauen Substanz der GroBhirnrinde in der Kortexschichten 2 bis 4 (4bb. 30). Die graue
Substanz wies ebenso wie die Axone in der weilen Substanz eine gelbe und Sphéroide eine
dunkelgelbe Farbung auf (4bb. 31). Die meningealen Gefdlle zeigten ebenso eine gelbe Far-
bung und an Stellen mit immunhistologisch nachgewiesenen 3A4-Proteinablagerungen trat
eine spezifische, segmentale, dunkelbraune Farbung auf (4bb. 32). Die immunhistologisch
BA4-Protein-positiven Kapillaren in der grauen Substanz waren nicht angefdrbt. Die Biel-
schowsky-Methode zeigte eine schwache Anfiarbung braun-schwarzer Plaques bei 60% der
Hunde (n = 18) an (4bb. 33). Die graue Substanz hatte einem hellbraunen Farbton und die
Axone und Sphédroide in der weilen Substanz farbten sich braun-schwarz an (4bb. 34). Die
meningealen Gefdfle und parenchymalen Kapillaren farbten sich unspezifisch braun. Die mo-
difizierte Bodian-Methode wies nur bei 10% der Hunde vereinzelte schwach angefarbte
grau-violette Plaques auf, die sich aber kaum von dem violetten Farbton der grauen Substanz
abhoben. In der weiflen Substanz zeigten die Axone die gleiche violette Hintergrundfirbung
wie die graue Substanz; und die Sphéroide farbten sich dunkelviolett (4bb. 35). Die
meningealen Gefdlle und die Kapillaren in der grauen Substanz wurden dunkelviolett ange-
farbt und an Stellen mit immunhistologisch nachweisbaren BA4-Proteinablagerungen fand
sich eine segmentale, spezifische hellrote Anfarbung (4bb. 36 und 37). Die Gallyas-Methode
farbte keine Plaques an. Ebenso blieben alle tibrigen Gewebsstrukturen ungefarbt. Mit keiner
der genannten Silberfarbungen konnten klassische/neuritische Plaques und/oder neurofibril-
lare Biindel dargestellt werden, wie sie fiir den Menschen beschrieben werden. Die Kongo-
rot-Firbung farbte die Plaques im Neuropil bei keinem Tier an. Die graue Substanz zeigte
eine blasse rotliche Farbe. In den meningealen Gefdflen bei 93% der Hunde fand sich an
Stellen mit immunhistologisch nachweisbaren BA4-Proteinablagerungen eine spezifische,

segmentale Rotfarbung (4bb. 38a). Die Kapillaren der grauen Substanz farbten sich nicht an.
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Im polarisierten Licht zeigte sich an diesen Stellen die durch Doppelbrechung hervorgerufene
charakteristische griin-gelbliche Farbung des in B-Faltblattstruktur vorliegenden 3 A4-Proteins
(4bb. 38b).

4.2.2.2 Silber- und Kongorotfirbung in humanem Kontrollgewebe

In den mitgefiihrten Gehirnschnitten eines Menschen fanden sich mittels der Silberfarbungen
nach Campbell-Switzer, Reusche, Bielschowsky (modifiziert) und Bodian (modifiziert)
diffuse und klassische/neuritische Plaques. Die Kongorot-Farbung markierte hier den zentra-
len kondensierten Amyloidkern der klassischen/neuritischen Plaques, nicht jedoch die
diffusen Plaques. Dariiber hinaus wiesen die Methoden nach Campbell-Switzer, Reusche,
Bielschowsky, Bodian und Gallyas neurofibrillire Biindel im Zytoplasma von Neuronen
nach.

Die Campbell-Switzer-Methode zeigte schwarz geféarbte diffuse Plaques (4bb. 39), die sich
nur aus einem fein-fadigen Netzwerk zusammensetzten, und klassische/neuritische Plaques,
die aus einem kondensierten Amyloidkern und einem Kranz dystrophischer Neuriten bestehen
(4bb. 40) und schwarz gefirbte neurofibrillire Biindel (4bb. 41). Das Neuropil farbte sich
homogen grau und die Axone in der weillen Substanz schwarz. Die meningealen Gefédfle und
parenchymalen Kapillaren der grauen Substanz zeigten die unspezifische graue Hintergrund-
farbung. Die Reusche-Methode firbte diffuse (4bb. 42) und klassische/neuritische Plaques
(Abb. 43) sowie neurofibrillare Biindel schwarz (4bb. 44) und die graue Substanz zeigte eine
gelbe Farbung. Die Axone in der weillen Substanz waren ebenso unspezifisch gelb gefarbt.
Die meningealen Gefdlle und die parenchymalen Kapillaren waren unspezifisch gelb ange-
farbt. Die Bielschowsky-Methode zeigte schwarz-braune diffuse (4bb. 45) und klassische/
neuritische Plaques (4bb. 46) sowie neurofibrillire Biindel (4bb. 47). Die graue Substanz und
die Gefifle wiesen eine braune Hintergrundfarbung auf und die Axone in der weillen Substanz
wurden deutlich schwarz angefiarbt. Die Bodian-Methode zeigte hell-violett gefarbte diffuse
(4bb. 48) und klassische/neuritische Plaques (4bb. 49) sowie neurofibrillire Biindel (4bb.
50). Die graue Substanz, die Gefille und die Axone in der weilen Substanz farbten sich
violett. Die Gallyas-Methode zeigte schwarz gefdrbte neurofibrillire Biindel (4bb. 57). Das
Neuropil, die GefiaBe, sowie die Axone in der weilen Substanz farbten sich nicht an. Die
Kongorot-Firbung firbte spezifisch den Amyloidkern der klassischen/neuritischen Plaques
rot an (4bb. 52a), der in der Doppelbrechung griin aufleuchtete (4bb. 52b). Die graue

Substanz war blass rotlich gefarbt.



Ergebnisse 51

4.2.3 Morphometrie und statistische Auswertung

Mittels einer morphometrischen Netzmikrometerplatte wurden die Plaques fiir jede Methode
in der 40er Vergroflerung (4er Objektiv) in fiinf Zéhlfeldern pro Schnitt und zwei Schnitten
pro Gehirn ausgezihlt. Die Fliche eines Zihlfeldes betrigt 6,25 mm®. Die Immunhistologie
war die sensitivste Methode; sie detektierte bei den 30 Hunden 18 Plaques/6,25 mm® im geo-
metrischen Mittel. Es folgten die Silberfirbungen wie die Campbell-Switzer-Methode mit 8
Plaques/6,25 mmz, die Reusche-Methode mit 3 Plaques/6,25 mm’ und die modifizierte
Bielschowsky-Methode mit 2 Plaques/6,25 mm® im geometrischen Mittel (4bb. 7).
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Abbildung 7: Nachweis von Plaques mittels Immunhistologie sowie drei Silberfairbungen bei
30 alten Hunden (Gruppe 3, 10-18 Jahre). IH = Immunhistologie, CS = Campbell-Switzer,
R = Reusche, B = Bielschowsky

Der kleinste Wert lag fiir alle Methoden bei 0,5 Plaques/6,25 mm’® und die maximalen
Zéahlwerte lagen flir die Immunhistologie bei 250 Plaques/6,25 mm?, fir die Campbell-
Switzer-Methode bei 200 Plaques/6,25 mm?, fiir die Reusche-Methode bei 116 Plaques/6,25
mm” und fiir die modifizierte Bielschowsky-Methode bei 42 Plaques/6,25 mm®”. Mittels der
modifizierten Bodian-Methode zeigten sich vereinzelte, schlecht erkennbare Plaques und
mittels der Gallyas-Methode gar keine Plaques. In die weiterfithrende statistische Auswertung
wurden diese zwei Methoden nicht miteinbezogen. Es ergaben sich in einer einfaktoriellen

Varianzanalyse statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Methoden (p = 0,0001). Im
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Anschlu3 wurde aufgrund signifikanter Unterschiede zwischen den Methoden der Student-
Newman-Keuls-Test durchgefiihrt. Es ergaben sich auch hier signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen Methoden (p = 0,01).

4.2.3.1 Clusteranalyse

Die Zéhlung der mittels Immunhistologie nachweisbaren Plaques machte weiterhin deutlich,
daf3 die Plaquedichte in den Gehirnen der alten Hunde individuell sehr unterschiedlich ist und
von einem bis zu 149 Plaques/6,25 mm” im arithmetischen Mittel schwankt. Bei den alten
Hunden konnte keine altersabhéngige stetige Zunahme der Plaqueanzahl gefunden werden.
Beispielsweise fanden sich bei zwei 10jihrigen Hunden 127 und 148 Plaques/6,25 mm® im
arithemtischen Mittel und bei den drei 16jahrigen Hunden nur 1 bis 11 Plaques/6,25 mm®
(4bb. 8). Mittels eines statistischen Verfahrens, der Clusteranalyse (Deichsel und Trampisch,
1985), konnten drei Gruppen aufgezeigt werden: 5 Hunde mit niedriger (12-16 Jahre), 14
Hunde mit mittlerer (11-16 Jahre) und 11 Hunde mit hoher Plaquedichte (10-18 Jahre), wobei
sich Grenzen bei ca. 2,5 und bei 40 Plaques/6,25 mm® fanden (4bb. 9).
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Abbildung 8: Immunhistologisch bestimmte individuelle Plaquedichten bei 30 alten Hunden
(Gruppe 3, 10-18 Jahre).
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Abbildung 9: Einteilung der 30 alten Hunde (Gruppe 3, 10-18 Jahre) in drei unterschiedliche
Cluster in Abhdngigkeit von der individuellen Plaquedichte. Die Grenzen der drei Cluster
liegen bei 2,5 Plaques/6,25 mm® (Pfeil A) und 40 Plaques/6,25 mm? (Pfeil B).

4.3 Pathologisch-histologische Untersuchung des Gehirns

4.3.1 Ubersichtsauswertung

Die Gehirne aller Hunde (1 Monat bis zu 18 Jahren) wurden mittels HE-Féarbung einer
histologischen Ubersichtsauswertung unterzogen. In den Gehirnen von vier Hunden (Nr. 64,
76, 83, 123, Tab. 4, Anhang 9.4) fanden sich Metastasen eines Lymphosarkoms,
Hiamangiosarkoms, eines anaplastischen Mammakarzinoms und eines Prostatakarzinoms.
Zwei Hunde (Nr. 78, 117) wiesen einen stark erhohten Zellgehalt unklarer Ursache in der
weilen (Nr. 78) und in der grauen Substanz (Nr. 117) auf. Immunhistologische
Untersuchungen dieser Schnitte zum Nachweis von Staupevirus-Antigen, CD3- und MHC

Klasse II-Antigen-positiver Zellen verliefen mit negativem Ergebnis.

4.3.2 Altersabhiangige pathologisch-histologische Gehirnverinderungen

Dariiber hinaus wurden die Gehirne von aus 138 Hunden ausgewihlten jungen Hunden
(Gruppe 1, 2-3 Jahre, n = 5) und alten Hunden ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre, n = 5)

und alten Hunden mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre, n = 30) einer weiterfiihrenden
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Beurteilung und semiquantitativen Auswertung altersabhdngiger Verdnderungen, wie z.B.
Fibrose der Meninx und des Plexus chorioideus, des Lipofuszingehaltes von Neuronen und
perivaskuldren Makrophagen, Mikroblutungen in der grauen Substanz und Sphéiroiden in der

weillen Substanz, unterzogen.

4.3.2.1 Junge Hunde

Die Gehirne der jungen Hunde (Gruppe 1, 2-3 Jahre) wiesen keine besonderen
Verdnderungen auf. Die Meningen und der Plexus chorioideus waren ohne besonderen
Befund. In den Neuronen der GroBhirnrinde konnte kein Lipofuszin nachgewiesen werden. Es
fanden sich keine perivaskuldr gelegenen Lipofuszin-haltigen Makrophagen in der grauen und
der weilen Substanz. Bei keinem der Hunde traten Mikroblutungen im Neuropil auf. In der
weillen Substanz fanden sich keine Sphédroide und keine sogenannten eosinophilen

Kiigelchen.

4.3.2.2 Alte Hunde ohne und mit Plaques

Bei 100% der alten Hunde ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre) lag eine Fibrose der
Meninx, die sich durch Zunahme der kollagenen Fasern und Fibrozyten in der Leptomeninx
auszeichnet, vor. Daneben fand sich bei 60% der Hunde eine Fibrose des Plexus chorioideus.
Die Neuronen in der GroBhirnrinde wiesen bei allen Hunden eine Speicherung des
Alterungspigments Lipofuszin auf. Dieses Pigment stellt sich als griin-gelbliches, fein-
granuldres Material dar und lag im Zytoplasma der Neuronen. Besonders deutlich zeigte sich
dieses Pigment in den groBen Pyramidenzellen. Perikapillire Mikroblutungen in der grauen
Substanz traten bei keinem der Hunde ohne Plaques auf. Weiterhin fanden sich in grauer und
weiller Substanz perivaskuldr gelegene, Lipofuszin-haltige Makrophagen. In der weilen
Substanz konnten bei zwei Hunden (Nr. 91, 106, 7ab. 4) vereinzelt Sphéroide festgestellt
werden. Drei Hunde (Nr. 56, 91, 106, Tab. 4) wiesen vereinzelt eosinophile Kiigelchen, die
keiner morphologischen Struktur eindeutig zuzuordnen waren, zwischen den Axonen der
weillen Substanz auf. In den Gehirnen der alten Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre)
trat bei 97% eine Meninxfibrose auf (4bb. 53). 100% der Hunde zeigten eine Fibrose des
Plexus chorioideus (4bb. 54). In der GroBhirnrinde lag bei 97% der Hunde Lipofuszin im
Zytoplasma der Neuronen vor (4bb. 55a und 55b). Weiterhin traten bei allen Hunden
perivaskuldr gelegene, Lipofuszin-haltige Makrophagen in grauer (4bb. 56) und weiler
Substanz (4bb. 57) auf. 63% der alten Hunde mit Plaques zeigten in der grauen Substanz
einzelne perikapillire Mikroblutungen (4bb. 58). In der weilen Substanz wiesen 63% der
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Hunde vereinzelte Sphiroide auf (4bb. 59-62). Zwischen den Axonen fanden sich bei 57%
der Hunde sogenannte eosinophile Kiigelchen (4bb. 63a-63d).

4.3.3 Statistische Auswertung

Im Rahmen des statistischen Gruppenvergleichs (Kruskal-Wallis-Test, Fisher-Test) fanden
sich, bezogen auf die Meninxfibrose (p = 0,0012), die Fibrose des Plexus chorioideus (p =
0,0333), Lipofuszinablagerungen in Neuronen (p = 0,0016) sowie perivaskuldren Zellen (p =
0,0015) und Mikroblutungen (p = 0,0028) signifikante altersabhéingige Unterschiede
zwischen den jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre) und den alten Hunden ohne und mit
Plaques (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre); es traten aber dariiber hinaus nur beziiglich der
Mikroblutungen Unterschiede zwischen den alten Hunden ohne (Gruppe 2, 11- 14 Jahre) und
den alten Hunden mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre) auf.

4.4 Klinik

Im Rahmen der Untersuchungen wurde der Versuch unternommen, anamnestische Daten {iber
bestimmte Verhaltensdnderungen und sogenannte ,,kognitive Dysfunktionen®, die bei alten
Hunden moglicherweise auftreten, zu erhalten. Hierfiir wurde ein selbsterstellter Fragebogen
(siche Anhang) in Anlehnung an Kiatipattanasakul et al. (1996) an die behandelnden Tierdrzte
und die Tierbesitzer ausgegeben. Von 10 Hunden (Nr. 63, 76, 77, 88, 94, 111, 113, 121, 122,
129, Tab. 4, 12-18 Jahre) lagen beantwortete Fragebogen vor. Die Ergebnisse sind
zusammenfassend in 7ab. 3 dargestellt. Die iibrigen hier nicht aufgefiihrten Punkte aus dem
Fragebogen wurden bei allen Hunden nicht mit ja oder nein beantwortet und gehen deshalb in
diese Auflistung nicht mit ein.

Bei diesen 10 Hunden wiesen 100% eine Abnahme der Lebhaftigkeit, 90% zunehmende
Bewegungsunlust, 20% zunehmenden Ungehorsam, 30% vermehrtes, unmotiviertes Bellen,
10% Desorientierung und Verlust erlernter Fihigkeiten, 30% zunehmende néchtliche Unruhe,
20% Urininkontinenz, 10% zunehmende Gleichgiiltigkeit gegeniiber der Umwelt, 40% Zu-
riickziehen aus der gewohnten Umgebung, 10% Rast-und Ruhelosigkeit, 20% ein gesteigertes
Schlafbediirfnis am Tag, 10% Angst und Schreckhaftigkeit und Starren in eine Ecke auf.
Telefonisches Nachfragen bei den behandelnden Tierdrzten im Fall nicht beantworteter
Fragebdgen erbrachte, dafl die meisten alten Hunde plotzlich mit den klinischen Anzeichen
eines akuten Herz-Kreislaufversagens, d.h. in Seitenlage und hechelnd, vorgestellt wurden,

ohne daf} vorher deutliche Wesensverdnderungen aufgetreten waren. Leider konnte so flir die
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iiberwiegende Anzahl der Hunde aufgrund des geringen Riicklaufs der Fragebdgen keine
anamestischen Daten hinsichtlich einer kognitiven Dysfunktion des alten Hundes erhoben
werden. Anhand der vorliegenden Bogen wird aber deutlich, daB alle diese Hunde
Verhaltensdanderungen aufwiesen, die mit zunehmendem Alter auftraten. Eine eindeutiger
Zusammenhang mit der Plaquedichte konnte bei diesen Tieren nicht aufgezeigt werden, da
nur von vier Hunden die ausgezidhlte Anzahl Plaques vorlag. Diese Hunde (Nr. 63, 88, 121,
129) hatten dariiber hinaus sehr unterschiedliche Plaquedichten. Hund Nr. 63 hatte 1
Plaque/6,25 mm2, Hund Nr. 88 107 Plaques/6,25 mmz, Hund Nr. 121 11 Plaques/6,25 mm’
und Hund Nr. 129 81 Plaques/6,25 mm®.

Tabelle 3: Anamnestische Angaben zu Verhaltensénderungen bei alten Hunden

Verhaltensinderungen 63 | 76 | 77 | 88 | 94 | 111 | 113 | 121 | 122 | 129

Abnahme der Lebhaftigkeit + + + + + + + + +
Bewegungsunlust

Ungehorsam

+ o+ 4+ o+

vermehrtes,

unmotiviertes Bellen

+
1
1
1
1
1

Desorientierung
Verlust erlernter Fahigkeiten + - - - - - - - - -
néchtliche Unruhe + - - - - + - - - +
Urininkontinenz - + - - - - + - - -
Gleichgiiltigkeit - - + - - - - - - -
Zurickziehen aus dem - + | + - + - + - - -
gewohnten Umfeld
Rast-und Ruhelosigkeit - -+ - - - - - - -
gesteigertes Schlafbediirfnis - - - - - - + - - +
am Tag
Angst, Schreckhaftigkeit - - - - - + - - - -

Starren in eine Ecke - - - - - - - - - +
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4.5 Nachweis des BA4-Proteins in Plaques und Gefiflen

4.5.1 Alters-, geschlechts- und rasseabhiingiges Auftreten

4.5.1.1 Alter

Immunhistologisch konnte bei insgesamt 80 von 138 Hunden im Alter von 1 Monat bis zu 18

Jahren BA4-Protein in der GroBhirnrinde nachgewiesen werden. Von diesen 80 Hunden mit

BA4-Proteinablagerungen wiesen fiinf Hunde nur Plaques ohne Gefdf3ablagerungen auf. Diese

Hunde waren zwischen 8 und 12 Jahren alt. Acht Hunde im Alter von 9 bis 14 Jahren zeigten

nur BA4-Proteinablagerungen in meningealen und parenchymalen Gefdflen, und 67 Hunde im

Alter zwischen 8 bis zu 18 Jahren wiesen Plaques in Kombination mit [BA4-Protein-

ablagerungen in meningealen und/oder parenchymalen Gefafen auf. Die Anzahl der Hunde in

jeder Alterstufe mit dem jeweiligen

individuellen Befund, d.h. nur Plaques,

Amyloidangiopathie oder Plaques in Kombination mit einer Amyloidangiopathie, sind in 4bb.

10 zusammengetal3t dargestellt.

18
17
16
15
14
13
12
11
10

9

8

Alter in Jahren

u|

0

Plaques
(n=15)

Amyloid-
angiopathie
(n=28)

1
|

LI

Plaques und

Amyloid-

angiopathie
(n=067)

|

5 10 1520 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Anzahl Hunde

Abbildung 10: Altersverteilung von Hunden, die nur Plaques, nur eine Amyloidangiopathie

oder beide Merkmale aufweisen (n = Anzahl der Hunde).

nur
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Abbildung 11: Immunhistologischer Nachweis von Plaques im Gehirn von Hunden im

Alter von einem Monat bis zu 18 Jahren (n = Anzahl der Hunde).
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Abbildung 12: Immunhistologischer Nachweis von  A4-Proteinablagerungen in den me-
ningealen Gefdlen von Hunden im Alter von einem Monat bis zu 18 Jahren (n = Anzahl

der Hunde).

Erstmals traten Plaques bei einem 8jdhrigen Hund auf. Wie 4bb. 11 zeigt, fand sich eine
altersabhidngige Zunahme des Prozentsatzes Plaque-positiver Hunden. Bei den 8 bis 10jéhri-

gen Hunden fanden sich bei 47%, bei den 11 bis 13jdhrigen Hunden bei 79% und bei den 14
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bis 18jdhrigen Hunden bei 91% der Hunde Plaques. Auch statistische Untersuchungen
(logistische Regression) bestdtigten, dal das Auftreten der Plaques ein signifikant
altersabhiangiger Prozell war (p = 0,0001).

Insgesamt wiesen 71 Hunde A4-Proteinablagerungen in den meningealen Gefiflen auf.
Immunhistologisch nachweisbare [A4-Proteinablagerungen traten auch hier erstmals bei
einem §jdhrigen Hund auf. Eine altersabhéngige Zunahme des Prozentsatzes von Hunden, die
BA4-Proteinablagerungen in den meningealen Gefden aufwiesen, wird aus 4bb. 12 deutlich.
20% der 8 bis 10jdhrigen Hunde, 82% der 11 bis 13jdhrigen und 95% der 14 bis 18jdhrigen
Hunde wiesen BA4-Proteinablagerungen in den meningealen Gefdlen auf. Bei 69 Hunden
traten B A4-Proteinablagerungen in den parenchymalen Kapillaren der grauen Substanz auf.
Auch hier zeigten sich die Ablagerungen erstmals bei einem 8jédhrigen Hund. Bei den 8 bis
10jdhrigen Hunden fanden sich bei 53% der Hunde, bei den 11 bis 13jdhrigen bei 70% der
Hunde und bei den 14 bis 18jidhrigen Hunden bei 98% der Hunde 3 A4-Proteinablagerungen
in den parenchymalen Kapillaren der grauen Substanz (4bb. 13). In statistischen Unter-
suchungen (Korrelationsanalyse) konnte eine signifikante Altersabhingigkeit des Auftretens
von BA4-Proteinablagerungen in den meningealen Geféen (r; = 0,8399, p = 0,001) und den
parenchymalen Kapillaren (r;= 0,8174, p = 0,001) bestétigt werden.

100
90 — 98%
80 —

5 707 70%

. — - 0

E 60 -

g 0 53%

2 40 —

k=] -

g 30 —

e -

A~ 20 —
10 —
0 |}

0-7 8-10 ' 11-13 ' 14-18
(m=39)  (n=15) (n=33) (n=43)
Alter in Jahren

Abbildung 13: Immunhistologischer Nachweis von 3A4-Proteinablagerungen in Kapillaren

der grauen Substanz bei Hunden im Alter von einem Monat bis zu 18 Jahren. (n = Anzahl der

Hunde)
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Im Hippocampus traten bandartige A4-Proteinablagerungen im Stratum moleculare erst-
mals bei einem 10jidhrigen Hund auf. Wie in 4bb. 14 dargestellt, traten diese Ablagerungen
bei 15% der 8 bis 10jdhrigen Hunde, bei 74% der 11 bis 13jdhrigen und bei 79% der 14 bis
18jahrigen Hunde auf. In statistischen Untersuchungen (logistische Regression) wurde das
signifikant altersabhédngige Auftreten der f A4-Proteinablagerungen im Hippocampus bestétigt
(p=0,0001).
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10 = 15%
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0-7 8-10 © 11-13 ' 14-18
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Abbildung 14: Immunhistologischer Nachweis von 3 A4-Proteinablagerungen im Stratum
moleculare des Hippocampus bei Hunden im Alter von einem Monat bis zu 18 Jahren. (n =

Anzahl der Hunde)

4.5.1.2 Geschlecht und Rasse

Bei den 72 Hunden, die Plaques aufwiesen (67 Hunde mit einer Kombination aus Plaques und
GefdlBablagerungen und 5 Hunde mit Plaques ohne GefdBablagerungen), lag folgende
Geschlechterverteilung vor: 39 ménnliche, 35 weibliche, 9 méinnlich-kastrierte und 8
weiblich-kastrierte Hunde. Bei den méannlichen Hunden zeigten 84%, bei den weiblichen
Hunde 68%, bei den méinnlich-kastrierten 88% und den weiblich-kastrierten Hunden 87%
Plaques. In einer statistischen Untersuchung (logistische Regression) konnte keine ge-
schlechtspezifisch gehduftes Auftreten von Plaques bei ménnlichen oder weiblichen Hunden

gefunden werden. Beziiglich der Rassenverteilung fand sich, dal von insgesamt im
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Untersuchungsgut vorliegenden 93 Rassehunden 46% Plaques und von den 45 Mischlingen
64% Plaques hatten. Eine statistische Untersuchung (Chi-Quadrat-Test) zeigte, dal die
Mischlinge signifikant hdufiger Plaques aufwiesen als Rassehunde (p = 0,045).

4.5.2 Morphologie der BA4-Proteinablagerungen in Plaques und Gefif3en

4.5.2.1 Plaques

Die Plaques in der GroBhirnrinde lagen teils frei im Neuropil und teils um Neuronen
angeordnet vor. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Grofle wurden die Plaques in zwei Typen
unterteilt. Der Typ 1-Plaque stellte sich immunhistologisch als kondensiertes, relativ gut
begrenztes, B A4-Protein-positives, braunes Signal dar (4bb. 64). Diese Typ 1-Plaques waren
unterschiedlich grof3, wiesen einen Durchmesser von ca. 30 um bis zu 150 um auf und fanden
sich in den Kortexschichten 2 bis 4, aber nicht in der ersten GroBhirnschicht, dem Stratum
moleculare sowie Kortexschicht 5 und 6. Morphologisch dhnelt dieser Plaquetyp des Hundes
den diffusen Plaques des Menschen. Der Typ 2-Plaque war gekennzeichnet durch ein
grof3flachig-wolkiges, weniger kondensiertes, teils aufgelockertes [BA4-Protein-positives
Signal (4bb. 65), das sich hdufig entlang der gesamten GroBhirnwindungen und -furchen
entlang zog. Dieser Typ 2-Plaque fand sich in den tiefen Kortexschichten 5 und 6 am Uber-
gang zur weillen Substanz.

Die zwei Plaquetypen traten in zwei lamindren Verteilungsmustern im Kortex auf. Das
Muster 1 wies eine Kombination der Typ 1-Plaques in den oberen Kortexschichten mit den
Typ 2-Plaques in den tiefen Kortexschichten auf (4bb. 66). Muster 2 war charakterisiert
durch das alleinige Auftreten von Typ-2-Plaques in den tiefen GroBhirnschichten (4bb. 67).
In diesem Zusammenhang hatte die immunhistologische Untersuchung von 8 Gehirnebenen
bei 12 Hunden (siehe 3.2.3) gezeigt, daB3 sich in Abhingigkeit von der Schnittebene die
Auspragung des jeweiligen Verteilungsmusters dndern kann. Aufgrund dieser Tatsache wurde
auf eine weitergehende Unterteilung der laminédren Verteilungsmuster verzichtet.

Bei den 72 Hunden mit Plaques fand sich folgende prozentuale Verteilung der Muster 1 und
2: 43% der Hunde wiesen Muster 1 und 57% der Hunde Muster 2 auf. Die prozentuale
Verteilung von Muster 1 und 2 in der jeweiligen Altersklasse ist in 4bb. 15 zusammen-
fassend dargestellt. Bei den 8 bis 10jdhrigen Hunden wiesen 43% Muster 1 und 57% Muster 2
auf. Beiden 11 bis 13jdhrigen Hunden trat bei 50% der Tiere Muster 1 und bei 50% der Tiere

Muster 2 auf. Bei den sehr alten Hunden im Alter von 14 bis 18 Jahren wiesen 38% Muster 1
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Abbildung 15: Altersabhédngigkeit des Auftretens von Muster 1 und Muster 2. (n = Anzahl
der Hunde)
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Abbildung 16: Rasseabhingigkeit des Auftretens von Muster 1 und Muster 2. (n = Anzahl
der Hunde)

und 62% Muster 2 auf. Eine statistisch Untersuchung (Regressionsanalyse) zeigte eine
signifikante altersabhéngige Zunahme des Muster 2 (p = 0,0001). Beziiglich der Geschlechts-
verteilung wiesen die ménnlichen Hunde zu 42% Muster 1 und zu 58% Muster 2 auf; die
ménnlich-kastrierten Hunde zeigten zu 38% Muster 1 und zu 62% Muster 2. Die weiblichen

Hunde zeigten zu 48% Muster 1 und zu 52% Muster 2; weiblich-kastrierte Hunde wiesen zu
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33% Muster 1 und zu 67% Muster 2 auf. Hinsichtlich der Hunderassen trat bei den 43
Rassehunden zu 53% Muster 1 und zu 47% Muster 2 und bei den 29 Mischlingen zu 28%
Muster 1 und zu 72% Muster 2 auf (4bb. 16). Eine statistische Untersuchung (Chi-Quadrat-
Test) zeigte, daB3 die Mischlinge signifikant hdufiger Muster 2 aufweisen (p = 0,029).

4.5.2.2 Gefille

Die BA4-Proteinablagerungen in den meningealen Gefiflen waren in der Tunica media der
Arterien lokalisiert und stellten sich hier als vollstindig zirkuldres oder segmentales braunes,
teils scholliges Signal dar (4bb. 68). Die Intensitit dieser A4-Proteinablagerungen nahm mit
steigendem Alter der Hunde zu. Die PA4-Proteinablagerungen in den parenchymalen
Kapillaren der GroBhirnrinde waren gekennzeichnet durch ein vollstdndig zirkulédres, braunes
Signal (4bb. 69). Interessanterweise lagen diese immunhistologisch positiven Kapillaren in
herdformigen Ansammlungen in den Kortexschichten 2 bis 4 und nicht gleichmifBig iiber die
Gehirnwindungen und -furchen verteilt vor. Dariiber hinaus wiesen diese [A4-Protein-
positiven Kapillaren keine rdumliche Korrelation zu den Plaques auf. Im Rahmen
statistischer Untersuchungen (Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem paarweisen Ver-
gleich nach Nemenyi und Korrelationsanalyse unter Angabe des Rangkorrelationsko-
effizienten nach Spearman ry), fiir die aber nur die Befunde der jungen (Gruppe 1, 2-3 Jahre)
und alten Hunde (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) herangezogen wurden, konnte gezeigt
werden, daf3 alte Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre) mehr A4-Proteinablagerungen
in den meningealen Gefdllen aufwiesen als alte Hunde ohne Plaques (p = 0,0112). Bei den
alten Hunden mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre) fand sich jedoch kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Plaqueanzahl und der Intensitdt der gefédBassoziierten A4-

Proteinablagerungen (rs = 0,305; p = 0,075).

4.5.3 Topographie

Acht Schnittebenen des Gehirns wurden von sechs Hunden mit einer hohen Plaquedichte (Nr.
71,79, 88, 95, 98, 129, Tab. 4) und sechs Hunden mit einer geringen Plaquedichte (Nr. 64,
70, 114, 115, 117, 120, Tab. 4) immunhistologisch untersucht. Es zeigte sich, dal bei Hunden
mit einer hohen Plaquedichte, wie dies in der Abb. 17 beispielhaft gezeigt wird, die
gesamten GroBhirnrinde mit Lobus frontalis, temporalis, parietalis und occipitalis betroffen
ist. Einige Plaques traten dariiber hinaus in Stammhirnregionen, wie dem Nucleus caudatus,
dem Putamen und dem Claustrum auf. Vereinzelt fanden sich Plaques im Thalamus, dem

Corpus geniculatum laterale und mediale sowie den Colliculi inferior. Im Hippocampus lag



64 Ergebnisse

ein bandformiges, diffuses Signal im Stratum moleculare vor. In der weilen Substanz traten
keine BA4-Proteinablagerungen auf. In den meningealen GefdBlen des Grof3- und Kleinhirns
und in Kapillaren der grauen Substanz des GroBhirns lagen begleitend BA4-Protein-
ablagerungen vor. Im Neuropil des Kleinhirns fanden sich nie fA4-Proteinablagerungen. Bei
Hunden mit einer geringer Plaquedichte fanden sich diese im Lobus frontalis (Gyrus rectus,
frontalis, coronalis, proreus) und Lobus parietalis (Gyrus cinguli, lateralis). Alle iibrigen

untersuchten Regionen waren bei diesen Tieren negativ.

Abbildung 17: (ndchste Seite) Die acht untersuchten Schnittebenen der Hundegehirne.
Schematisch dargestellt ist die Verteilung der Plaques in der GroBhirnrinde und den
Stammhirnregionen (rot), sowie beispielhaft die Lokalisation der gefiBassoziierten PA4-

Proteinablagerungen in der Meninx und dem Neuropil (griin).
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4.6 Nachweis des Amyloidvorliduferproteins

4.6.1 Junge Hunde

Die immunhistologische Darstellung des Amyloidvorlduferproteins ("amyloid precursor
protein", APP) bei den jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre, n = 5) zeigte bei 100% der
Tiere ein braunes, punktformiges Signal in der Membran der Neuronen in der GroBhirnrinde.
Die meningealen Gefde und parenchymalen Kapillaren waren negativ. In der weillen
Substanz trat bei keinem der Hunde ein positives Signal auf. Ebenso erbrachte die Darstellung

von Neurofilament bei den jungen Hunden keine Verdnderungen in der weilen Substanz.

4.6.2 Alte Hunde

In den Gehirnen der alten Hunde ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre, n = 5) fand sich bei
60% der Hunde ein positives Signal in den Neuronen der grauen Substanz (A4bb. 70). Die
meningealen und die parenchymalen Gefdlle waren bei allen Hunden negativ. In der weillen
Substanz traten bei 80% der Hunde vereinzelte, unterschiedlich grole APP-positive, braun
gefarbte, kreisrunde oder ldngsovale Strukturen auf, die nach einer immunhistologischen
Neurofilamentmarkierung von Folgeschnitten als Sphéroide interpretiert wurden.

In den Gehirnen der alten Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre, n = 30) fand sich bei
97% der Hunde ein deutliches, punktformiges, positives Signal in der Membran der Neuronen
(4bb. 71). Die meningealen und die parenchymalen Gefdl3e waren bei allen Hunden negativ.
In der weiBlen Substanz lagen bei 100% der Hunde runde, teils lingsovale APP-positive
Sphéroide in unterschiedlicher Menge vor (4bb. 72a). Die umliegenden, normal strukturierten
Axone in der weillen Substanz waren bei allen Hunden APP-negativ. Die immunhistologische
Darstellung von Neurofilament in Folgeschnitten entsprach hinsichtlich der Morphologie und
Verteilung den Befunden der APP-Markierung (4bb. 72b). Bei drei alten Hunden (Nr. 78,
105, 123, Tab.4 ) traten diese APP-positiven Sphiroide sehr zahlreich auf. Die Ursache
hierfiir ist bei Hund Nr. 123 moglicherwiese eine die umliegende weille Substanz kompri-
mierende Tumormetastase eines Prostatakarzinoms im Gehirn. Hund Nr. 78 wies einen
Tumor der Pars intermedia der Hypophyse und einen erhdhten Zellgehalt in der weillen
Substanz auf, der moglicherweise die Ursache ist flir die zahlreichen Sphédroide in der weillen

Substanz.
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4.6.3 Statistische Auswertung

Es fanden sich in einem Gruppenvergleich (Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem paar-
weisen Vergleich nach Nemenyi) keine signifikanten Unterschiede in der neuronalen APP-
Expression zwischen jungen (Gruppe 1, 2-3 Jahre) und alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18
Jahre), also auch keine altersabhéngige Zunahme der neuronalen APP-Expression. Allerdings
konnte eine signifikant hohere, neuronale APP-Expression bei alten Hunden mit Plaques
(Gruppe 3, 10-18 Jahre) als bei alten Hunden ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre)
festgestellt werden (p = 0,0128). Weiterhin fand sich (Korrelationsanalyse) bei den alten
Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen
der Plaquedichte und der neuronalen APP-Expression (r; = 0,3957, p = 0,0186), d.h. in
Verbindung mit einer hohen Plaquedichte tritt auch eine starke neuronale APP-Expression
auf. Hinsichtlich der APP-positiven Sphédroide in der weilen Substanz zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den jungen (Gruppe 1, 2-3 Jahre) und den alten Hunden
mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre) (p = 0,0011). Es fand sich bei den alten Hunden (Gruppe
2 und 3, 10-18 Jahre) kein Unterschied zwischen denen mit und ohne Plaques. Dariiber hinaus
konnte kein Zusammenhang mit der Plaquedichte aufgezeigt werden. Die Neurofilament-
markierung bestitigte die signifikante altersabhdngige Zunahme der Sphédroide in der weilen
Substanz (p = 0,0343); zwischen den alten Hunden mit und ohne Plaques (Gruppe 2 und 3,
10-18 Jahre) gab es keine Unterschiede.

4.7 Nachweis aktivierter Gliazellen

4.7.1 MHC Klasse II-positive Mikrogliazellen

4.7.1.1 Junge Hunde

Die immunhistologische Darstellung des MHC Klasse II-Antigens auf Mikrogliazellen
erfolgte an Gefriermaterial von 8 jungen Kontrollhunden (Nr. 131-138, 9 Monate, Tab. 4)
aus einer Toxizitdtsstudie. Bei diesen Hunden war die Anzahl MHC Klasse II-positiver
Mikrogliazellen in der grauen und weilen Substanz gering. Die Zellen waren regelméfBig in
grauer und weiler Substanz verteilt, und es fanden sich mehr Mikrogliazellen in der weilen
(60 bis zu 880 Zellen/6,25 mm?) als in der grauen Substanz (20 bis zu 120 Zellen/6,25 mm?).
Die Mikrogliazellen in der grauen und weiflen Substanz hatten einen kleinen Zellkdrper mit

wenig Zytoplasma und kurzen Zellauslaufern (4bb. 73a und 73b).
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4.7.1.2 Alte Hunde

In der Gruppe der alten Hunde ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre) lag nur von zwei
Tieren (Nr. 106, 109, Tab. 4) und in der Gruppe der alten Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-
18 Jahre) von 12 Tieren (Nr. 67, 71, 92, 98, 105, 112, 115, 117, 121, 123, 127, 129, Tab. 4)
Gefriermaterial vor. Bei den alten Hunden wurden Mikrogliazellen regelmafig verteilt in der
grauen und weillen Substanz nachgewiesen. In der weillen Substanz (1120 bis zu 2040/6,25
mm®) zeigten sich mehr Mikrogliazellen als in der grauen Substanz (100 bis zu 520/6,25
mm?). Die Mikrogliazellen in grauer und weiBer Substanz wiesen einen groBen Zelleib und

lange Zellausldufer auf (4bb. 74a und 74b).

4.7.1.3 Statistische Auswertung

Im Gruppenvergleich (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test) zeigten die alten Hunde (Gruppe 2 und
3, 10-18 Jahre) eine signifikante altersabhingige Zunahme MHC Klasse II-positiver
Mikrogliazellen in der grauen (p = 0,0003) und in der weilen (p = 0,0001) Substanz der
GroBhirnrinde. Dariiber hinaus trat (Korrelationsanalyse) ein positiver Zusammenhang
zwischen der Plaquedichte in der grauen Substanz und der Anzahl aktivierter Mikrogliazellen
in der weillen Substanz auf (p = 0,029). Die 4bb. 18 zeigt fiir die alten Hunde (Gruppe 3, 10-
18 Jahre) die Zunahme der aktivierten Mikroglia in Abhédngigkeit von der Plaquedichte. Ein
Zusammenhang zwischen der Plaquedichte und der Anzahl aktivierter Mikrogliazellen in der
grauen Substanz trat nicht auf (p = 0,367). Eine Korrelation (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test)
der Mikrogliaanzahl in der weilen Substanz mit den unterschiedlichen laminédren
Verteilungsmustern fand sich in der Form, dal Hunde mit dem Muster 2 weniger
Mikrogliazellen (arithmetisches Mittel: 1155 Zellen/6,25 mm®) aufwiesen als Hunde mit
Muster 1 (arithmetisches Mittel: 1702 Zellen/6,25 mm?) (p = 0,0172), wobei zu beriicksichti-
gen ist, daB die Hunde mit Muster 2 hier im Duchschnitt 6 Plaques/6,25 mm” und Hunde mit

Muster 1 53 Plaques/6,25 mm” aufwiesen.
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Abbildung 18: Abhdngigkeit der MHC II-positiven Mikrogliazellen in der weillen Substanz
von der Plaquedichte der grauen Substanz. Die eingezeichnete Regressionsgerade zeigt den
Zusammenhang zwischen der Mikrogliazelldichte und der Plaquedichte. (n = Anzahl der
Hunde)

4.7.2 BS-1-positive Zellen

4.7.2.1 Junge Hunde

Die jungen Hunde (Gruppe 1, 2-3 Jahre, n = 5) wiesen in der grauen und weillen Substanz
der GroBhirnrinde vereinzelte, perivaskuldr gelegene BS-1-positive Zellen auf, die sich durch
ein groBblasiges Zytoplasma auszeichneten (4bb. 75a und 75b). Weiterhin fand sich ein
schwaches, positives Signal in den Endothelzellen meningealer Gefdfle und der Kapillaren in

grauer und weiler Substanz.

4.7.2.2 Alte Hunde

In den Gehirnen der alten Hunde ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre, n = 5) traten in der
grauen Substanz perivaskulire BS-1-positive Zellen in geringer Menge auf. Die
Endothelzellen meningealer und parenchymaler Gefd3e zeigten ein schwach positives Signal.
In der weilen Substanz lagen die perivaskuldr gelegenen BS-1-positiven Zellen in mittlerer
bis groBBer Menge vor. In den Gehirnen der alten Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre,
n = 30) fanden sich bei allen Tieren BS-1-positive Zellen mit gro3blasigem Zytoplasma in
geringer bis mittlerer Menge im perivaskuldren Raum in der grauen Substanz (4bb. 76a). Im

Gehirn eines Hundes (Nr. 117) traten in der grauen Substanz zahlreiche BS-1-positive Zellen
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auf. Die Ursache hierflir ist bei diesem Tier eine Polioenzephalitis unklarer Ursache. Die
Endothelzellen der meningealen Gefifle und der Kapillaren wiesen ein schwaches, positives
Signal auf. In der weillen Substanz zeigten alle Hunde perivaskuldre BS-1-positive Zellen in

mittlerer bis groBer Menge (A4bb. 76b).

4.7.2.3 Statistische Auswertung

Es zeigte sich im Gruppenvergleich (Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem paarweisen
Vergleich nach Nemenyi) bei den alten (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) im Vergleich zu den
jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre) eine signifikante altersabhidngige Zunahme der BS-1-
positiven Zellen in der grauen (p = 0,005) und der weillen Substanz (p = 0,0027) des
GroBhirns. Allerdings traten bei den alten Hunden zwischen Gruppe 2 und 3 keine Unter-
schiede auf, und es konnte kein Zusammenhang (Korrelationsanalyse) zwischen der Plaque-
dichte und der Anzahl BS-1-positiver Zellen in grauer und weiller Substanz aufgezeigt

werden.

4.7.3 GFAP- und Vimentin-positive Zellen

4.7.3.1 Junge Hunde

In den Gehirnen der jungen Hunde (Gruppe 1, 2-3 Jahre, n = 5) fanden sich in der grauen
Substanz GFAP-positive Astrozyten liberwiegend subpial im Stratum moleculare (Lamina
limitans gliae superficialis), um die Kapillaren (Lamina limitans gliae perivascularis) und im
Neuropil auf. Die Zellen wiesen im Zytoplasma wenig saures Gliafaserprotein und sehr
schmale Zellfortsdtze auf (protoplasmatische Astrozyten) (4bb. 77a). In der weillen Substanz
(440 bis zu 700 Zellen/6,25 mm?) traten die Astrozyten zahlreicher auf als in der grauen
Substanz (100 bis zu 440 Zellen/6,25 mm®). Die Zellen in der weiBen Substanz zeigten mehr
saures Gliafaserprotein im Zytoplasma und lange, sehr breite Zellfortsidtze (fibrose
Astrozyten) (Abb. 77b). Immunhistologische Untersuchungen zur Darstellung Vimentin-
positiver Astrozyten verliefen mit negativem Ergebnis. Es trat nur ein schwach positives
Signal in den Endothelzellen der meningealen GefdBe und parenchymalen Kapillaren der

grauen Substanz auf.

4.7.3.2 Alte Hunde

In den Gehirnen der alten Hunde ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre, n = 5) fanden sich in

der grauen Substanz GFAP-positive Astrozyten subpial im Stratum moleculare der
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GroBhirnrinde (Membrana limitans gliae superficialis), perivaskulir um die Kapillaren
(Membrane limitans gliae perivascularis) und im Neuropil. Die Astrozyten in der grauen
Substanz wiesen relativ wenig saures Gliafaserprotein im Zytoplasma und lange, diinne
Zellausldufer auf (protoplasmatische Astrozyten). In der weillen Substanz (280 bis zu 720
Zellen/6,25 mm?) lagen insgesamt mehr Astrozyten vor als in der grauen Substanz (200 bis zu
460 Zellen/6,25 mm?). In der weiBen Substanz fanden sich GFAP-positive Astrozyten
zwischen den Axonen und zahlreiche Astrozytenausldufer um die Gefafle. Zwei Hunde (Nr.
56, 106) wiesen eine hohere Anzahl von Astrozyten im Grenzbereich von weiler zu grauer
Substanz (Assoziationsfasern) auf als in der Mitte der weilen Substanz. Die Astrozyten in der
weillen Substanz zeigten einen hohen Gehalt an saurem Gliafaserprotein im Zytoplasma und
somit einen sehr groBen, prominenten Zelleib und breite, lange Zellfortsétze.
Immunhistologische Untersuchungen zur Darstellung Vimentin-positiver Astrozyten verliefen
mit negativem Ergebnis. In den Gehirnen der alten Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18
Jahre, n = 30) traten in der weiBen Substanz (340 bis zu 1120 Zellen/6,25 mm?) zahlreichere
Astrozyten auf als in der grauen Substanz (140 bis zu 820 Zellen/6,25 mm?). Die
topografische Verteilung entsprach der in den Gehirnen der Hunde aus Gruppe 2. Die
Astrozyten der grauen Substanz waren kleiner, wiesen feinere Zellausldufer auf als die
Astrozyten in der weillen Substanz (4bb. 78a). Diese waren sehr grof3, hatten ein mit saurem
Gliafaserprotein gefiilltes Zytoplasma und breite, lange Zellauslaufer (4bb. 78b). 11 Hunde
zeigten eine groflere Anzahl von Astrozyten im Grenzbereich von weiler zu grauer Substanz

(Assoziationsfaserbereich) als in der Mitte der wei3en Substanz.

4.7.3.3 Statistische Auswertung

In einem Gruppenvergleich (Varianzanalyse) konnten zwischen den jungen (Gruppe 1, 2-3
Jahre) und den alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) beziiglich der Anzahl Astrozyten
in grauer und weiller Substanz kein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden. Dariiber
hinaus bestand kein Zusammenhang zwischen der Plaquedichte und der Astrozytenanzahl in

weiler und grauer Substanz.

4.7.4 Doppelmarkierung

Bei der Doppelmarkierung ausgewédhlter Schnitte mittels Silberfairbung und Immunhistologie
fiir eine gleichzeitige Darstellung von Plaques und Astrozyten konnten schwarz gefirbte
Plaques und braun gefarbte Astrozyten dargestellt werden (Abb. 79a). In der grauen Substanz
der GroBhirnrinde lagen die Plaques und Astrozyten nebeneinander vor; es trat keine eindeuti-

ge raumliche Kolokalisation von Plaques und Zellen auf (4bb. 79b und 79c). Im Bereich der
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oberflachlich gelegenen GroBhirnwindungen, die zahlreiche Astrozyten aufwiesen, lagen nur
vereinzelte Plaques vor. In den in die Tiefe zichenden GroBhirnfurchen (Gyrus cinguli), die

nur wenige Astrozyten aufwiesen, fanden sich hingegen zahlreiche Plaques.

4.8 Nachweis pro-inflammatorischer Zytokine

Im Rahmen des Nachweises pro-inflammatorischer Zytokine wurde die Expression von Inter-
leukin-1-, -6-, -12- und TNF-a bei jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre, n = 5), alten Hunden
ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre, n = 5) und alten Hunden mit Plaques (Gruppe 3, 10-18

Jahre, n = 30) untersucht.

4.8.1.1 Junge Hunde

Im Gehirn der jungen Hunde (Gruppe 1, 2-3 Jahre, n = 5) konnte eine schwache IL-1-
Expression in der GefdBwand von meningealen GefdB3en bei 80% und in Kapillaren bei 60%
der Hunde nachgewiesen werden. Bei 40% der Hunde lag in der weilen Substanz ein
schwaches positives Signal in den Kapillaren vor. IL-6, —12 und TNF-a traten in den

Gehirnen der jungen Hunde nicht auf.

4.8.1.2 Alte Hunde

Der immunhistologische Nachweis von IL-1 zeigte bei den alten Hunden ohne und mit
Plaques (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre, n = 35) ein schwaches, positives Signal zirkuldr in der
Tunica media der meningealen Arterien bei 100% der Hunde (4bb. 80a und 80b) und in den
Kapillaren der grauen Substanz (4bb. 81) bei 97% der Hunde sowie der weillen Substanz bei
74% der Hunde (4bb.82). Die hiufig perivaskuldr angeordneten, Lipofuszin-speichernden
Makrophagen wiesen ein sehr schwaches, wahrscheinlich unspezifisches positives Signal auf.
IL-6 trat bei keinem der alten Hunde (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) im Neuropil oder den
GefdBen auf. Es fand sich lediglich bei einem Hund (Nr. 117, Tab. 4), der eine
Polioenzephalitis unklarer Ursache aufwies, ein positives, zytoplasmatisches Signal in
Lymphozyten der perivaskuldren Entziindungszellinfiltrate. IL-12 konnte bei den alten
Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) nicht nachgewiesen werden. TNF-a konnte bei den
alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) in der grauen Substanz des GroShirns bei 63%
der Hunde in Form zahlreicher kleiner brauner Punkte, die sich lichtmikroskopisch keiner
bekannten anatomischen Struktur zuordnen lieBen, nachgewiesen werden (4bb. 83). Die

Gefdfle in grauer und weiller Substanz waren negativ. In der weilen Substanz fand sich bei
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89% der Hunde im Grenzbereich zur grauen Substanz (Assoziationsfasern) ein bandférmiges,
fein-gepunktetes Signal (4bb. 84). Im Hippocampus, der von 14 Hunden vorlag, fand sich bei
100% der Hunde ein aus zahlreichen, unterschiedlich grofen Punkten bestehendes Signal

(Abb. 85).

4.8.1.3 Statistische Auswertung

In einem Gruppenvergleich (Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem paarweisen Vergleich
nach Nemenyi) konnten fiir die IL-1-Expression keine signifikanten Unterschiede zwischen
den jungen (Gruppe 1, 2-3 Jahre) und den alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre)
gefunden werden. Interessanterweise fand sich aber (Korrelationsanalyse) ein positiver
Zusammenhang zwischen der Plaquedichte und der IL-1-Expression der Kapillaren der
grauen Substanz (r; = 0,3383, p = 0,0469). Die TNF-a-Expression wies im Gruppenvergleich
(Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem paarweisen Vergleich nach Nemenyi) in der grauen
Substanz (p = 0,0395), in der weillen Substanz (p = 0,006) und im Hippocampus (p = 0,0106)
signifikante Unterschiede zwischen den jungen (Gruppe 1, 2-3 Jahre) und den alten Hunden
(Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) auf. Zwischen Gruppe 2 und 3 fanden sich keine Unterschiede
und ein Zusammenhang (Korrelationsanalyse) zwischen der Plaquedichte und der TNF-o-

Expression in allen drei Regionen konnte nicht aufgezeigt werden.

4.9 Nachweis TUNEL-positiver Zellen

4.9.1.1 Junge Hunde

In den Gehirnen der jungen Hunde (Gruppe 1, 2-3 Jahre, n = 5) fanden sich bei 40% der
Hunde in der grauen Substanz sehr vereinzelte, TUNEL-positive Neuronenkerne. Das positive
Signal bestand aus einer intensiven, auf den Kern begrenzten Rotfarbung. Es ist wichtig zu
erwihnen, daB3 sich korrespondierend zu diesem Signal keine morphologischen Anzeichen fiir
Apoptose, wie z.B. Kernschrumpfung, apoptotische Korperchen und ein stark eosinophil
gefarbtes Zytoplasma fanden. In der weillen Substanz lag bei einem Hund (Nr. 17, Tab. 4) ein
schwaches, positives Signal vor, das sich nicht eindeutig einer bestimmten anatomischen

Struktur zuordnen lief3.

4.9.1.2 Alte Hunde

In der Gruppe der alte Hunde ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre, n = 5) traten bei einem
Hund (Nr. 106, Tab. 4, Anhang 9.4) vereinzelte, TUNEL-positive Neuronenkerne auf, ohne
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dal sich ein Signal in der weiBlen Substanz fand. Ein Hund (Nr. 56, Tab. 4) zeigte ein
schwach positives Signal in der weilen Substanz, ohne Beteiligung der grauen Substanz. Alle
iibrigen Hunde wiesen keine TUNEL-positiven Zellen auf.

In den Gehirnen der alten Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre, n = 30) zeigten 17%
der Hunde (Nr. 78, 87, 88, 98, 117, Tab. 4) zahlreiche TUNEL-positive Neuronenkerne in der
grauen Substanz insbesondere in den GroBhirnfurchen auf (4bb. 86). In der weilen Substanz
fanden sich bei drei dieser Hunde (Nr. 87, 78, 117, Tab. 4) ebenfalls zahlreiche TUNEL-
positive Zellen, die morphologisch Mikrogliazellen dhnelten (4bb. 87). Die TUNEL-positiven
Zellen in der weillen Substanz hatten intensiv rot gefirbte Kerne oder ein rot gefirbtes
Zytoplasma; morphologisch waren aber auch hier keine eindeutigen Anzeichen fiir Apoptose

erkennbar.

4.9.1.3 Statistische Auswertung

Es konnte in einem Gruppenvergleich (Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem paarweisen
Vergleich nach Nemenyi) im Globaltest ein signifikanter Unterschied beziiglich der TUNEL-
positiven Zellen in der grauen Substanz (p = 0,0171) und der weilen Substanz (p = 0,0112)
zwischen den jungen (Gruppe 1, 2-3 Jahre) und den alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18
Jahre) gefunden werden, der sich aber im anschlieBenden Nemenyi- Vergleich nicht bestitigen
lieB. Ein signifikanter Unterschied beziiglich der Anzahl TUNEL-positiver Neuronen
zwischen den alten Hunden ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre) und alten Hunden mit
Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre) konnte nicht aufgezeigt werden. Dariliber hinaus
(Korrelationsanalyse) fand sich kein Zusammenhang zwischen der Plaquedichte und der

Anzahl TUNEL-positiver Neuronen in der grauen Substanz.
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4.10 Histologische Abbildungen

In den gedruckten Exemplaren (DIN AS) sind alle VergroBerungsangaben um ca. 42% zu

verringern.
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Abbildung 19:

Abbildung 20:

Abbildung 21:

Abbildung 22:

19

20

21

22

Typ-1-Plaque im Gehirn eines 13jidhrigen Hundes (Nr. 79) mit
einem eingeschlossenen Neuron (Pfeil). (Anti-humanes-
B—Amyloid, mAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt, VergrofBe-
rung: 370x)

Gehirn eines 14jahrigen Hundes mit Plaques (Nr. 95) mit ausge-
priagter BA4-Proteinablagerung in der Tunica media meningea-
ler GefiaBe. (Anti-humanes-f—Amyloid, mAk, ABC-Methode,
Paraffinschnitt, Vergroerung: 370x)

Gehirn eines 17jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 127) mit 3 A4-
Proteinablagerungen in den Kapillaren der grauen Substanz.
(Anti-humanes-B—Amyloid, mAk, ABC-Methode, Paraffin-
schnitt, VergroBerung: 370x)

Gehirn eines 14jédhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 95) mit einem
bandartigen 3 A4-Protein-positivem Signal im Stratum molecu-
lare des Hippocampus (Pfeil). (Anti-humanes-f—Amyloid, mAKk,
ABC-Methode, Paraffinschnitt, VergroBBerung: 23x)
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Abbildung 23:

Abbildung 24:

Abbildung 25:

23

24

25

Mehrere diffuse Plaques im menschlichen Gehirn (S4/95).
(Anti-humanes-f—Amyloid, mAk, ABC-Methode, Paraffin-
schnitt, VergroBerung: 370x)

Zwei klassische/neuritische Plaques mit kondensiertem Amy-
loidkern (Pfeil) und einem Kranz dystrophischer Neuriten im
menschlichen  Gehirn  (S4/95). (Anti-humanes-B—Amyloid,
mAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt, VergroBBerung: 370x)

Meningeales Gefall mit BA4-Proteinablagerungen in der Tunica
media im menschlichen Gehirn (S103/93). (Anti-humanes-
B—-Amyloid, mAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt, Vergro-
Berung: 370x)



Ergebnisse

79




80

Ergebnisse

Abbildung 26:

Abbildung 27:

Abbildung 28:

Abbildung 29:

26

27

28

29

Typ 1-Plaque in der grauen Substanz eines 14jdhrigen Hundes
(Nr. 88), der sich als Netzwerk =zahlreicher fein-fadiger,
schwarzer Strukturen darstellt. In der Umgebung sind mehrere
intakte Neuronen erkennbar (Pfeile). (Silberfarbung, Campbell-
Switzer-Methode, Paraffinschnitt, Vergroerung: 370x)

Axone in der weilen Substanz eines 14jdhrigen Hundes mit
Plaques (Nr. 105) farben sich schwarz an (Pfeilspitze) und
Sphiroide stellen sich nicht dar (Pfeil). (Silberfarbung, Camp-
bell-Switzer-Methode, Paraffinschnitt, Vergroferung: 370x)

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 95) mit
spezifischer Schwarzfarbung der Tunica media meningealer Ge-
fafle an Stellen mit immunhistologisch nachweisbaren  A4-Pro-
teinablagerungen. (Silberfarbung, Campbell-Switzer-Methode,
Paraffinschnitt, VergrofBerung: 370x)

Gehirn eines 13jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 87) mit spezi-
fischer Schwarzfiarbung der Kapillaren in der grauen Substanz
an Stellen mit immunhistologisch nachweisbaren 3 A4-Protein-
ablagerungen.  (Silberfirbung, = Campbell-Switzer-Methode,
Paraffinschnitt, VergrofBerung: 370x)
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Abbildung 30:

Abbildung 31:

Abbildung 32:

30

31

32

Typ 1-Plaque in der grauen Substanz eines 14jdhrigen Hundes
mit Plaques (Nr. 88), der sich als Netzwerk zahlreicher fein-fa-
diger, schwarzer Strukturen darstellt. Innerhalb des Plaques ist
deutlich ein intaktes Neuron erkennbar (Pfeil). (Silberfarbung,
Reusche-Methode, Paraffinschnitt, Vergrof3erung: 370x)

Axone in der weilen Substanz eines 14jdhrigen Hundes mit
Plaques (Nr. 105) farben sich gelb an, und dunkelgelb gefarbte
Sphéroide sind gut erkennbar (Pfeil). (Silberfarbung, Reusche-
Methode, Paraffinschnitt, Vergroferung: 185x)

Schwache, spezifische Schwarzfirbung der Tunica media
meningealer GefaBle an Stellen mit immunhistologisch nach-
weisbaren [BA4-Proteinablagerungen (Pfeil) im Gehirn eines
14jéhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 95). (Silberfarbung, Reu-
sche-Methode, Paraffinschnitt, Vergrof3erung: 370x)
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Abbildung 33:

Abbildung 34:

33

34

Typ 1-Plaque in der grauen Substanz eines 14jdhrigen Hundes
mit Plaques (Nr. 88), der sich als feinkdrniges Gebilde mit ver-
einzelten fein-fadigen, braun-schwarzen Strukturen darstellt.
(Silberfarbung, Bielschowsky-Methode, Paraffinschnitt, Ver-
groBerung: 370x)

Axone in der weilen Substanz eines 14jdhrigen Hundes mit
Plaques (Nr. 105) farben sich deutlich schwarz an und Sphéro-
ide sind dunkelbraun gefirbt und sehr gut erkennbar (Pfeil).
(Silberfarbung, Bielschowsky-Methode, Paraffinschnitt, Ver-
groflerung: 185x)
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Abbildung 35:

Abbildung 36:

Abbildung 37:

35

36

37

Axone in der weillen Substanz eines 14jdahrigen Hundes mit Pla-
ques (Nr. 105) farben sich violett an und Sphéroide stellen sich
als dunkelviolette rund-ovale Gebilde dar (Pfeil). (Silberfér-
bung, Bodian-Methode, Paraffinschnitt, Vergroferung: 185x)

Spezifische, hellrote Farbung der Tunica media meningealer Ge-
faBle an Stellen mit immunhistologisch nachweisbaren 3A4-Pro-
teinablagerungen im Gehirn eines 14jdhrigen Hundes mit Pla-
ques (Nr. 95). (Silberfarbung, Bodian-Methode, Paraffinschnitt,
Vergroferung: 370x)

Spezifische, hellrote Fiarbung der Kapillaren (Pfeil) in der
grauen Substanz des Gehirns an Stellen mit immunhistologisch
nachweisbaren [A4-Proteinablagerungen im Gehirn eines
14jahrigen Hundes mit Plaques (Nr. 88). (Silberfarbung, Bo-
dian-Methode, Paraffinschnitt, VergroBBerung: 370x)
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Abbildung 38a und b:

b)

38a

38b

Gehirn eines 13jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 87) mit
kongophilen meningealen Gefden. (Folgeschnitte: a) Kongorot-
Féarbung ohne Polarisationsfilter, b) Kongorot-Farbung mit Pola-

risationsfilter, Paraffinschnitt, Vergroerung: 370x)

Spezifische, rote Firbung der Tunica media meningealer Gefale
an Stellen mit immunhistologisch nachweisbarer [3A4-Protein-

ablagerung.

Typische Doppelbrechung des polarisierten Lichtes und griin-
gelbliches Aufleuchten des in den meningealen Gefdflen in

B—Faltblattstruktur vorliegenden 3 A4-Proteins.
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Abbildung 39:

Abbildung 40:

Abbildung 41:

39

40

41

Ein diffuser, schwarz angefarbter Plaque mit einem einge-
schlossenen, deutlich erkennbaren Neuron (Pfeil) im mensch-
lichen Gehirn (S4/95). (Silberfarbung, Campbell-Switzer-Me-
thode, Paraffinschnitt, VergroBerung: 370x)

Ein klassischer/neuritischer, schwarz angefdarbter Plaque mit
einem kondensierten Amyloidkern und einem Kranz dystrophi-
scher Neuriten im menschlichen Gehirn (S4/95). (Silberfarbung,
Campbell-Switzer-Methode, Paraffinschnitt, VergréBerung:
370x)

Ein neurofibrillires Biindel im Zytoplasma eines Neurons im
menschlichen Gehirn (S103/93). (Silberfarbung, Campbell-
Switzer-Methode, Paraffinschnitt, Vergroerung: 370x)
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Abbildung 42:

Abbildung 43:

Abbildung 44:

42

43

44

Ein diffuser, braun-schwarz gefarbter Plaque im menschlichen
Gehirn (S4/95). (Silberfarbung, Reusche-Methode, Paraffin-
schnitt, VergroBerung: 370x)

Ein klassischer/neuritischer, braun-schwarz angefarbter Plaque
mit einem kondensierten Amyloidkern und einem Kranz dystro-
phischer Neuriten im menschlichen Gehirn (S4/95). (Silberfar-
bung, Reusche-Methode, Paraffinschnitt, VergroBerung: 370x)

Ein neurofibrillires Biindel im Zytoplasma eines Neurons im
menschlichen Gehirn (S130/93). (Silberfairbung, Reusche-
Methode, Paraffinschnitt, Vergroferung: 370x)
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Abbildung 45:

Abbildung 46:

Abbildung 47:

45

46

47

Ein diffuser, braun gefiarbter Plaque im menschlichen Gehirn
(S4/95). (Silberfarbung, Bielschowsky-Methode, Paraffinschnitt,
Vergroflerung: 370x)

Ein klassischer/neuritischer, braun angefarbter Plaque mit einem
kondensierten Amyloidkern und einem Kranz dystrophischer
Neuriten im menschlichen Gehirn (S4/95). (Silberfarbung, Biel-
schowsky-Methode, Paraffinschnitt, VergroBerung: 370x)

Ein neurofibrillires Biindel im Zytoplasma eines Neurons im
menschlichen Gehirn (S103/93). (Silberfarbung, Bielschowsky-
Methode, Paraffinschnitt, Vergroferung: 370x)
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Abbildung 48:

Abbildung 49:

Abbildung 50:

48

49

50

Ein diffuser, violett angefarbter Plaque im menschlichen Gehirn
(S4/95). (Silberfiarbung, Bodian-Methode, Paraffinschnitt, Ver-
groBBerung: 370x)

Ein klassischer/neuritischer, violett angefiarbter Plaque mit
einem kondensierten Amyloidkern und einem Kranz dystrophi-
scher Neuriten im menschlichen Gehirn (S4/95). (Silberfarbung,
Bodian-Methode, Paraffinschnitt, VergroBerung: 370x)

Ein hellviolett angefarbtes neurofibrillires Biindel im mensch-
lichen Gehirn (S103/93). (Silberfirbung, Bielschowsky-
Methode, Paraffinschnitt, Vergroferung: 370x)
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Abbildung 51:

Abbildung 52a und b:

b)

51

52a

52b

Intrazytoplasmatische neurofibrillire Biindel im menschlichen
Gehirn (S103/93). (Silberfairbung, Gallyas-Methode, Paraffin-
schnitt, VergroBerung: 370x)

Ein klassischer/neuritischer Plaques mit einem zentralen Amy-
loidkern im menschlichen Gehirn (S4/95). (Folgeschnitte: a)
Kongorot-Farbung ohne Polarisationsfilter, b) Kongorotfarbung

mit Polarisationsfilter, Paraffinschnitt, VergroBerung: 925x)

Typische Rotfarbung des zentralen Amyloidkerns.

Griin-gelbliches Aufleuchten des Amyloidkerns durch Doppel-

brechung des polarisierten Lichtes.
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Abbildung 53:

Abbildung 54:

Abbildung 55a und b:

b)

53 | 54

55a | 55b

Gehirn eines 14jahrigen Hundes mit Plaques (Nr. 100) mit einer
Meninxfibrose. (HE-Fiarbung, Paraffinschnitt, Vergroferung:
185x)

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 105) mit einer
Fibrose des Plexus chorioideus. (HE-Firbung, Paraffinschnitt,

Vergroferung: 185x)

Gehirn eines 16jahrigen Hundes mit Plaques (Nr. 120) mit Lipo-
fuszinspeicherung im Zytoplasma von Neuronen. (Folgeschnitte,
a: HE-Farbung, b: Reusche-Methode, Paraffinschnitt, Vergro-
Berung: 370x)

Kornige, gelbliche Lipofuszinablagerungen im Zytoplasma

eines Neurons (Pfeil).

Kornige, braun gefarbte intrazytoplasmatische Lipofuszinabla-

gerungen in einem Neuron (Pfeil).
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Abbildung 56:

Abbildung 57:

Abbildung 58:

56

57

58

Gehirns eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 105) mit peri-
vaskuldr gelegenen, Lipofuszin-haltigen Makrophagen in der
grauen Substanz (Pfeil). (HE-Farbung, Paraffinschnitt, Ver-
groflerung: 370x)

Gehirns eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 105) mit peri-
vaskuldr gelegenen, Lipofuszin-haltigen Makrophagen in der
weillen Substanz (Pfeil). (HE-Farbung, Paraffinschnitt, Ver-
groflerung: 370x)

Gehirns eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 105) mit
einer perikapilliren Blutung in der grauen Substanz. (HE-Far-

bung, Paraffinschnitt, VergroBerung: 370x)
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Abbildung 59:

Abbildung 60:

Abbildung 61:

Abbildung 62:

59

60

61

62

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 120) mit
einem Sphéroid in der weilen Substanz (Pfeil). (HE-Farbung,
Paraffinschnitt, VergrofSerung: 370x)

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 105) mit
einem gelb angefirbter Sphéroid in der weillen Substanz (Pfeil).

(Reusche-Methode, Paraffinschnitt, VergroBerung: 370x)

Gehirn eines 14jidhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 105) mit
einem braun angefirbten Sphdroid und schwarz angefarbten
Axonen in der weillen Substanz (Pfeil). (Bielschowsky-Metho-

de, modifiziert, Paraffinschnitt, VergroBerung: 370x)

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 105) mit
einem violett angefdrbten Sphiroid in der weilen Substanz
(Pfeil). (Bodian-Methode, modifiziert, Paraffinschnitt, Ver-
groflerung: 370x)
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Abbildung 63a-d:

b)

d)

63a

63b

63c

63d

Gehirn eines 14jidhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 105) mit soge-
nannten ,.eosinophilen Kiigelchen“ in der weilen Substanz.
(Folgeschnitte, a: HE-Farbung, b: Reusche-Methode, c: Biel-
schowsky-Methode, modifiziert, d: Bodian-Methode, modifi-
ziert, Paraffinschnitt, VergroBerung: 370x)

Sogenannte ,,eosinophile Kiigelchen zwischen bzw. in den

Axonen der weillen Substanz (Pfeil).

Sogenannte ,,eosinophile Kiigelchen® in der Silberfairbung braun

angefarbt (Pfeil).

Sogenannte ,eosinophile Kiigelchen in Verbindung mit

Axonen in der weilen Substanz (Pfeil).

Sogenannte ,,eosinophile Kiigelchen® farben sich dunkelviolett

an und heben sich gut gegen den Hintergrund ab (Pfeil).
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Abbildung 64:

Abbildung 65:

Abbildung 66:

Abbildung 67:

64

65

66

67

Gehirn eines 17jdhrigen Hundes (Nr. 127) mit einem konden-
sierten Typ 1-Plaque in den oberfldchlichen Kortexschichten 2
bis 4. (Anti-humanes-B—Amyloid, mAk, ABC-Methode, Paraf-
finschnitt, VergroBerung: 370x)

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes (Nr. 93) mit einem groBflachi-
gen Typ 2-Plaque in den tiefen Kortexschichten 5 und 6. (Anti-
humanes-f—Amyloid, mAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt,

Vergroferung: 370x)

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes (Nr. 88) mit Plaques, die eine
laminédre Verteilung vom Muster 1 aufweisen, d.h. kondensierte
Typ 1-Plaques in den oberfldchlichen Kortexschichten (Pfeil-
spitze) und groBflachigen Typ 2-Plaques in den tiefen Kortex-
schichten (Pfeil). (M = Meninx, anti-humanes-B—Amyloid,
mAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt, VergroBBerung: 23x)

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes (Nr. 93) mit Plaques, die eine
lamindre Verteilung vom Muster 2 aufweisen, d.h. grof3flachige
Typ 2-Plaques in den tiefen Kortexschichten (Pfeil). (M = Me-
ninx, anti-humanes-f—Amyloid, mAk, ABC-Methode, Paraffin-
schnitt, VergroBBerung: 23x)
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Abbildung 68:

Abbildung 69:

68

69

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 95) mit zirku-
lairen BA4-Proteinablagerungen in der Tunica media meningea-
ler GefdBle. (Anti-humanes-B—Amyloid, mAk, ABC-Methode,
Paraffinschnitt, VergroBerung: 185x)

Gehirn eines 16jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 122) mit BA4-
Proteinablagerungen in den Kapillaren der grauen Substanz.
(Anti-humanes-f—Amyloid, mAk, ABC-Methode, Paraffin-
schnitt, VergroBerung: 185x)
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Abbildung 70:

Abbildung 71:

Abbildung 72a und b:

b)

70 | 71

72a | 72b

Neuronale APP-Expression in der GroBhirnrinde eines
14jédhrigen Hundes ohne Plaques (Nr. 106). (Anti-humanes
Amyloidvorlauferprotein, mAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt,
Vergroferung: 370x)

Neuronale APP-Expression in der GroBhirnrinde eines
10jahrigen Hundes mit Plaques (Nr. 49). (Anti-humanes
Amyloidvorlduferprotein, mAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt,
Vergroferung: 370x)

Gehirn eines 14jahrigen Hundes mit Plaques (Nr. 105) mit APP-
und Neurofilament-positiven axonalen Spharoiden in der weillen
Substanz. (Folgeschnitte, a: Anti-humanes Amyloidvorldufer-
protein, mAk, b: Anti-humanes Neurofilament, mAk, ABC-Me-
thode, Paraffinschnitte, Vergroferung 370x)

Deutliche, scharf begrenzte APP-Markierung eines Sphéroids.
Die unverinderten Axone in der weilen Substanz firben sich

nicht an.

Neurofilament-Markierung eines axonalen Sphéroids und der

unverianderten Axone in der weiflen Substanz.
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Abbildung 73a und b:

b)

Abbildung 74a und b:

b)

73a

73b

T4a

74b

MHC Klasse II-positive Mikrogliazellen in der weilen Substanz
(a) und in der grauen Substanz (b) eines jungen Hundes (Nr.
132, 9 Monate). (Anti-kanines MHC Klasse II-Antigen, mAKk,
Gefrierschnitt, VergroBerung: 370x)

Vereinzelte MHC Klasse II-positive Mikrogliazellen in der
weillen Substanz mit einem kleinen Zellkoérper und wenigen,

diinnen Zellauslaufern.

MHC Klasse II-positive Mikrogliazellen in der grauen Substanz
mit einem kleinen, runden Zellkérper und kaum erkennbaren

Zellauslaufern.

MHC Klasse II-positive Mikrogliazellen in der weilen Substanz
(a) und in der grauen Substanz (b) eines 14jdhrigen Hundes mit
Plaques (Nr. 98). (Anti-kanines MHC Klasse II-Antigen, mAk,
Gefrierschnitt, Vergroflerung: 370x)

Zahlreiche MHC Klasse II-positive Mikrogliazellen in der
weilen Substanz. Die Zellen haben einen groflen Zellkorper mit

viel Zytoplasma und lange, prominente Zellausldufer.

Mehrere MHC Klasse II-positive Mikrogliazellen in der grauen
Substanz. Die Zellen haben einen runden Zellkdrper und keine

deutlichen Zellauslaufer.
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Abbildung 75a und b:

b)

Abbildung 76a und b:

b)

75a

75b

76a

76b

BS-1-positive Zellen in der grauen (a) und weillen (b) Substanz
eines jungen Hundes (Nr. 18, 2 Jahre). (Biotiniliertes Lektin aus
Bandeiraea simplicifolia, ABC-Methode, Paraffinschnitt, Ver-
groflerung: 370x)

Vereinzelte BS-1-positive Zellen, die sich iiberwiegend im peri-
vaskuldren Raum von Kapillaren in der grauen Substanz finden.

Die Endothelzellen sind schwach positiv markiert.

Wenige BS-1-positive Zellen, die sich iiberwiegend perivaskulir
um Kapillaren in der weillen Substanz anordnen. Die Endothel-

zellen sind ebenso positiv markiert.

BS-1-positive Zellen in der grauen (a) und weillen (b) Substanz
eines 18jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 129). (Biotiniliertes
Lektin aus Bandeiraea simplicifolia, ABC-Methode, Paraftin-
schnitt, Vergréerung: 370x)

Zahlreiche BS-1-positive Zellen um die Kapillaren in der grauen
Substanz. Die Zellen weisen ein grofles, vakuoliges Zytoplasma

auf.

Zahlreiche BS-1-positive Zellen um die Kapillaren und positive
Endothelzellen in der weilen Substanz. Die Zellen weisen
ebenso ein gro3es, mit zahlreichen Vakuolen durchsetztes Zyto-

plasma auf.



Ergebnisse




118

Ergebnisse

Abbildung 77a und b:

b)

Abbildung 78a und b:

b)

77a

77b

78a

78b

GFAP-positive Astrozyten in der grauen (a) und weillen (b)
Substanz eines jungen Hundes (Nr. 18, 2 Jahre). (Anti-bovines
saures Gliafaserprotein, pAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt,
Vergroferung: 370x)

Astrozyten in der grauen Substanz, die wenig GFAP im Zyto-

plasma aufweisen und kleine, kurze Zellausldufer haben.

Zahlreichere Astrozyten in der weilen Substanz, die wenig
intrazytoplasmatisches GFAP aufweisen und etwas lingere Zell-

ausldufer haben.

GFAP-positive Astrozyten in der grauen (a) und weillen (b)
Substanz eines 18jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 129). (Anti-
bovines saures Gliafaserprotein, pAk, ABC-Methode, Paraffin-
schnitt, VergroBerung: 370x)

Astrozyten in der grauen Substanz des Gehirns mit miBig viel

GFAP im Zytoplasma und zahlreichen Zellauslaufern.

Sehr groBBe Astrozyten mit einem hohen intrazytoplasmatischen
GFAP-Gehalt und sehr langen, prominenten Zellausldufern, die

teilweise Kapillaren in der weillen Substanz umschlief3en.
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Abbildung 79a-c:

b und ¢)

79a

79b

79¢

Doppelmarkierung zur gleichzeitigen Darstellung von Plaques
und Astrozyten mittels Silberfairbung und Immunhistologie.
(Campbell-Switzer-Methode (schwarz) und anti-bovines saures
Gliafaserprotein, pAk (braun), Silberfirbung und ABC-
Methode, Paraffinschnitt, Vergroferung: a: 23x, b und c¢: 370x)

Ubersicht einer GroBhirnfurche eines 14jihrigen Hundes (Nr.
95). Im Stratum moleculare der GroShirnrinde liegen zahlreiche
Astrozyten, die hier die Membrana limitans gliae superficialis
bilden (Pfeil). In der grauen Substanz liegen zahlreiche Plaques
und wenige Astrozyten, die hier um die Gefille als Membrana
limitans gliae perivascularis vorliegen. In der weilen Substanz

sind zahlreiche fibrose Astrozyten erkennbar.

Gehirn eines 13jdhrigen Hundes (Nr. 79) mit Plaques (Pfeil) und
Astrozyten (Pfeilspitzen), die nebeneinander in der grauen
Substanz vorliegen und keine aufféllige rdumliche Kolokalisa-

tion aufweisen.
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Abbildung 80a und b:

b)

Abbildung 81:

Abbildung 82:

80a | 80b

81

82

IL-1-Expression in meningealen Gefdllen eines 10jahrigen
Hundes mit Plaques (Nr. 49). (Anti-humanes Interleukin-1, pAk,
ABC-Methode, Paraffinschnitt, Vergroerung: a und b: 370x)

Meningeales Gefall mit IL-1-Expression in der Tunica media.

Meningeales Gefdll mit deutlich erkennbaren IL-1-exprimieren-

den Myozyten in der Tunica media.

IL-1-Expression in den Kapillaren der grauen Substanz eines
10jahrigen Hundes mit Plaques (Nr. 49). (Anti-humanes Inter-
leukin-1, pAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt, Vergroferung:
370x)

IL-1-Expression in den Kapillaren der weilen Substanz eines
10jahrigen Hundes mit Plaques (Nr. 49). (Anti-humanes Inter-
leukin-1, pAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt, VergroBerung:
185x)
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Abbildung 83:

Abbildung 84:

Abbildung 85:

83

84

&5

Graue Substanz des GroBhirns eines 17jdhrigen Hundes mit
Plaques (Nr. 127). Die TNF-a-Expression ist in Form kleiner
Piinktchen zu erkennen, die sich keiner bekannten anatomischen
Struktur zuordnen lieBen. (Anti-humaner TNF-a, pAk, ABC-
Methode, Paraffinschnitt, VergroBerung: 370x)

Grenzbereich von weiler zu grauer Substanz (Assoziationsfaser-
bereich) eines 17jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 127) mit
einer bandformigen, feingepunkteten TNF-a-Expression (Pfeil).
(Anti-humaner TNF-a, pAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt,
Vergroferung: 93x)

Hippocampus eines 17jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 127)
mit TNF-o-Expression in Form zahlreicher unterschiedlich
grofler Punkte, die sich lichtmikroskopisch keiner bekannten
anatomischen Struktur zuordnen lieBen. (Anti-humaner TNF-a.,

pAk, ABC-Methode, Paraffinschnitt, VergroBBerung: 370x)
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Abbildung 86:

Abbildung 87:

86

87

Gehirn eines 13jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 87) mit
TUNEL-positiven Neuronenkernen (Pfeil) und TUNEL-negati-
ven Neuronenkernen (Pfeilspitze) in der grauen Substanz. Die
TUNEL-positiven Neuronenkern weisen keine morphologischen
Anzeichen fiir Apoptose auf. (TUNEL-Methode, Paraffinschnitt,
Vergroferung: 370x)

Gehirn eines 14jdhrigen Hundes mit Plaques (Nr. 88) mit einer
TUNEL-positiven Zelle in der weilen Substanz, die morpholo-
gisch einer Mikrogliazelle dhnelt. (TUNEL-Methode, Paraffin-
schnitt, VergroBerung: 370x)
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S5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, verschiedene histochemische und immunhistologische Methoden zum
Nachweis von Plaques, neurofibrilliren Biindeln und einer kongophilen Angiopathie im Ge-
hirn des Hundes vergleichend zu untersuchen und dariiber hinaus die Morphologie und Loka-
lisation der Verdnderungen zu beschreiben und soweit moglich mit Verhaltensdnderungen
und kognitiven Dysfunktionen des alten Hundes zu korrelieren. Im zweiten Abschnitt der
Arbeit wurde das Verteilungsmuster des Amyloidvorlduferproteins, eine Gliazellaktivierung
und die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen sowie eine Neuronendegeneration

unter Berticksichtigung der Plaquedichte untersucht.

5.1 Methodenvergleich

Im Rahmen des Methodenvergleichs wurden die immunhistologische Markierung des pA4-
Proteins, fiinf Silberfirbungen und die Kongorot-Farbung hinsichtlich Sensitivitdt und
Spezifitit fiir den Nachweis von Plaques im Hundegehirn vergleichend untersucht. Es wurde
deutlich, dal die immunhistologische Markierung der A4-Proteinablagerungen in Plaques
und Gefdflen im Vergleich mit den Versilberungstechniken die sensitivste Methode ist, d.h.
sie detektierte die hochste Plaquedichte im Neuropil und stellte die gefdBassoziierten Ablage-
rungen in meningealen Gefdflen und Kapillaren der GroBhirnrinde am deutlichsten dar. Die
Immunhistologie wies bei 100% der alten Hunde (Gruppe 3, 10-18 Jahre) Plaques in unter-
schiedlicher Menge nach. Die hochste in der Immunhistologie ermittelte Plaquedichte betrug
250 Plaques/6,25 mm’ bei einem 10jihrigen Hund. Die erheblich héhere Sensitivitit der
immunhistologischen Darstellung ist wahrscheinlich auf die Vorbehandlung mit Ameisen-
sdure zurlickzufiihren, die eine deutliche Antigendemaskierung im Gewebe bewirkt und so die
Immunreaktivitdt der BA4-Proteinablagerungen erhoht (Kitamoto et al., 1987). Die Silber-
farbungen stellten insgesamt weniger Plaques dar, und die GefdBablagerungen waren weniger
deutlich erkennbar. Es wurden einige bereits in fritheren Studien fiir den Hund beschriebene
Silberfarbungen, wie die nach Bielschowsky (modifiziert; Yamamoto et al., 1986; Shimada et
al., 1991; Cummings et al., 1993, 1996) und Gallyas (Gallyas, 1971; Russel et al., 1992)
benutzt. Dariiber hinaus wurden neue, bisher nur in humanmedizinischen Studien angewandte

Techniken wie die nach Campbell-Switzer (Braak und Braak, 1991), Reusche (Rosenwald et
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al., 1993) und Bodian (Kondoh et al., 1993) eingesetzt. Die zum Nachweis von Plaques im
Gehirn des Menschen beschriebene Campbell-Switzer-Methode lieferte unter den Silberfér-
bungen die besten Ergebnisse hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitdt des A4-Proteinnach-
weises im Hundegehirn. Mittels dieser Technik fanden sich bei 90% der Hunde aus Gruppe 3
(10-18 Jahre) Plaques im Gehirn. Die hochste darstellbare Plaquedichte betrug 200
Plaques/6,25 mm®. Mit der Methode nach Reusche konnten bei 67% der Hunde aus Gruppe 3
(10-18 Jahre) Plaques gefunden werden, die maximal ermittelte Plaquedichte war 56
Plaques/6,25 mm®. Mit diesen beiden Methoden wurden deutlich bessere und reproduzierbare
Ergebnisse erzielt als mit der in der Literatur hdufig verwendeten modifizierten Bielschow-
sky-Methode (Shimada et al., 1991; Kamiya et al., 1995; Hou et al., 1997). Diese Technik
zeigte bei 60% der Hunde aus Gruppe 3 (10-18 Jahre) Plaques und es konnten maximal 48
Plaques/6,25 mm® gezihlt werden. Die modifizierte Bodian-Methode konnte nur bei 10% der
Hunde vereinzelte, schwer erkennbare Plaques nachweisen und die Technik nach Gallyas
konnte ebenso wie die Kongorot-Fiarbung bei keinem der Hunde aus Gruppe 3 (10-18 Jahre)
Plaques im Gehirn nachweisen. Die statistische Analyse der Ergebnisse (einfaktorielle
Varianzanalyse mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls-Test) bestitigte die signifikanten

Unterschiede zwischen den Methoden.

Die immunhistologischen Untersuchungen aller Hunde im Alter von einem Monat bis zu 18
Jahren zeigten, daf3 das Auftreten der Plaques im Hundegehirn ein signifikant altersabhén-
giger Prozef ist, der im 8. Lebensjahr beginnt. Von den acht bis zehnjdhrigen Hunden wiesen
46%, von den 11 bis 13jéhrigen Hunden 78% und von den 14 bis 18jahrigen Hunden 91%
Plaques auf. Die im Rahmen des Methodenvergleichs durchgefiihrte Zidhlung der Plaques
zeigte groBe individuelle Unterschiede der Plaquedichte auf, die mit Schwankungen des
Mittelwertes von 1 bis 149 Plaques pro 6,25 mm’ einhergingen. Beispielsweise traten bei zwei
10jahrigen Hunden 127 bis 148 Plaques/6,25 mm® auf und bei den 16jihrigen Hunden 1 bis
11 Plaques/6,25 mm’. Diese Ergebnisse machen deutlich, daB iiberraschenderweise die
Plaquedichte im Gehirn der alten Hunde (Gruppe 3, 10-18 Jahre) nicht stetig mit steigendem
Alter der Hunde zunimmt. Ein aufwendiges statistisches Verfahren, die Clusteranalyse
(Deichsel und Trampisch, 1985), konnte bei den alten Hunden mit Plaques (Gruppe 3, 10-18
Jahre) flinf Hunde mit niedriger, 14 Hunde mit mittlerer und 11 Hunde mit hoher Plaquedicht
aufzeigen, wobei sich Grenzen fanden bei ca. 2,5 und bei 40 Plaques/6,25 mm’. Die Hunde
mit geringer Plaquedichte waren durchschnittlich 14,3 Jahre alt, die mit mittlerer Plaquedichte

14,6 Jahre und die Hunde mit einer hohen Plaquedichte 13,5 Jahre alt. Griinde fiir diese
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unterschiedlichen Plaquedichten auch bei Hunden desselben Alters kdnnten mdéglicherweise
Rasseunterschiede oder familidre genetische Pradispositionen sein. Wegiel et al. (1996) kon-
nten mittels der Clusteranalyse zwei Subpopulationen in der Gruppe alter Hunde, die im
Durchschnitt 19 Jahre alt waren, aufzeigen: eine mit vielen und eine mit sehr wenigen Pla-
ques. In einer Gruppe von jiingeren, durchschnittlich 12 Jahre alten Hunden traten Plaques in
mittlerer Anzahl auf. Als mogliche Ursache fiir die hohere Plaquedichte in einer Untergruppe
der alten Hunde fiihren sie einerseits Rasseunterschiede und andererseits nicht niher defi-
nierte Umwelteinfliisse auf, denen Hunde mit einer im Alter auftretenden hohen Plaquedichte
ausgesetzt waren. Gegen die von Wegiel et al. (1996) genannten, die Plaquebildung foérdern-
den Umwelteinfliisse, sprechen die Ergebnisse von Russell et al. (1992), die im Gehirn von
unter einheitlichen Bedingungen gehaltenen Labor-Beagles durchaus unterschiedliche Plaque-
dichten fanden. Andererseits beschreiben Russell et al. (1992), daB interessanterweise
Wurfgeschwister im Alter gleiche Plaquedichten entwickeln. Dies weist auf eine mogliche
genetische Préddisposition beziiglich der Ausbildung von Plaques im Alter hin. Die eigenen
Ergebnisse geben keinen eindeutigen Hinweis auf eine Rassendisposition oder auf regionale
Einfliisse, die das Auftreten von Plaques im Gehirn alter Hunde fordern. Aufgrund der
Heterogenitét der untersuchten Hunde beziiglich Rasse und Herkunft ist nur eine begrenzte
Aussage moglich.

Insgesamt machen diese Ergebnisse deutlich, dal die Menge nachweisbarer Plaques im
Hundegehirn erstens abhingig ist von der gewdhlten Nachweismethode und zweitens von
individuellen, nicht ndher bestimmbaren Faktoren. In der Humanmedizin fiihrten diese
Erkenntnisse dazu, dal} eine Kommission mit dem Namen CERAD ("Consortium to establish
a registry for Alzheimer's disease"; Mirra et al., 1991) strikte Kriterien beziiglich der Nach-
weismethoden, der Gehirnregionen und der Graduierung der Befunde aufstellte, damit eine

eindeutige postmortale Diagnose moglich wird.

Mit keiner der angewandten Silberfirbungen konnten, in Ubereinstimmung mit anderen Un-
tersuchungen (von Braunmiihl, 1956; Russel et al., 1992; Uchida et al,, 1992a und b;
Cummings et al., 1993; Braak et al., 1994; Morys et al., 1994), die fiir alte und demente Men-
schen beschriebenen neurofibrilliren Biindel, die sich aus intrazellulir abgelagertem,
Mikrotubuli-assoziiertem, hyperphosphoryliertem Tau-Protein zusammensetzen, im Hunde-
gehirn gefunden werden. Wen et al. (1985) konnten elektronenmikroskopisch neurofibrilldre
Strukturen in Neuronen eines Norwegischen Elchhundes darstellen. Diese entsprachen jedoch

morphologisch nicht den Alzheimer-Fibrillen, sondern Fibrillen, die im Rahmen des Steele-
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Richardson-Olszewski-Syndrom ("progressive supranuclear palsy") bei Menschen auftreten.
Hierbei handelt es sich um unpaare, aus Tau-Protein bestehende Neurofibrillen mit einem
Durchmesser von 15 pm und nicht wie bei der Alzheimer-Krankheit um paarige, helikal
gewundene Neurofibrillen. Ein Autor beschreibt immunhistologisch Tau-positive Neuronen
im Kortex eines alten Hundes (Uchida et al. 1992, 1993). Diese Neuronen enthalten vermut-
lich 16sliches Tau-Protein. Die Tatsache, dal3 bisher noch nie mittels Versilberungstechniken
ein positives intraneuronales Signal im Hundegehirn gefunden wurde, unterstreicht die
Annahme, dafl es zwar Tau-Protein im Neuronenzytoplasma beim Hund gibt, dieses aber
nicht kondensiert und keine wollknéulartig um den Zellkern gewickelten echten neurofibri-

lldren Biindel bildet (Wegiel et al., 1998, Papaioannou et al., 2000).

Die im Methodenvergleich eingesetzte Kongorot-Fiarbung wies nur in den meningealen
Gefdllen, nicht aber in den Kapillaren der grauen Substanz eine positive Reaktion auf. Die
Plaques im Neuropil waren nicht anfarbbar. In den meningealen Gefalen konnten Kongorot-
positive fA4-Proteinablagerungen bei 93% der alten Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18
Jahre) nachgewiesen werden.

Diese Beobachtungen stimmen mit denen anderer Autoren liberein, die eine zerebrale Amy-
loidangiopathie bei alten Hunden beschreiben (von Braunmiihl, 1956; Dahme und Sprengler,
1976; Dahme und Schréder, 1979; Giaccone et al., 1990; Cummings et al., 1993). Die Tat-
sache, daf3 sich nur die gefdBassoziierten 3 A4-Proteinablagerungen mittels der Kongorot-Far-
bung darstellen lassen, kann wie beim Menschen mit unterschiedlichen Konformationen der
Isoformen des BA4-Proteins in Plaques und Gefdllen begriindet werden (Probst et al., 1991;
Eikelenboom und Veerhuis, 1996; Kelly, 1997). Verschiedene Studien zeigen, dal} das
BA4(42)-Protein die initial abgelagerte Form in Plaques und Gefdflen des Menschen und des
Hundes darstellt (Tekirian et al. 1996; Cummings et al. 1996d). In humanen Plaques tritt das
BA4(40)-Protein spéter in ausgereiften klassischen/neuritischen Plaques auf (Fukumoto et al.,
1996; Tekirian et al., 1996). Im Gegensatz hierzu fanden Cummings et al. (1996), die die
Variabilitit des COOH-Endes des BA4-Proteins im Hundegehirn untersuchten, nur BA(42)-
Protein-positive Plaques. Zusétzlich wurde in meningealen Gefaflen des Hundes Apolipopro-
tein E in Verbindung mit den B A4-Proteinablagerungen gefunden, das in vitro die Ausbildung
von Amyloidfibrillen fordert (Ma et al., 1994; Prior et al., 1995; Uchida et al., 1997). Obwohl
in vitro Studien zeigten, dal das BA4(42)-Protein insbesondere in Gegenwart von Apolipo-
protein E leichter zu Amyloidfibrillen mit B—Faltblattstruktur aggregiert als das [A4(40)-

Protein (Jarret et al., 1993), scheint dies im Hundegehirn nicht fiir eine Amyloidfibrillen-
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Bildung auszureichen. Elektronenmikroskopische Untersuchungen bestéitigen das Fehlen von
Amyloidfibrillen in den kaninen Plaques (Ishihara et al., 1991). Nur in den glatten Muskel-
zellen der Tunica media lieB3 sich aggregiertes 3 A4-Protein an der Basalmembran meningealer
GefdBe nachweisen (Wegiel et al.,, 1995). Das Fehlen von Amyloidfibrillen in f—Faltblatt-
struktur in den Plaques, in die sich der Farbstoff Kongorot einlagern kann, erkldrt, weshalb
sich die kaninen Plaques nicht mit der Kongorot-Farbung darstellen lassen. Im Gegensatz
hierzu erlauben die 6 bis 10 nm langen Amyloidfibrillen in den meningealen Gefiflen den
Nachweis der Amyloidablagerungen mit der Kongorot-Farbung (Wegiel et al., 1995; Puchtler
et al., 1962).

5.2 Neuropathologische Befunde beim alten Hund

Nach Kraft (1997) treten Hunde ab dem 6. bis 9. Lebensjahr in den geriatrischen Lebens-
abschnitt ein. Tiere in diesem Alter weisen eine Steigerung der ,,Multimorbiditdt™, d.h. der
Krankheitshaufigkeit, auf. Hinsichtlich des Sterbealters von Hunden konnten Danckert und
Kraft (1997) einen EinfluB3 der Grofe bzw. der Hunderasse feststellen. Kleine Hunde (bis zu
15 kg Korpergewicht) sterben durchschnittlich mit 11 Jahren, mittelgroBe Hunde (15-45 kg)
mit 9 Jahren und sehr grofle Hunde (iiber 45 kg) mit durchschnittlich 7 Jahren. Die Hunde in
der vorliegenden Untersuchung wiesen eine dhnliche Verteilung des Sterbealters auf. Bei den
8 und 9jdhrigen Hunden fanden sich noch zwei Hunde, die den groflen Rassen zugerechnet
wurden. Tiere ab dem 10. Lebensjahr gehorten den mittelgroBen Rassen und die dltesten
Hunde mit 17 und 18 Jahren den kleinen Hunderassen mit einem Kdrpergewicht von unter 15
kg an. Die Untersuchung sehr alter Tiere war aufgrund der geringen Anzahl von zur Verfii-
gung stehenden tiber 14jdhrigen Hunden nur eingeschrinkt moglich. In diesem Zusammen-
hang zeigten Untersuchungen in England von Michell (1999), daB dort nur 26% der Hunde

alter als 14 Jahre und nur 8% der Hunde ilter als 15 Jahre wurden.

In den Gehirnen der alten Hunde mit und ohne Plaques (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) traten
im Vergleich zu den jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre) keine auffilligen makroskopi-
schen Veriinderungen auf; insbesondere konnten in Ubereinstimmung mit Reifinger et al.
(1997) keine GroBhirnrindenatrophie und keine Ausweitung der lateralen Ventrikel festge-
stellt werden, wie sie bei alten Menschen (Barron et al., 1976; Dekeban und Sadowsky, 1978;
Perry und Kay, 1997) und in einigen tiermedizinischen Studien bei iiber 14 Jahre alten Hun-
den gefunden wurden (Su et al., 1998; Borras et al., 1999).
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Die Hirnatrophie des alten Menschen beruht auf einem Neuronenverlust (Anderson et al.,
1983; Brody, 1992) und dem Schwund der periventrikulédren weillen Substanz (Hubbard und
Anderson, 1981a). Moglicherweise handelt es sich bei der in der Literatur nachgewiesenen
Hirnatrophie alter Hunde um die Folge eines Hydrocephalus internus e vacuo, der sich
aufgrund degenerativer bzw. regressiver Verdnderungen der weilen Substanz oder einer

verminderten Neuronenanzahl entwickelt (Reifinger et al., 1997).

Pathologisch-histologisch wurden die Gehirne alter Hunde mit und ohne Plaques (Gruppe 2
und 3, 10-18 Jahre) und die Gehirne der jungen Hunde (Gruppe 1, 2 -3 Jahre) auf eine Fibrose
der Meningen und des Plexus chorioideus, Lipofuszinablagerungen in Neuronen und perivas-
kuldre Makrophagen, Mikroblutungen in der grauen Substanz und axonale Sphéroide und
sogenannte eosinophile Kiigelchen in der weilen Substanz untersucht. In einem statistischen
Gruppenvergleich konnte bei alten Hunden ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre) und alten
Hunden mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre) eine altersabhingige Fibrose des Plexus
chorioideus und der Meningen, die sich durch eine Zunahme der Fibroblasten und kollagenen
Fasern auszeichnete, im Vergleich zu jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre) festgestellt
werden. Borras et al. (1999) fanden ebenso eine altersabhdngige Fibrose in den Meningen und
dem Plexus chorioideus. Zusitzlich konnten sie herdformige Verkalkungen in der Lepto-
meninx, die Psammoma-Korperchen dhnelten, nachweisen.

Weiterhin fanden sich in der grauen Substanz bei 100% der alten Hunde mit und ohne
Plaques (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) Lipofuszin-haltige, perivaskuldre Makrophagen und
bei 97% der alten Hunde Lipofuszinablagerungen im Zytoplasma von Neuronen. Diese Ver-
dnderungen traten bei keinem der jungen Hunde (Gruppe 1, 2-3 Jahre) auf. Die Lipofuszinab-
lagerungen in den Neuronen, wie sie auch fiir alte Menschen beschrieben werden (Mann et
al., 1978), treten als Zeichen der Gehirnalterung auf. Eine funktionelle Beeintrdchtigung der
Neuronen durch Alterungspigmente wurde nur fiir Neuromelanin in den Zellen der Substantia
nigra beim Menschen, aber nicht fiir Lipofuszin beschrieben (Mann, 1974, 1978). Borras et al.
(1999) finden Lipofuszin in Neuronen auch bei jungen Hunden, aber hier nur in sehr geringer
Menge. Bei 63% der alten Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre) traten vereinzelte
frische Mikroblutungen auf, die sich weder im Gehirn der alten Hunde ohne Plaques (Gruppe
2, 11-14 Jahre) noch im Gehirn der jungen Hunde (Gruppe 1, 2-3 Jahre) fanden. Als Ursache
der Mikroblutungen kommt eine in der Agonie auftretende Hypoxie, die eine erhdhte Permea-
bilitdt der Kapillarwédnde bedingt, in Frage (Lee et al., 1999). Es ist in diesem Zusammenhang

wichtig zu erwédhnen, dal} interessanterweise bei alten Hunden mit und ohne Plaques (Gruppe



Diskussion 135

2 und 3, 10-18 Jahre) ein positiver Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieser Mikro-
blutungen mit der Menge abgelagerten BA4-Proteins in den parenchymalen Kapillaren der
grauen Substanz bestand. Die Mikroblutungen sind somit moglicherweise eine Folge der
BA4-Proteinablagerungen in den parenchymalen Kapillaren der grauen Substanz, die dort zu
einer Degeneration der Gefiwand (Dahme und Sprengler, 1976) und in der Folge zu Blutun-
gen fiihren konnen (Dahme und Schroder, 1979; Dahme, 1994). Bei alten Menschen werden
hochgradige zerebrale Amyloidangiopathien im Zusammenhang mit der Alzheimer-Krankheit
(Roses, 1996) und in stirkerem Maf3e als Folge erblicher Amyloidangiopathien (HCHWA-D,
HCHWA-I), die mit todlichen Massenblutungen einhergehen kénnen, beobachtet (Mandybur,
1986; Benedikz et al., 1999; Maat-Schieman et al., 2000). In den statistischen Untersuchun-
gen zeigten sich im Vergleich alter Hunde mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre) zu alten Hun-
den ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre) keine Unterschiede hinsichtlich der genannten
histo-pathologischen Befunde. Dariiber hinaus gab es bei den alten Hunden (Gruppe 2 und 3,
10-18 Jahre) keinen Zusammenhang zwischen den pathologisch-histologischen Befunden und
der Plaquedichte.

In der weillen Substanz traten bei keinem jungen Hund (Gruppe 1, 2-3 Jahre), aber bei 54%
der alten Hunde (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) axonale Sphéroide auf. Ebenso fanden sich bei
keinem jungen Hund eosinophil gefiarbte Kiigelchen zwischen den Axonen, die bei 57% der
alten Hunde (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) auftraten. Die intensiv eosinophil gefdrbten
Kiigelchen lieBen sich allerdings keiner anatomischen Struktur in der weilen Substanz ein-
deutig zuordnen. Auch hier traten keine Unterschiede zwischen den Befunden bei alten Hun-
den mit Plaques (Gruppe 3, 10-18 Jahre) und alten Hunden ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14
Jahre) auf. Bei den alten Hunden gab es auch keinen Zusammenhang mit der Plaquedichte.
Moglicherweise handelt es sich bei den granuldren Kiigelchen um die gleichen Strukturen, die
von Ferrer et al. (1993) und Borras et al. (1999) als Ubiquitin-positives, granuldres, teils kuge-
liges Material zwischen den Axonen der weilen Substanz beschrieben wurde. Ferrer et al.
(1993) favorisieren als Ursache der in Verbindung mit diesen Ubiquitin-positiven Kiigelchen
nachgewiesenen PAS-positiven und Galaktozerebrosid-haltigen, granulidren Strukturen dege-
nerative, altersabhingige Myelin- und Oligodendrozytenverdnderungen. Newberne et al.
(1960, 1962) beschreiben dhnliche granuldre Verdnderungen in der Medulla oblongata von
Hunden, die in Toxizitdtsstudien untersucht wurden und fithren diese ursidchlich auf eine axo-
nale Dystrophie zuriick. Lésionen in der weilen Substanz des alten Menschen, die mit einer
Gliose und Demyelinisierung einhergehen konnen, entwickeln sich zwar altersabhéngig, aber

unabhdngig von Neuronenverlusten in der GroBhirnrinde, also nicht in der Folge einer
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axonalen Degeneration (Sawada et al., 2000). Als Ursache dieser degenerativen Verdanderun-
gen wird eine chronische Ischdmie, die vor allem die periventrikuldre weile Substanz betrifft,

aufgefiihrt (Sawada et al., 2000).

5.3 Morphologische Charakterisierung der BA4-Proteinablage-
rungen

Immunhistologisch konnten Plaques erstmals bei einem achtjdhrigen Hund nachgewiesen
werden. Der prozentuale Anteil von Hunden mit immunhistologisch nachweisbaren Plaques
nahm in Abhéngigkeit vom steigenden Alter von 46% bei acht- bis zehnjdhrigen Hunden bis
auf 91% bei den 14- bis 18jdhrigen Hunden zu. Die kaninen Plaques entsprachen morpho-
logisch den diffusen Plaques des Menschen, die sich im Gehirn alter, nicht-dementer Men-
schen ab dem 60. Lebensjahr und auch bei Alzheimer-Patienten entwickeln (Dickson et al.,

1992).

Immunmorphologisch konnten zwei Plaqueformen unterschieden werden. Plaques vom Typ
1 waren unterschiedlich grofle, relativ gut abgegrenzte, kondensierte BA4-Protein-positive
Herde im Neuropil von 30 bis zu 150 um Durchmesser. Dieser Plaquetyp trat in den ober-
flichlichen Kortexschichten 2 bis 4 auf und wies eine lamindre Verteilung entlang der Neuro-
nenschichten auf. Die Molekularschicht der GroBhirnrinde wies keine Plaques auf. Plaques
vom Typ 2 waren gekennzeichnet durch groBflidchige, wolkige A4-Proteinablagerungen, die
in der Tiefe der GroBhirnfurchen in Kortexschicht 5 und 6 lagen. Es fanden sich bei keinem
alten Hund neuritische Plaques mit einem kondensierten Amyloidkern und einem Kranz
dystrophischer Neuriten. Diese neuritischen Plaques nehmen zahlenmifBig im Verhéltnis zu
den diffusen Plaques in den Gehirnen von Menschen, die eine neurodegenerative Erkrankung
wie z. B. die Alzheimer-Krankheit aufweisen, stark zu (Langui et al., 1995). In der Literatur
gibt es widerspriichliche Angaben iiber die nachgewiesenen Plaqueformen beim Hund, und es
wird iiberdies eine uneinheitliche Nomenklatur benutzt. Wenige Autoren beschreiben Kongo-
rot- und Thioflavin S-positive Plaques, die "primitive plaques" genannt werden und ein
weiterentwickeltes Plaquestadium in Richtung der klassischen/neuritischen Plaques darstellen
sollen (Wisniewski et al., 1970; Pauli und Luginbiihl, 1971; Selkoe et al., 1987; Uchida et al.,
1990; Shimada et al., 1991, 1992). Die meisten Autoren finden in Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Ergebnissen nur diffuse, d.h. Kongorot- und Thioflavin S-negative Plaques

(Giaccone et al., 1990; Russel et al., 1992; Uchida et al., 1992, 1993; Cummings et al., 1993;
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Morys et al., 1994; Okuda et al., 1994), obwohl in einer Studie bis zu 26 Jahre alte Hunde un-
tersucht wurden (Morys et al., 1994).

Dariiber hinaus konnten in den eigenen Untersuchungen zwei Muster hinsichtlich der laminé-
ren Verteilung der Plaques in der GroBhirnrinde unterschieden werden. Muster 1 wies eine
Kombination von Typ 1-Plaques in den oberfliachlichen Kortexschichten 2 bis 4 mit Typ 2-
Plaques in den tiefen Kortexschichten 5 und 6 auf. Muster 2 zeichnete sich durch das alleinige
Auftreten von Typ 2-Plaques in tiefen GroBhirnrindenschichten aus. Von den 72 Hunden mit
immunhistologisch nachweisbaren Plaques wiesen 43% das Muster 1 und 57% das Muster 2
auf. Die 8 bis 10jdhrigen Hunde wiesen zu 43% Muster 1 und zu 57% Muster 2 auf, die 11 bis
13jéhrigen zu je 50% Muster 1 und Muster 2 und die 14 bis 18jdhrigen Hunde wiesen zu 38%
Muster 1 und zu 62% Muster 2 auf. Eine statistische Untersuchung konnte eine signifikante
altersabhéngige Zunahme des Auftretens von Muster 2 zeigen. Im Gegensatz zu diesen Er-
gebnissen beschreiben Satou et al. (1997), die eine Schnittebene auf Hohe des Lobus frontalis
untersuchten, insgesamt vier laminédre Verteilungsmuster der kaninen Plaques. Muster 1 nach
Satou et al. (1997) besteht aus vereinzelten diffusen Ablagerungen in tiefen Kortexschichten,
Muster 2 aus zahlreichen diffusen Ablagerungen in Schicht 5 und 6, Muster 3 aus einer Kom-
bination von kondensierten Plaques in oberflachlichen Schichten und diffusen Ablagerungen
in tiefen Schichten und Muster 4 aus kondensierten Plaques in allen Schichten. Eigene Vorun-
tersuchungen machten deutlich, daB in diesem Zusammenhang beachtet werden muf3, da3 sich
das lamindre Verteilungsmuster der Plaques in Abhdngigkeit von der betrachteten Schnitt-
ebene der GroBhirnrinde und deren Rindenarchitektonik dndert. In den eigenen Ergebnissen
stellt das Muster 1 eine Zusammenfassung des Musters 3 und 4 und das Muster 2 eine
Zusammenfassung des Musters 1 und 2 nach Satou et al. (1997) dar. Eine weitergehende Un-
terteilung der Verteilungsmuster der Plaques in vier Subtypen, wie von Satou et al. (1997)
aufgezeigt, war nicht moglich. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Satou et al. (1997), die
eine altersabhiéngige Verschiebung von Muster 1, d.h. von wenigen diffusen Ablagerungen in
den tiefen Schichten, zu Muster 4 mit zahlreichen, kondensierten Ablagerungen in den oberen
Schichten der GroBhirnrinde im Gehirn alter Hunde fanden, trat in den eigenen Untersuchun-
gen ein eher gegenldufiger Trend auf. In der Gruppe der 14 bis 18jdhrigen Hunde wiesen 38%
Muster 1 und 62% Muster 2 auf. Eine mogliche Ursache dieser unterschiedlichen Ergebnisse
ist das heterogene Untersuchungsgut. Satou et al. (1997) untersuchten die Gehirne von

Beagles aus Tierkolonien fiir Toxizitdtsstudien und fiir die eigenen Untersuchungen lagen 45
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Mischlingshunde und 93 reinrassige Hunde, die aber 34 unterschiedlichen Rassen angehdrten,
VOr.

Beziiglich einer moglichen Priadisposition bestimmter Hunderassen fiir Plaques zeigten die
Untersuchungen, da3 29 von 45 Mischlingen und 43 von 93 Rassehunden Plaques aufwiesen.
Eine statistische Untersuchung machte deutlich, daB3 Mischlinge signifikant hdufiger Plaques
aufwiesen als die Rassehunde. Dariiber hinaus wiesen die Mischlinge statistisch signifikant
hiufiger das Muster 2 (72%) im Vergleich zum Muster 1 (28%). Ein Einflufl der Hunderasse
auf das Expressionsmuster der Plaques im Gehirn ist nicht eindeutig belegt, kann aber anhand
der vorliegenden Ergebnisse auch nicht endgiiltig ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus
wurde beobachtet, daf3 sich die Plaques im Hundegehirn hiufiger in der Tiefe der GroBhirn-
furchen als in den oberflichlichen Hirnwindungen fanden. Dies spricht dafiir, daB3 es mog-
licherweise, dhnlich wie beim Menschen, unterschiedliche Neuronengruppen gibt, in deren
Umgebung Plaques bevorzugt auftreten (Brun et al., 1981; Clinton et al., 1993). Das
Phénomen, daB3 es unterschiedlich empfindliche Neuronen gibt, die auf schidigende Einfliisse
schneller reagieren als andere, ist in der Tiermedizin als Folge von Bleivergiftungen und
einem Thiaminmangel beschrieben (Read et al., 1977; Hamir et al., 1984). Hierbei kommt es
zu lamindren neuronalen Nekrosen, die bei der Bleivergiftung die oberflichlichen GroBhirn-
windungen des frontalen und parietalen Kortex, aber nicht die Stammhirnregionen, und beim
Thiaminmangel beispielsweise den parietalen und okzipitalen Kortex und Stammhirnre-

gionen, aber nicht den Lobus piriformis, den Gyrus cinguli und den Hippocampus betreffen.

Die topografische Verteilung der Plaques im Gehirn von sechs Hunden mit hoher und sechs
Hunden mit geringer Plaquedichte machte deutlich, da3 Hunde mit geringer Plaquedichte
diese fast ausschlieBlich im Lobus frontalis und temporalis (Gyrus cinguli) aufwiesen. Hunde
mit hoher Plaquedichte zeigten Plaques in der gesamten GroBhirnrinde und im Nucleus
caudatus und Thalamus sowie ein bandartiges Signal im Hippocampus. In der weiBlen Sub-
stanz des GroBhirns und im gesamten Kleinhirn traten nie Plaques auf. Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, da im Gehirn des alten Hundes der Lobus frontalis die Gehirnregion dar-
stellt, in der BA4-Protein initial abgelagert wird und daB3 es erst spéter zur Bildung von
Plaques in weiteren Kortexregionen wie dem Lobus temporalis und parietalis kommt. Erst in
einem spdteren Stadium treten dann auch Plaques in Stammhirnregionen auf. Berticksichtigt
man, daf die Plaquedichte nicht streng mit zunehmendem Alter steigt, so ist der Befall unter-
schiedlicher Gehirnregionen moglicherweise nicht nur eine Frage der Zeit, sondern Folge an-

derer Kofaktoren, die zur Plaquebildung beitragen oder diese hemmen. In der Literatur finden
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sich widerspriichliche Angaben iiber die Entstehung von Plaques in verschiedenen Gehirn-
regionen. Head et al. (2000) beschreiben das initiale Auftreten von Plaques im préfrontalen
und entorhinalen Kortex und weisen auf Parallelen zu Befunden bei Alzheimer-Patienten hin.
Im Gegensatz hierzu fanden Hou et al. (1997) Plaques im frontalen Kortex, aber nicht im
entorhinalen Kortex und betonen deshalb die Unterschiede der regionalen Plaquesbildung bei
Hund und Mensch. Die eigenen Befunde, die einen Schwerpunkt der Plaqueentstehung in
neokortikalen Regionen aufweisen und die Tatsache, dal im Kleinhirn der alten Hunde im
Gegensatz zu Alzheimer-Patienten nie Neuropil-assoziierte 3 A4-Proteinablagerungen auftra-
ten, unterstreichen die Unterschiede zu den Befunden im Gehirn alter Menschen mit der
Alzheimer-Krankheit, die im Verlauf der Erkrankung diffuse, groBflachige B A4-Proteinabla-
gerungen im Stratum moleculare des Kleinhirns entwickeln (Larner et al., 1997). Dariiber
hinaus ist fiir den Menschen unabhéngig von der Topografie der Plaques im Gehirn vor allem
das Verhéltnis neuritischer zu diffusen Plaques wichtig, da zahlreiche neuritische Plaques
nicht nur fiir eine Alterung des Gehirns, sondern fiir das Vorliegen einer Demenzerkrankung
sprechen (Braak et al.,, 1986). Die topografische Verteilung der Plaques im Gehirn alter
Hunde sowie die Tatsache, daB3 nur diffuse Plaques auftreten, sprechen dafiir, dal die Verdn-
derungen im Hundegehirn mit denen alter, nicht-dementer Menschen, die zahlreiche, iiber-
wiegend diffuse Plaques im Kortex aufweisen, verglichen werden kann (Dayan, 1970;
Dickson et al., 1992), daB3 es aber erhebliche Unterschiede gibt zu Verdnderungen im Gehirn

von Alzheimer-Patienten .

GefiBassoziierte B A4-Proteinablagerungen fanden sich in meningealen Arterien und paren-
chymalen Kapillaren in der GroBhirnrinde erstmals bei einem 8jdhrigen Hund. Der prozen-
tuale Anteil von Hunden mit immunhistologisch nachweisbaren meningealen 3 A4-Proteinab-
lagerungen nahm in Anhdngigkeit vom steigenden Alter von 20% bei den 8 bis 10jdhrigen
Hunden auf 82% bei den 11 bis 13jdhrigen Hunden und 95% bei den 14 bis 18jdhrigen
Hunden zu. Ahnlich verhielt es sich mit den BA4-Proteinablagerungen in den parenchymalen
Kapillaren. Hier fanden sich bei 53% der 8 bis 10jdhrigen, bei 70% der 11 bis 13jdhrigen und
bei 98% der 14 bis 18jdhrigen Hunde Ablagerungen in den GefiaBBen. Neben der signifikanten
Altersabhéngigkeit des Auftretens gefdBassoziierter BA4-Proteinablagerungen konnte mittels
eines statistischen Gruppenvergleichs gezeigt werden, dafl alte Hunde mit Plaques (Gruppe 3,
10-18 Jahre) mehr BA4-Proteinablagerungen in meningealen GefdBlen aufwiesen als alte
Hunde ohne Plaques (Gruppe 2, 11-14 Jahre). Interessanterweise konnte aber zwischen der

Intensitdt der GefdfBablagerungen und der Plaquedichte im Neuropil kein signifikanter
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Zusammenhang aufgezeigt werden. Zusitzlich konnte kein eindeutiger raumlicher Zusam-
menhang zwischen den fA4-Proteinablagerungen in den Kapillaren und den Plaques aufge-
zeigt werden.

Eine kongophile Angiopathie zerebraler Gefdlle wurde schon in fritheren Arbeiten aufgezeigt
(von Braunmiihl, 1956; Pauli und Luginbiihl, 1971; Dahme und Sprengler, 1976; Dahme und
Schroder, 1979; Dahme, 1994), ohne daB allerdings ein Zusammenhang mit den Plaques dis-
kutiert wurde. Im Gegensatz hierzu beschreiben Shimada et al. (1991) und Uchida et al.
(1993) einige der wenigen Autoren, die klassische Plaques im Hundegehirn fanden BA4-
Protein-haltige Kapillaren innerhalb der kondensierten Plaqueformen und postulieren einen
vaskuldren Ursprung der Plaques, die hier durch eine Amyloid-induzierte GefaBwanddegene-
ration entstehen sollen. Die eigenen Ergebnisse belegen, daf3 altersabhidngig verstarkt gefal3-
assoziierte A4-Proteinablagerungen auftreten. Allerdings ist wichtig zu erwdhnen, dal} sich
statistisch kein Zusammenhang zwischen der Intensitit des abgelagerten f A4-Proteins in den
meningealen und parenchymalen Gefdflen und der Plaquedichte zeigen lieB. Aufgrund dieser
Ergebnisse und der Tatsache, daB sich zusitzlich auch keine rdumliche Kolokalisation der
BA4-Protein-haltigen Kapillaren mit den Plaques in der grauen Substanz fand, ist ein primér

vaskuldrer Ursprung der Plaques unwahrscheinlich.

Im Hippocampus trat erstmals bei einem 10jdhrigen Hund ein bandformiges, immunhistolo-
gisch positives Signal im Stratum moleculare auf. Der Prozentsatz alter Hunde mit einem Sig-
nal im Hippocampus nahm mit steigendem Alter von 15% bei den acht bis 10jdhrigen Hunden
auf bis zu 74% bei den 14 bis 18jdhrigen Hunden zu. In statistischen Untersuchungen (T-
Test) zeigte sich bei den alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) ein positiver
Zusammenhang zwischen der Plaquedichte im Kortex und dem Auftreten von BA4-
Proteinablagerungen im Hippocampus.

In der Literatur gibt es bisher nur wenige Berichte iiber B A4-Proteinablagerungen im Hippo-
campus. Die Ursache fiir dieses Signal ist unklar, da es sich {liberraschenderweise nicht um
Neuronen findet, sondern im Stratum moleculare, einer Schicht, die keine Neuronen aufweist.
Cummings et al. (1995) postulieren, da3 es sich bei diesem Signal moglicherweise um intra-
zelluldr gelegenes BA4-Protein handelt, das hier in quer angeschnittenen Ausldufern von

Neuronen der zweiten und dritten Schicht des entorhinalen Kortex sichtbar ist.
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5.4 Pathogenese und Folgen der Plaques

Es war auffillig, dal sowohl die Plaques im Neuropil als auch die gefiBassoziierten BA4-
Proteinablagerungen hoch signifikant mit steigendem Alter der Hunde ab dem 8. Lebensjahr
zunahmen. Inwieweit die kaninen Plaques einen neuronalen oder vaskuliren Ursprung
haben, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Es gab in den eigenen Untersuchungen
einen signifikanten positiven Zusammenhang zwischen der neuronalen Amyloidvorldufer-
protein ("amyloid precursor protein")-Expression und der Plaquedichte im Gehirn der alten
Hunde. Dies und das lamindre Verteilungsmuster der Plaques in der GroBhirnrinde sowie die
Tatsache, daf} sich hdufig Neuronen innerhalb der Plaques fanden, deutet auf einen neuro-
nalen Ursprung der Plaques hin. Gegen die von einigen Autoren (Uchida et al., 1993;
Shimada et al., 1992, 1993) vertretene Hypothese, daB3 die Plaques des Hundes einen vasku-
laren Ursprung haben, spricht, da3 sie sich rdumlich getrennt in Regionen fanden, in denen
zahlreiche B A4-Protein-positive Kapillaren auftraten. Eine statistische Auswertung inwiefern
die Plaquedichte mit der Intensitdt der meningealen und parenchymalen Gefdf3ablagerungen
zusammenhingt, lieferte darliber hinaus negative Ergebnisse, so dal} eine primér vaskulédre

Entstehung der Plaques unwahrscheinlich ist.

Die vorliegenden Untersuchungen bestétigen, dal sich die diffusen Plaques im Hundegehirn
nicht oder nur in Einzelfdllen im Rahmen eines hypothetischen, fortschreitenden Plaquekon-
densationsprozesses zu klassischen, d.h. neuritischen Plaques mit Kongorot-positivem
Amyloidkern weiterentwickeln. Insbesondere die Untersuchungen mittels der Kongorot-
farbung machten deutlich, daB3 sich in den kaninen Plaques kein kongophiles Amyloid be-
findet. Cummings et al. (1996), Tekirian et al. (1996) und Wisniewski et al. (1996) untersuch-
ten in diesem Zusammenhang die unterschiedlichen Isoformen des PA4-Proteins in den
Plaques des Hundes und des Menschen. Sie konnten zeigen, dall im Gehirn des Menschen wie
in dem des alten Hundes (Cummings et al., 1996) das BA4(42)-Protein die initial abgelagerte
Isofrom des BA4-Proteins in den diffusen Plaques ist. In den neuritischen Plaques des Men-
schen, die ein hypothetisch weiterentwickeltes, dlteres Stadium der Plaquekondensation dar-
stellen, treten zusitzlich BA4(40)-Proteinablagerungen auf (Shinkai et al., 1995). Trotz der
aus in vitro Versuchen bekannten Tatsache, da3 das f A4(42)-Protein schneller zu Amyloidfi-
brillen aggregieren kann als das kiirzere BA4(40)-Protein (Jarret et al., 1993), und obwohl
Uchida et al. (1997) in kaninen Plaques zusitzliche Faktoren wie z.B. Apolipoprotein E und

o-1-Antichymotrypsin fanden, die die Amyloidfibrillenaggregation in vitro zusétzlich fordern
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(Ma et al., 1994), bilden sich keine neuritischen Plaques im Gehirn alter Hunde (Wisniewski
et al, 1996). Griinde fiir diese Spezies-spezifischen Unterschiede hinsichtlich der Plaqueent-
wicklung sind moglicherweise verschiedene Zusammensetzungen bzw. Konzentrationen
Plaque-assoziierter Zellen und Proteine wie z.B. a-1-Antichymotrypsin, Apolipoprotein E
und Heparan-Sulfat-Proteoglykan, die als Kristallisationskern dienen und die ,,Plaquereifung*

vorantreiben konnten (Tekirian et al., 1996).

In den eigenen Untersuchungen fand sich in der grauen Substanz der GroBhirnrinde das
Amyloidvorliuferprotein (APP) gleichermaflen in der Neuronenmembran junger Hunde
(Gruppe 1; 2-3 Jahre) als auch alter Hunde (Gruppe 2 und 3; 10-18 Jahre). Allerdings wiesen
alte Hunde mit Plaques (Gruppe 3; 10-18 Jahre) eine signifikant hohere neuronale APP-
Expression in der GroBhirnrinde auf als alte Hunde ohne Plaques (Gruppe 2; 11-14 Jahre).
Dariiber hinaus lag ein signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen der neuronalen APP
Expression und der Plaquedichte bei alten Hunden vor.

Die Aufregulierung des APP in Neuronen der grauen Substanz wird beim Menschen als
Ursache fiir eine gesteigerte 3 A4-Proteinproduktion und die damit einhergehende Plaqueent-
stehung diskutiert (Rumble et al, 1989). Transgene Mause entwickeln beispielsweise im Ver-
gleich zu normalen Artgenossen aufgrund einer Uberexpression des humanen APP spontan
auftretende, altersabhdngige BA4-Proteinablagerungen (Lendon et al., 1997). Das vermehrt
exprimierte APP auf Neuronen fiihrt beim Hund méglicherweise zu einer Uberlastung des

proteolytischen Abbauweges und beschleunigt bzw. fordert so die Bildung des 3 A4-Proteins.

Inwiefern eine Mikrogliazellaktivierung in Verbindung mit den Plaques bei alten Hunden
auftritt, wurde mittels immunhistologischer Markierung des MHC Klasse II-Antigens und des
Lektins BS-1 untersucht. Die Markierung des MHC Klasse II-Antigens auf aktivierten
Mikrogliazellen zeigte eine signifikante, altersabhiingige Zunahme dieser Zellen in der grauen
Substanz der alten Hunde (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) im Vergleich zu den jungen Hunden
(9 Monate). In statistischen Untersuchungen konnte kein Zusammenhang zwischen der An-
zahl aktivierter Mikrogliazellen und der Plaquedichte gefunden werden. Das biotinilierte
Lektin BS-1 markierte Mikrogliazellen und Endothelzellen im  Hundegehirn
(Kiatipattanasakul et al., 1998; Grone et al., 2000). Es fand sich auch hier eine deutliche
altersabhéngige Zunahme perivaskuldr gelegener Mikrogliazellen mit groBblasigem Zyto-
plasma in der grauen Substanz bei alten Hunden mit und ohne Plaques (Gruppe 2 und 3, 10-

18 Jahre), die die Ergebnisse der MHC Klasse 2-Markierung am Gefrierschnitt bestdtigte. Im
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Rahmen einer statistischen Auswertung konnte bei den alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18
Jahre) keine Korrelation zwischen der Plaquedichte und der Anzahl BS-1 positiver Zellen auf-
gezeigt werden.

Bisher finden sich in der Literatur keine Angaben iiber eine mdgliche Mikrogliazellaktivie-
rung durch Plaques im Gehirn des alten Hundes. Borras et al. (1999) konnten im Gehirn alter
Hunde keine Verdnderungen beziiglich der Mikrogliazellpopulation finden, wobei sie keine
immunhistologischen Studien durchfiihrten. Die Ergebnisse zeigen, dal die diffusen Plaques
im Gehirn des alten Hundes keine Mikrogliaaktivierung auslosen, wie dies im Rahmen neuro-
degenerativer Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit (Haga et al., 1989; Eikelenboom
und Veerhuis, 1996; Sasaki et al., 1997; Overmyer et al., 1999) beim Menschen beschrieben
wird. In humanmedizinischen Untersuchungen wird den Mikrogliazellen eine grofle patho-
genetische Rolle im Rahmen des Plaquekondensationsprozesses zugesprochen (Giulian,
1999). Mikroglia kann das Plaqueamyloid phagozytieren (Frackowiak et al., 1992) und produ-
ziert pro-inflammatorische Zytokine (Griffin et al., 1998), insbesondere Interleukin-1 (Griffin
et al., 1994, 1995) und Interleukin—6 (Hiill et al., 1995,1996), die beim Menschen vermutlich
ein chronisches Entziindungsgeschehen auslosen, das die Plaquekondensation von der friihen,
diffusen Form in die ausgereifte, klassische bzw. neuritische Form vorantreibt (Sheng et al.,

1997).

Innerhalb der eigenen Untersuchungen fand sich keine altersabhingige Astrogliose, die durch
eine Zunahme der Astrozytenanzahl gekennzeichnet ist in der grauen Substanz, wie sie von
Borras et al. (1999) und Shimada et al. (1992) beschrieben wird. Dariiber hinaus konnte, auch
mittels einer zu diesem Zwecke durchgefiihrten Doppelmarkierung, keine Kolokalisation von
Plaques und Astrozyten in der grauen Substanz gefunden werden. Auch statistische Unter-
suchungen zeigten keine Korrelation zwischen der Astrozytenanzahl und der Plaquedichte
auf.

Nakamura et al. (1997) finden im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen reaktive
Astrozyten in kaninen Plaques und postulieren, dal eine Astrozytenreaktion nétig ist, um die
Plaquekondensation auszuldosen. Beim Menschen werden zusétzlich zu einer Mikroglia-
aktivierung, in Abhédngigkeit von der Plaqueform, reaktive Astrozyten beschrieben (Pike et
al., 1995a).

Inwieweit die Plaques beim alten Hund die Expression pro-inflammatorischer Zytokine

induzieren, sollte durch die immunhistologische Darstellung von IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-
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o aufgezeigt werden. Eine altersabhidngige Zunahme des IL-1 in den meningealen Gefdllen
und den Kapillaren der grauen Substanz konnte bei alten Hunden mit und ohne Plaques
(Gruppe 2 und 3; 10-18 Jahre) im Vergleich zu jungen Hunden (Gruppe 1; 2-3 Jahre) nachge-
wiesen werden. Dartiber hinaus fand sich bei den alten Hunden mit Plaques (Gruppe 3, 10-18
Jahre) ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Interleukin-1-Expression in den
Kapillaren der grauen Substanz und der Plaquedichte. Interleukin-6 und Interleukin-12
konnten nicht nachgewiesen werden. TNF-a fand sich mit zunehmendem Alter als punkt-
formiges Signal in allen Schichten der grauen Substanz bei den alten Hunden (Gruppe 2 und
3, 10-18 Jahre), aber nicht bei jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre). Dariiber hinaus fand sich
solch ein aus zahlreichen Piinktchen bestehendes Signal im Hippocampus der alten Hunde
(Gruppe 2 und 3, 10- 18 Jahre), das bei keinem der jungen Hunde auftrat (Gruppe 1, 2-3
Jahre). Die Zunahme der TNF-a-Expression bei alten Hunden mit und ohne Plaques (Gruppe
2 und 3; 10-18 Jahre) trat unabhingig von der Plaquedichte und nicht an die Lokalisation der
Plaques gebunden auf. Keines der nachgewiesenen Zytokine fand sich in oder um die diffusen
Plaques in der grauen Substanz.

Uber eine Plaqueinduzierte oder -assoziierte Zytokinexpression im Gehirn alter Hund gibt es
bisher keine Untersuchungen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dal die Plaques keine
direkte lokale Immunreaktion mit einer Expression pro-inflammatorischer Zytokine ausldsen.
In statistischen Untersuchungen konnte aber ein positiver Zusammenhang zwischen der Inter-
leukin-1-Expression in den Kapillaren der grauen Substanz und der Plaquedichte aufgezeigt
werden. Im Gegensatz hierzu konnte im Gehirn des Menschen durch Doppelmarkierungsver-
suche gezeigt werden, daB3 die Plaques in Abhingigkeit von ihrer Form eine unterschiedliche
Anzahl aktivierter Mikrogliazellen und Astrozyten enthalten (Griffin et al., 1995, 1998), die
Zytokine, insbesondere Interleukin-1 und -6 produzieren (Mc Geer et al., 1994). Der positive
Zusammenhang zwischen der Plaquedichte und der Interleukin-1-Expression in den Kapilla-
ren der grauen Substanz ist wahrscheinlich mehr durch die gleichzeitig mit zunehmender
Plaquedichte steigenden, gefdBassoziierten 3A4-Proteinablagerungen bestimmt, als alleine
durch die Plaques im Neuropil. Die in der grauen Substanz nachweisbare altersabhéngige Zu-
nahme der TNF-a-Expression hat moglicherweise einen neuroprotektiven Effekt auf die um-
liegenden Neuronen. /n vitro Versuche zeigten, dafl neuronale Zellen durch TNF-a angeregt
werden, vermehrt Bcl-2, ein Molekiil, das neuronale Apoptose unterbindet, zu bilden

(Tarkowski et al., 1999).
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In den Gehirnen der alten Hunde (Gruppe 2 und 3; 10-18 Jahre) konnte eine altersabhédngige
Zunahme TUNEL-positiver Neuronen in der GroBhirnrinde im Vergleich zu den jungen
Hunden (Gruppe 1; 2-3 Jahre) aufgezeigt werden. Interessanterweise lagen die TUNEL-posi-
tiven Neuronen zahlreicher in der Tiefe der GroBhirnfurchen vor als in der Oberfldche der
GroBhirnwindungen. Dies entspricht der bevorzugten Lokalisation der diffusen Plaques. Auf-
grund der Tatsache, daB sich statistisch keine Korrelation zwischen der Anzahl TUNEL-posi-
tiver Neuronen und der Plaquedichte fand, kann ein ursidchlicher Zusammenhang nicht ab-
schlieBend beurteilt werden. Es konnten im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Kiatipattanasakul et al. (1996) auch bei alten Hunden mit zahlreichen TUNEL-positiven Neu-
ronen keine eindeutigen morphologischen Anzeichen im HE-Préiparat fiir Apoptose an diesen
Zellen festgestellt werden, wie z.B. ein geschrumpftes, eosinophiles Zytoplasma, halbmond-
formige Chromatinkondensation und apoptotische Kernkdrperchen (Granville et al., 1998).

Daf3 die Rate TUNEL-positiver Zellen vom Grad postmortaler Autolyse und der Fixationsart
bzw. —zeit des Gehirngewebes beeinflu3t wird, wie es Borras et al. (2000) zu bedenken geben,
kann nicht ausgeschlossen werden. In diesem Zusammenhang konnten Borras et al. (2000)
anhand eines fiir das zu untersuchende Gewebe entwickelten ,,Autolyseindex zeigen, dal3
durch Autolyse eine hohere Rate nukledrer DNA-Fragmentationen in Neuronenkernen nach-
weisbar ist. Gleichzeitig beschreiben sie aber ebenso wie die eigenen Ergebnisse, da} sich
sehr wenige TUNEL-positive Zellen bei jungen Hunden, unabhéngig vom Erhaltungszustand
des Gewebes, fanden. Moglicherweise sind bestimmte Neuronensubpopulationen im Gehirn
alter Hunde anfalliger flir eine postmortale DNA-Fragmentation. Trotz dieser nicht geklarten
Ursachen fiir eine erhohte Anzahl TUNEL-positiver Neuronen bei alten Hunden korrelierten
diese in einer Studie mit einer zunehmenden ,,Demenz“ der alten Hunden (Kiatipattanasakul
et al., 1996). Untersuchungen, inwiefern moglicherweise als Folge der erhdhten DNA-Instabi-
litdit in Neuronen auch tatsdchlich Neuronenverluste aufireten, liefern widerspriichliche
Ergebnisse. Ball et al. (1983), die bis zu 16 Jahre alte Hunde (Beagle) untersuchten, fanden
keinen Hinweis auf Neuronenverluste im Gehirn alter Hunde. Dagegen konnten Morys et al.
(1994) bei iiber 17 Jahre alten Hunden erstaunlicherweise einen regional auf das Claustrum
begrenzten Neuronenverlust aufzeigen, wenn dort gleichzeitig Plaques vorlagen. In diesem
Zusammenhang erscheint die eigene Beobachtung wichtig, da3 innerhalb der diffusen Plaques
hiufig morphologisch intakt erscheinende Neuronen erkennbar waren. Die Ursache der
beobachteten Verhaltensdnderungen und der von Kiatipattanasakul et al. (1996) beschriebe-
nen, zunehmenden ,,Demenz* der alten Hunde sind somit moglicherweise nicht durch einen

Neuronenverlust, sondern durch eine Neuronendegeneration bestimmt, die mit einer Zunahme
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der DNA-Briichigkeit, eventuell verbunden mit einem Synapsenverlust (Samuel et al., 1994)
und einer verminderten Neurotransmitterbildung (Ossowska et al., 1993; Kelly et al., 1996),

wie es beim Menschen beschrieben wird, einhergeht.

In der weilen Substanz der GroBhirnrinde trat interessanterweise eine signifikante, altersab-
hingige Zunahme segmental dilatierter, Amyloidvorliuferprotein (APP)-positiver Axone
bei den alten Hunden mit und ohne Plaques (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) im Vergleich zu
den jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre) auf. In statistischen Untersuchungen trat zwischen
der Anzahl APP-positiver Axone in der weillen Substanz und der Plaquedichte in der grauen
Substanz kein Zusammenhang auf.

Die altersabhédngige Zunahme APP-positiver, unterschiedlich groBer Sphéroide in der weilen
Substanz war eine iiberraschende Beobachtung in der vorliegenden Studie. Humanmedizini-
sche Arbeiten konnten zeigen, da3 bei Patienten mit einem starken Schidel-Hirn-Trauma oder
in der Folge von Ischdmien zahlreiche APP-positive Axone in der weillen Substanz auftreten
(Gentleman et al., 1993). APP wird im Neuronenkorper hergestellt und unterliegt dann einem
anterograden, axonalen Transport. In normalen Axonen reicht die Konzentration des APP
nicht fiir eine immunhistologische Darstellung aus. Nur in den Lokalisationen der Axone, die
aufgrund der zusammengebrochenen Zytoarchitektonik eine Storung des axoplasmatischen,
Mikrotubuli-assoziierten APP-Transports und eine Akkumulation des APPs aufweisen, wird
das APP-Signal immunhistologisch sichtbar (Kawarabayashi et al., 1993). Die APP-Markie-
rung eignet sich somit beim Hund in Analogie zum Menschen sehr gut, um frilhe axonale
Schiaden im ZNS, die infolge des Alterungsprozesses, aber moglicherweise auch eines Trau-

mas oder einer Hypoxie auftreten, nachzuweisen.

In der weillen Substanz trat eine altersabhingige Zunahme aktivierter MHC Klasse II- und
BS-1-positiver Mikrogliazellen bei den alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) im Ver-
gleich zu den jungen Hunden (Gruppe 1, 2-3 Jahre bzw. 9 Monate) auf. Insgesamt lagen er-
heblich mehr aktivierte MHC Klasse II-exprimierende Mikrogliazellen in der weiflen als in
der grauen Substanz des GroBhirns vor. Interessanterweise trat ein statistisch signifikanter Zu-
sammenhang zwischen der Anzahl MHC Klasse II-positiver Mikrogliazellen in der weiflen
Substanz mit der Plaquedichte in der grauen Substanz auf.

Die altersabhidngige Zunahme aktivierter Mikrogliazellen in der weilen Substanz der alten
Hunde mit und ohne Plaques (10-18 Jahre) tritt moglicherweise als Folge degenerativer Ver-

dnderungen in der weilen Substanz auf. Die Zunahme von eosinophilen Kiigelchen zwischen
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den Axonen, die der von Ferrer et al. (1993) beschriebenen Ubiquitin-positiven Granula
dhneln, und die zunehmende Anzahl degenerierter Axone sprechen fiir degenerative Verdn-
derungen in der weilen Substanz bei alten Hunden. Die zur Phagozytose befahigten Mikro-
gliazellen werden wahrscheinlich durch den Gewebedebris direkt aktiviert (Giulian, 1999).
Eine Zunahme der Mikrogliazellen in der weilen Substanz, die anscheinend rein altersabhén-
gig ist, wird auch im Gehirn alter Affen beschrieben (Sheffield und Berman, 1998; Sloane et
al., 1999). Eine hinreichende Erklirung fiir den positiven Zusammenhang zwischen der
Plaquedichte in der grauen Substanz und der Anzahl aktivierter Mikrogliazellen in der weiflen
Substanz a6t sich nicht finden. Eine Hypothese wére ein moglicher primirer Neuronenunter-
gang in der grauen Substanz, der in der Folge eine sekundire axonale Degeneration in der
weilen Substanz nach sich zieht und so die Mikrogliazellaktivierung auslost. Insgesamt mul3
dieses Ergebnis aber aufgrund der geringen Anzahl auf eine MHC Klasse II-Expression unter-

suchter Gehirne vorsichtig beurteilt werden.

Ein sehr auffilliger Befund waren die Astrozyten in der weillen Substanz der alten Hunde mit
und ohne Plaques (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre), die im Vergleich zu denen der jungen
Hunde (Gruppe 1, 2-3 Jahre) eine hochgradige Zunahme des sauren Gliafaserproteins im
Zytoplasma zeigten und einen grof3en, dicken Zelleib mit langen, kraftigen Zellausldufern auf-
wiesen. Die immunhistologischen Untersuchungen zum Nachweis einer Vimentin-Expression
in diesen Astrozyten verlief mit negativem Ergebnis. Es war bei einigen alten Hunden eine
Hiufung von Astrozyten in den tiefen, zentral gelegenen Bereichen der weillen Substanz und
in der auBlen gelegenen Grenzschicht von weiler zu grauer Substanz, in der die sogenannten
Assoziationsfasern verlaufen, vorhanden, dhnlich wie dies Shimada et al. (1992) und Borras
et al. (1999) beschreiben.

Diese Haufung von Astrozyten in der Grenzschicht von weiller zu grauer Substanz, wie sie
auch fiir alte Menschen beschrieben wird (Beach et al., 1989), wird vermutlich weniger von
den Plaques als moglicherweise von altersabhidngigen, degenerativen Verdnderungen in der
weillen Substanz beeinfluflt. Die beschriebene Hypertrophie der Astrozyten kann als
Alterungsphidnomen dieser Zellen gedeutet werden, wie dies bei alten Menschen (Beach et al.,
1989), Médusen (Bronson et al., 1993) und Affen (Sloane et al., 2000) beschrieben wurde. Die
Tatsache, dal3 diese hypertrophen Astrozyten Vimentin-negativ waren, zeigt, daB} sie trotz
ihrer auffdlligen Morphologie, sich funktionell nicht in einer Stresituation mit erhdhter Stoff-

wechselaktivitdt befinden. Die Koexpression von GFAP und Vimentin in Astrozyten, wie es
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fiir Astrozyten im Rattengehirn nach experimenteller Gehirnverletzung beschrieben wurde,

soll auf eine erhohte Aktivitdt der Zellen hindeuten (Calvo et al., 1991).

Die Untersuchungen beziiglich der Expression pro-inflammatorischer Zytokine zeigte bei
den alten Hunden (Gruppe 2 und 3, 10-18 Jahre) ein bandartiges TNF-o-Signal in den Asso-
ziationsfaserbereichen, d.h. der Grenzschicht zwischen weiler und grauer Substanz. Bei
keinem der jungen Hunde (Gruppe 1, 2-3 Jahre) trat in diesem Bereich ein Signal auf.

Eine mogliche Quelle des TNF-a in dieser Grenzschicht konnten die hier zahlreich vorliegen-
den hypertrophen Astrozyten sein. Grone et al. (2000) beschreiben in diesem Zusammenhang
mittels Doppelmarkierungsversuchen in Gehirnen von an Staupe erkrankten Hunden eine
TNF-a-Expression in Astrozyten, die das positive Signal erkliaren konnte. Inwieweit in der
weillen Substanz infolge der TNF-a-Produktion eine direkte Schiddigung des Myelins oder
der Oligodendrozyten auftritt (Kita et al., 2000) bleibt unklar.

Eine Korrelation zwischen klinischen und neuropathologischen Befunden beim alten
Hund erwies sich als sehr schwierig. Die Erhebung anamnestischer Daten hinsichtlich einer
kognitiven Dysfunktion und/oder einer Verhaltensédnderung bei alten Hunden war aufgrund
des geringen Riicklaufs von Fragebogen schwierig. Aus den von 10 Hunden im Alter von 12
bis zu 18 Jahren vorliegenden Daten wurde deutlich, da3 100% dieser Hunde eine Abnahme
der Lebhaftigkeit im Alter zeigten, 90% zeigten zunehmende Bewegungsunlust, 40% Zuriick-
zichen aus der gewohnten Umgebung, 30% vermehrtes, unmotiviertes Bellen, gesteigerte
ndchtliche Unruhe, 20% zunehmenden Ungehorsam, Urininkontinenz und ein gesteigertes
Schlafbediirfnis am Tag. Einzelne Hunde wiesen eine zunehmende Desorientierung, einen
Verlust erlernter Fahigkeiten, eine zunehmende Gleichgiiltigkeit gegeniiber der Umwelt, eine
gesteigerte Rast- und Ruhelosigkeit am Tag sowie eine vermehrte Angst- und Schreckhaftig-
keit und langes Starren in eine Ecke auf.

Uber die eigenen Ergebnisse hinaus beobachteten andere Autoren in Verhaltenstests an vor-
trainierten Hunden eine positive Korrelation zwischen der Plaquedichte ("B—amyloid load")
im Gehirn und dem Grad der kognitiven Dysfunktion bei alten Hunden (Cummings et al.,
1996; Head et al., 1998). In den eigenen Untersuchungen wiesen zwar alle Hunde mit den be-
schriebenen Verhaltensinderungen Plaques in unterschiedlicher Menge auf, eine eindeutige
Zuordnung der Verhaltensédnderungen zu der Plaquedichte oder der Lokalisation der Plaques
in bestimmten Gehirnregionen, wie es Head et al. (1998) postulieren, konnte aber nicht aufge-

zeigt werden. Cummings et al. (1993) heben in diesem Zusammenhang hervor, dall der Hund
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moglicherweise im Gegensatz zum Menschen (Goldmann et al., 1986; Mori und Ihara, 1991;
Braak et al., 1996) kognitive Dysfunktionen alleine aufgrund der Plaques, ohne die Beteili-
gung neurofibrilldrer Biindel in Neuronen, entwickeln kann.

In humanmedizinischen Untersuchungen gibt es eine kontroverse Diskussion iiber die Zuord-
nung der klinischen Symptome zu der Anzahl nachgewiesener seniler Plaques oder neurofib-
rilldrer Biindel. Frither wurden fiir die postmortale Diagnose einer Demenz vom Alzheimer-
Typ die Kriterien nach Khachaturian (Khachaturian, 1985) angewandt. Hierbei handelte es
sich um eine bestimmte Plaqueanzahl pro mm?” im Kortex, die vorhanden sein muBte, damit
die Diagnose der Alzheimer-Krankheit gestellt werden konnte. Die Nachweismethoden, be-
stimmte Gehirnregionen und das Auftreten neurofibrillirer Biindel bleiben unberiicksichtigt.
Weitere Studien konnten zeigen, dal3 die Plaquedichte nicht so gut mit dem Grad der kogni-
tiven Ausfallserscheinungen korreliert wie die Anzahl neurofibrillirer Biindel (Langui et al.,
1995). Heute besteht weitgehender Konsens dartiber, dafl hochgradige kognitive Ausfille, wie
sie bei Alzheimer-Patienten beschrieben werden, nur durch einen Neuronenverlust ausgelost
werden konnen, der wahrscheinlich zu einem gréfleren Anteil durch intraneuronale, neuro-
fibrillire Biindel als durch Plaques verursacht wird. Heute gelten die Kriterien des CERAD
("Consortium to establish a registry for Alzheimer's disease"; Mirra et al., 1991), die eine
graduelle Einteilung der Alzheimer-Erkrankung in sechs Stadien nach Braak und Braak
(1991a, 1996a und b) nur aufgrund der Anzahl und Lokalisation der neurofibrilliren

Verdnderungen zulassen.

Zusammenfassend wird aufgrund der vorliegenden Ergebnisse deutlich, dal sich im Gehirn
alter Hunde neuropathologische Verinderungen finden in Form diffuser Plaques und einer
zerebralen Amyloidangiopathie, die in ithrem Ausmal} und ihrer Verteilung den Verdnderun-
gen alter Menschen entsprechen. Die mittels Spezialfirbungen und Immunhistologie zahlreich
in den Gehirnen alter Hunde nachgewiesenen Plaques, die im HE-Préparat nicht zu erkennen
sind, entsprachen morphologisch den diffusen Plaques des Menschen, die als initiales
Stadium der Plaqueentwicklung auftreten. Es konnten allerdings keine klassischen bzw. neuri-
tischen Plaques und zu der sogenannten Alzheimer-Trias gehorende neurofibrillire Biindel im
Gehirn alter Hunde nachgewiesen werden. Die topografische Verteilung der Plaques in
unterschiedlichen GroBShirnregionen in Abhédngigkeit von der Plaquedichte machte deutlich,
dal3 der Lobus frontalis als erste Gehirnregion Plaques aufweist. In einem spéteren Stadium
sind weitere GroBhirnregionen betroffen, insbesondere der Lobus limbicus mit Gyrus cinguli,

und erst in Verbindung mit einer sehr hohen Plaquedichte in der GroBhirnrinde treten auch
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Plaques in Stammhirnregionen auf. Unabhdngig von der Plaquedichte im GroBhirn alter
Hunde traten nie Plaques im Kleinhirn auf. Hinsichtlich der Pathogenese der kaninen Plaques
sprechen das laminédre Verteilungsmuster in der GroBhirnrinde, die erhohte APP-Expression
in Neuronen bei alten Hunden mit Plaques und das hdufige Auftreten von Neuronen innerhalb
der Plaques fiir einen neuronalen Ursprung des f A4-Proteins beim Hund. Die Entstehung der
gefdfBassoziierten fA4-Proteinablagerungen scheint begleitend zu den Plaques im Neuropil
aufzutreten, ist aber wahrscheinlich an deren Entstehung nicht direkt beteiligt. Im Gegensatz
zu humanmedizinischen Studien fand sich keine mit den Plaques assoziierte Astrozyten- und
Mikrogliazellreaktion. Dies konnte erkldren, weshalb sich die diffusen Plaques des Hundes
nicht zu neuritischen Plaques weiterentwickeln, da im Hundegehirn bestimmte, von Glia-
zellen produzierte Faktoren wie Zytokine oder Akute-Phase-Proteine, die als Entziindungsme-
diatoren die Plaquekondensation vorantreiben konnten, fehlen. Moglicherweise gibt es auch
andere Spezies-spezifische Unterschiede hinsichtlich der Enzymaktivitit im APP-Metabolis-
mus, oder aber die Lebenszeit der Hunde reicht nicht aus, damit sich neuritische Plaques bil-
den konnen (Cummings et al., 1996). Eine mogliche Plaque-induzierte Neuronendegenera-
tion im Hundegehirn, die die Verhaltensdnderungen einiger alter Hunde aus der Studie hétte
erkliaren konnen, wurde ansatzweise durch den Nachweis einer zunehmenden DNA-Briichig-
keit in Neuronen gezeigt. Interessanterweise traten diese Neuronenverdanderungen gehiuft in
der Tiefe der GroShirnwindungen auf, also in Plaque-reichen Regionen der GroBhirnrinde. Zu
berticksichtigen ist aber die Tatsache, daf} sich innerhalb der diffusen Plaques immer wieder
morphologisch intakte Neuronen fanden. Das im Hundegehirn nicht in —Faltblattstruktur
vorliegende und damit wahrscheinlich nicht neurotoxische PA4-Protein schéddigt offen-
sichtlich die Neuronen des alten Hundes nicht so stark, wie es beispielsweise die intraneu-
ronal gelegenen, neurofibrilliren Biindel beim Menschen tun. Interessanterweise traten die in
der weillen Substanz des Gehirns alter Hunde zahlreichen APP-positive Axonsegmente, akti-
vierten Mikrogliazellen und hypertrophen Astrozyten in Verbindung mit einer erhdhten TNF-
o-Expression auf, die auf eine bisher so noch nicht beschriebene, altersabhéngige Degene-
ration der weillen Substanz hindeuten. Inwieweit die Lésionen in der weilen Substanz zu dem

klinischen Bild beitragen, ist bisher ungekléart und gibt AnlaB fiir weitere Untersuchungen.

Zahlreiche humanmedizinische Studien {iber den Alterungsprozel3 des Gehirns einerseits und
die Pathogenese von altersabhédngig gehiuft auftretenden, neurodegenerativen Erkrankungen
wie der Alzheimer-Krankheit andererseits machen deutlich, daB es groBe Uberschneidungen

hinsichtlich der morphologischen Befunde im Gehirn gibt. Letztendlich ist beim Menschen
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eine Abgrenzung der Verdnderungen, die im Alterungsproze3 des Gehirns und im Verlauf
neurodegenerativen Erkrankungen auftreten, hdufig nur durch Einbeziehen des Ausmafles und
der Qualitdt der kognitiven Dysfunktionen moglich. Trotz der teilweise enorm hohen Plaque-
dichten im Gehirn einiger alter Hunde ist die klinisch-neuropathologische Korrelation der
Befunde schwierig. Die diffusen Plaques des alten Hundes treten eindeutig als Zeichen des
Alterungsprozesses im Gehirn auf und stellen ein initiales Stadium der Plaqueentstehung dar,

das Einblicke in mdgliche pathogenetische Ablidufe zerebraler B—Amyloidosen des Menschen

und anderer Tierspezies ermoglicht.
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6 Zusammenfassung

1. Im Literaturteil werden die unterschiedlichen Amyloidtypen und Amyloidoseformen,
sowie das pathogenetische Grundprinzip der Amyloidentstehung dargestellt, und es wird
ein kurzer Uberblick iiber die Nachweismethoden fiir Amyloid im Gehirn und in Organen
von Mensch und Tieren gegeben. Dariiber hinaus werden alterungsbedingte Gehirnverin-
derungen des Menschen unter besonderer Beriicksichtigung der Pathogenese und der
Folgen der Alzheimer-Krankheit beschrieben. Weiterhin wird der bisherige Kenntnis-
stand altersabhidngiger Gehirnverdnderungen des Hundes und anderer Tierspezies darge-

stellt.

2. Fiir die Untersuchungen lagen insgesamt 138 Rasse- und Mischlingshunde im Alter von
1 Monat bis zu 18 Jahren vor, die in einem Zeitraum von vier Jahren (1996-1999) gesam-
melt wurden. Alle Hunde wurden seziert, das Gehirn wurde entnommen und fiir 10 Tage
in 10%igem Formalin fixiert und in 8 Schnittebenen aufgearbeitet. Fiir die histochemi-
schen und immunhistologischen Untersuchungen wurden Paraffinschnitte und fiir den
immunhistologischen Nachweis MHC Klasse II-positiver Mikrogliazellen Gefrierschnitte
verwandt. Dariiber hinaus wurde ein selbsterstellter Fragebogen an die Tierbesitzer und
behandelnden Tierdrzte verteilt, um anamnestische Daten iiber Verhaltensdnderungen

bzw. eine kognitive Dysfunktion der alten Hunde zu erhalten.

3. Im ersten Teil der Arbeit stand die vergleichende Untersuchung verschiedener histo-
chemischer und immunhistologischer Methoden hinsichtlich der Spezifitdt und Sensitivi-
tdt zum Nachweis von Plaques, neurofibrilliren Biindeln und einer kongophilen Amy-
loidangiopathie im Vordergrund. Weiterhin wurde das alters-, geschlechts-, und rasseab-
héngige Auftreten, die Morphologie und Topografie der im Gehirn immunhistologisch
nachweisbaren BA4-Proteinablagerungen beschrieben. Dariliber hinaus wurde der Ver-
such einer Korrelation zwischen klinischen und neuropathologischen Befunden unter-
nommen. Im zweiten Teil der Arbeit wurde das altersabhéngige Vorkommen und die
Verteilung des Amyloidvorlduferproteins, einer Gliazellaktivierung, einer Expression von
pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-1, -6, -12, TNF-a) und eine mogliche Neuronen-

degeneration unter Beriicksichtigung der Plaquedichte untersucht.
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4. Im Methodenvergleich wurde deutlich, dafl die Immunhistologie die sensitivste Methode
zur Darstellung von Plaques und einer Amyloidangiopathie im Hundegehirn ist. Mittels
Immunhistologie konnten zwei unterschiedliche Plaquetypen und zwei unterschiedliche
laminédre Verteilungsmuster in den oberflachlichen und tiefen Schichten der GroBhirn-
rinde aufgezeigt werden. Die Silberfarbungen wiesen insgesamt geringere Plaquedichten
nach, aber zwei der fiinf Silberfirbungen (Methode nach Campbell-Switzer und
Reusche), die bisher nur fiir den Menschen beschrieben sind, erbrachten erstaunlich gute
und reproduzierbare Ergebnisse beim Hund. Im Gegensatz zum Menschen konnten im
Hundegehirn keine neurofibrilliren Biindel und sogenannte klassische/neuritische
Plaques mit einem kongophilen Amyloidkern nachgewiesen werden. Beziiglich der Mor-
phologie dhneln die kaninen Plaques den sogenannten diffusen Plaques des Menschen,
die eine hypothetisch initiale Form der Plaqueentstehung darstellen. Es konnte kein
Zusammenhang zwischen den GefdBablagerungen und den Plaques im Neuropil aufge-

zeigt werden.

5. Das Auftreten der Plaques und der B A4-Proteinablagerungen in Gefél3en ist ein altersab-
héngiger Prozef3, der bei Hunden im Alter von acht Jahren beginnt. Interessanterweise
stieg die nachweisbare Plaquedichte im Gehirn aber nicht mit zunehmendem Alter der
Hunde an. Mittels einer Clusteranalyse konnten drei unterschiedliche Gruppen, d.h. alte
Hunde mit einer geringen, mittel- und hochgradigen Anzahl von Plaques, gefunden
werden. Hinsichtlich der topografischen Verteilung der Plaques im Hundegehirn wurde
deutlich, dal} sie iiberwiegend in der GroBhirnrinde, in geringerem Ausmaf} in Stamm-
hirnregionen und nie in der weilen Substanz des GroBhirns und im Kleinhirn lagen. Die
Mischlingshunde wiesen haufiger Plaques auf als die Rassehunde, und sie zeigten beziig-

lich der laminédren Verteilung der Plaques 6fter das Muster 2 als das Muster 1.

6. Typische altersabhingige Verdnderungen im Gehirn der Hunde stellten die Fibrose der
Meninx und des Plexus chorioideus, Lipofuszinablagerungen in Neuronen und perivasku-
laren Makrophagen in grauer und weiler Substanz, perikapillire Mikroblutungen in der
grauen Substanz sowie Sphiroide und sogenannte eosinophile Kiigelchen in der weillen
Substanz dar. In den immunhistologischen Untersuchungen fand sich eine altersab-
héngige Zunahme APP-positiver Sphéroide in der weiflen Substanz, MHC Klasse II-posi-
tiver Mikrogliazellen bzw. BS-1-positiver Zellen in grauer und weiler Substanz, der

GFAP-Expression im Zytoplasma von Astrozyten und der TNF-o-Expression in der
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grauen und weillen Substanz sowie dem Hippocampus. Interessanterweise zeigten sich
bei einigen der alten Hunde zahlreiche TUNEL-positive Neuronenkerne in den oberflach-
lichen Kortexschichten, in denen auch Plaques lagen. Moglicherweise liegt beim alten
Hund kein Neuronenverlust, sondern eine Neuronendegeneration vor, die sich durch zu-
nehmende DNA-Briichigkeit, eventuell verbunden mit einem Synapsenverlust und ver-

minderter Neurotransmitterbildung, auszeichnet.

7. Bei alten Hunden, die Plaques aufwiesen, trat eine erhohte neuronale Amyloidvorlaufer-
protein-Expression als Folge oder moglicherweise als Ursache der Plaquebildung auf.
Weiterhin trat eine zunehmende Anzahl MHC Klasse II-positiver Mikrogliazellen in der
weillen Substanz in Verbindung mit einer steigenden Plaquedichte auf. Mit zunehmender
Plaquedichte zeigte sich eine erhohte Interleukin-1-Expression in den Kapillaren der
grauen Substanz. In Kolokalisation mit den Plaques in der grauen Substanz fand sich
weder eine Mikrogliazellreaktion oder Astrozytose noch eine verstirkte Expression pro-

inflammatorischer Zytokine.

8. In der weilen Substanz des Gehirns alter Hunde traten zahlreiche APP-positive Axonseg-
mente, aktivierte MHC Klasse II-positive Mikrogliazellen und fibrose Astrozyten in Ver-
bindung mit einer erhdhten TNF-a-Expression insbesondere in der Grenzregion von
weiller zu grauer Substanz (Assoziationsfaserbereich) auf, die auf altersabhéingige
Lisionen in der weiflen Substanz des alten Hundes hindeuten. Inwieweit die Befunde in
der weillen Substanz an dem klinischen Bild alter Hunde beteiligt sind, ist bisher unge-

klart und gibt AnlaB fiir weitere Untersuchungen.

9. Im Gehirn alter Hunde finden sich altersabhingige Verdnderungen, wie diffuse Plaques
und eine zerebrale Amyloidangiopathie, die den Befunden im Gehirn alter Menschen ent-
sprechen. Fiir einen neuronalen Ursprung der kaninen Plaques sprechen das laminire
Verteilungsmuster in der GroBhirnrinde, das Auftreten morphologisch intakt erscheinen-
der Neuronen in den Plaques und die erhdhte neuronale APP-Expression bei alten Hun-
den mit Plaques. Die gefaBassoziierten JA4-Proteinablagerungen treten begleitend auf,
sind aber wahrscheinlich an der Plaqueentstehung nicht direkt beteiligt. Die Tatsache,
daBl im Hundegehirn keine plaqueassoziierten Astrozyten- und Mikrogliazellreaktionen in

Verbindung mit einer Produktion pro-inflammatorischer Zytokine auftraten, konnte
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erkldren, weshalb die Plaquekondensation zu klassischen/neuritischen Formen, wie dies

fiir den Menschen beschrieben wird, ausbleibt.

10. Die Korrelation zwischen klinischen und neuropathologischen Befunden erwies sich als
sehr schwierig und ist aufgrund des geringen Riicklaufs von Fragebdogen nicht ab-
schlieBend moglich. Einen Hinweis fiir eine im Gehirn alter Hunde auftretende Neuro-
nendegeneration geben allerdings die TUNEL-positiven Neuronen, obwohl zu beriick-
sichtigen ist, daB3 das BA4-Protein in Plaques des Hundes nicht in f—Faltblattstruktur, d.h.

in einer nicht-neurotoxischen Konformation vorliegt.
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7 Summary

1. In the literature section the classification of different amyloid subtypes, amyloidoses and
their pathogenic principles are reviewed and a short overview of different detection
methods for amyloid depositions in the brain and organs of animals and humans is
presented. Furthermore, characteristic neuropathological findings within the aged human
brain with special emphasis on Alzheimer's disease are described. Additionally, the age-

related neuropathology in the brain of dogs and other animal species is presented.

2. 138 dogs between one month and 18 years of age, collected during 1996-1999, were used
in this study. All dogs were submitted for necropsy, brains were fixed in 10% formalin
for ten days, cut in 8 transverse sections and embedded in paraffin-wax. For histo-
chemical and most immunohistological studies paraffin-wax embedded sections were
used. For immunohistological detection of MHC class II-positive microglial cells frozen
tissue sections were employed. Furthermore, a questionnaire was created and distributed
to referring veterinarians and pet owners for obtaining anamnestic data about geriatric

behavioural changes and age-related cognitive dysfunction.

3. The first part of the study included a comparison of different histochemical (silver stains
and Congo red stain) methods and immunohistochemistry with respect to specificity and
sensitivity for the detection of plaques, neurofibrillary tangles and cerebral amyloid angio-
pathy in the canine brain. The age-, sex-, and breed-related occurrence, morphology and
spatial distribution of the BA4-protein deposits are described. Furthermore, a correlation
between clinical and neuropathological findings was attempted. The second part of the
study investigated the age-related occurrence and distribution of the amyloid precursor
protein, glial cell activation, pro-inflammatory cytokine expression (IL-1, -6, -12, TNF-a),

and the presence of neuronal nuclear fragmentation in correlation to plaque density.

4. Comparison of the different methods showed that immunohistology is by far the most
sensitive method for the detection of plaques and cerebral amyloid angiopathy in the
canine brain. Immunohistochemically, two different plaque types and two different

laminar distribution patterns were detected in superficial and deep cortical layers. The
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silver stains revealed a lower plaque density compared to immunohistochemistry and two
out of five methods (method of Campbell-Switzer and Reusche), which were until now
only described for humans, showed good and reliable staining results in the canine CNS.
Canine plaques showed morphologically similarities to human diffuse plaques indicative
of an early stage in a hypothetical plaque evolution process. No neurofibrillary tangles and
later-stage, Congo red-positive classical/neuritic plaques as described for humans were
found in dogs. Immunohistochemistry revealed no association between BA4-protein

deposits in vessel walls and plaques in the neuropil.

5. The occurrence of plaques in the neuropil and BA4-protein deposits in meningeal and
parenchymal vessels was an age-depending process starting in dogs of eight year of age.
Surprisingly, there was no age-depending increase of plaque density. A cluster analysis
revealed three different groups of animals, e.g. old dogs with small, moderate and high
numbers of plaques in the cortex. Plaques were found predominantly in the neocortex and
infrequently in basal brain stem nuclei while the white matter of the cerebrum and the
cerebellum were unaffected. Cross-breed dogs had more frequently plaques than pure-

breed dogs, and they showed more frequently the distribution pattern 2 than pattern 1.

6. Typical age-related findings in the brains of old dogs were meningeal fibrosis and fibrosis
of choroid plexus, lipofuscin accumulation within neurones, lipofuscin-laden perivascular
macrophages in gray and white matter, micro-haemorrhages around capillaries in the gray
matter and spheroids and so-called eosinophilic bodies in the white matter. Immuno-
histology revealed an age-related increase of APP-immunopositive axonal spheroids in the
white matter, MHC class II-positive microglial cells and BS-1-positive cells in the gray
and white matter and strongly GFAP positive hypertrophic astrocytes in the white matter.
Furthermore an increased IL-1-expression in meningeal vessels and capillaries of the gray
and white matter and an increased TNF-a-expression in the gray and white matter and the
hippocampus was found. Interestingly, some old dogs showed numerous TUNEL-positive
neuronal nuclei in the superficial cortical layers concurrently with plaques. The latter
could be due to increasing DNA-fragility, possible associated with a loss of synapsis and a

decreased production of neurotransmitters resulting in neurological deficits.

7. Old dogs with plaques in contrast to old dogs without plaques showed an up-regulation of

the amyloid precursor protein in neurons as cause or as a sequela of plaque occurrence.
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10.

Surprisingly, the number of MHC class II-positive microglial cells in the white matter
correlated to plaque density in the gray matter. Furthermore, in association with growing
plaque density an increasing IL-1-expression in capillaries of the white matter was noted.
In the gray matter activated microglial cells, astrocytes and pro-inflammatory cytokines

were not associated with plaques.

In the white matter of the cerebrum of old dogs numerous APP-positive axonal spheroids,
activated MHC class II-positive microglial cells and prominent fibrous astrocytes in
combination with an increased TNF-a-expression especially at the junction between white
and gray matter were found. The latter might present the morphology of a distinct white

matter disease in old dogs.

Old dogs developed age-related changes including plaques and cerebral amyloid
angiopathy similar to aged human brains. The laminar distribution pattern of the plaques
in the brain, the association of plaques with apparently morphologically normal neurons
and the increase of neuronal APP-expression indicates a possible neuronal origin of the
plaques in dogs. BA4-protein deposits in vessel walls represent a concomitant finding in
the canine brain, which does not contribute to formation of plaques. The lack of plaque-
associated microglial cell activation, astrocytosis, and no detectable pro-inflammatory
cytokine expression might explain, why plaque condensation or progression from early-
stage diffuse to late-stage classical/neuritic plaques in the dog brain does not occur. The
present study revealed numerous age-related changes in the brain of aged dogs, however,
only few findings were related to the number of plaques. Though cluster analysis
indicated the existence of a subgroup of aged dogs with a high plaque density, an

interpretation of this finding is still inconclusive.

A correlation between clinical findings and neuropathological results based on the few
returned anamnestic questionnaires was not possible and remains speculative. However,
there might be neuronal degeneration in old dogs as shown by the increased number of
TUNEL-positive neurons in the cortical layers with plaques, although the canine BA4-

protein has not a B—pleated sheet conformation and therefore lacks a neurotoxic structure.
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9 Anhang

9.1 Bezugsquellen fiir Chemikalien und Antikorper

Boehringer Mannheim Biochemica, Mannheim
anti-humaner Alzheimer Precursor Protein A4-Antikorper aus der Maus
Klon 22C11, 1285262
in Situ Cell Death Detection Kit, AP, 1684809
Proteinase K, 1413783

Dako Diagnostica, Hamburg
anti-humaner Gliafaserprotein-Antikorper aus dem Kaninchen, Z 334
anti-humaner Vimentin-Antikorper aus der Maus, Klon V9, M 725
anti-humaner Neurofilament-Antikorper aus der Maus, Klon 2F11, M 762
Dako Glycergel Mounting Medium, C 563

DCS Innovative Diagnostiksysteme, Hamburg

Fast Red Substrate Pack

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm
Ammoniumhydroxid-Lésung purum 28%ig in Wasser, 09858
Ameisensdure puriss. p. a., 06440
Imidazol puriss. p. a., 56750
Isopentan (2-Methylbutan), 59075
3,3'-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) purum p. a., 32750
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 93352
Trypsin aus Schweinepankreas (ca. 90 U/mg), 93613
Wolframatokieselsdure-Hydrat, 95395

Genzyme Diagnostics, Riisselsheim

anti-humaner-Interleukin-1-, -6-, -12- und TNF-a-Antikorper aus dem Kaninchen
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GSF-National Research Center for Environment and Health, Miinchen

anti-kaniner-Haupthistokompatibilititskomplex Klasse II aus der Ratte, Klon R4A1

Hecht 1., Kiel-Hassee
Eukitt® (Corbit-Balsam)

Karstadt AG, Gielien
Kupferdraht, 0,25 mm, unbeschichtet

Kreatech Diagnostics, Amsterdam, Niederlande
TUF ("target unmasking fluid"), SP-0025

Merck E., Darmstadt
Albumosesilber fiir die Mikroskopie, 7447
Ammoniumnitrat p. a., 1188
Athanol (Alkohol) absolut p. a., 972
Calciumchlorid-2-hydrat krist. p.a., 2382
Eosin (gelblich), 1345
Essigsdure p. a., 63
Gelatine (gepulvert), 4078
Hématoxylin, 4305
Hydrochinon Fotopur®, 4610
Methanol reinst, 6008
Methenamin p. a., 4343
Natriumacetat, 6268
Kaliumcarbonat p. a., 4928
Kaliumjodid Suprapur”®, 5044
Kongorot, 1340
Natriumacetat wasserfrei p.a., 6268
Natriumcarbonat wasserfrei p.a., 6392
Natriumchlorid reinst, 6400
Natriumhydroxid-Pldtzchen p. a., 6498
Natriumthiosulfat-Pentahydrat p. a., 6516
Oxalsdure p. a., 495
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Papanicolaou-Losung 1b, 9254
Perhydrol® 30%ig H,O, p. a., 7210
2-Propanol (Isopropylalkohol) reinst, 8995
Pyridin p. a., 22301

Titrisol® (1 N HCI) 1M/1, 9970

Xylol reinst, 8685

Novocastra Laboratories Ltd., iiber Medac Diagnostica, Hamburg
anti-humaner Beta-Amyloid- Antikorper aus der Maus, Klon 6F/3D, NCL-B-Amyloid

PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich
Pferdeserum (unverdiinnt), B 15-023
Schweineserum (unverdiinnt), B15-030

Eagle's Minimal Essential Medium mit Earle'scher Salzlosung und Glutamin, E15-825

Riedel De Haen, Seelze
Lanthannitrat-6-Hydrat p. a., 31617

Roth C., Karlsruhe
Zitronensdure wasserfrei, 6490
Formaldehyd 36%ig, 7398
Methanol 99,8%ig p. p., 4627
Roti®-Histol, 6640
Salpetersiure Rotipuran®, 4989
Silbernitrat Rotipuran®, 7908
Tetrachlorgold(Ill)-sdure Aquat purum, 3867

Serva, Heidelberg
Triton®"X-100, 37240

Sigma, Deisenhofen

Lektin aus Bandeiraea simplicifolia BS-1 (biotiniliert), L-3759

Vogel GmbH & Co KG, Gieflen
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Tissue Tec® O.C.T.-Einbettmittel, LT 45839

Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA, iiber Camon Laborservice GmbH,
Wiesbaden

Vectastain ABC-Kit, Standard, PK 4000

biotiniliertes Pferd anti-Maus-Immunglobulin, BA 2000

biotiniliertes Kaninchen anti-Ratte-Immunglobulin, BA 4000

biotiniliertes Ziege anti-Kaninchen-Immunglobulin, BA 1000

9.2 Bezugsquellen fiir Gerite und Einmalartikel

Biozym, Deutschland
Gel Bond®-Film, 53748

Menzel Gliser, Glasbearbeitungswerke GmbH & CoKG, Braunschweig
Superfrost Plus®-Objekttriger, 041300

Olympus, Hamburg
Netzmikrometerplatte U-OCMSQ 10/10, 034077

Reichert-Jung GmbH, Nuflloch
Kryotom Frigocut, Modell 2700

Schleicher & Schuell, Dassel
Papierfilter, 110 mm Durchmesser, 311643

Science Service (SCI), Miinchen

Pap—Pen®
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9.3 Losungen und Puffer

9.3.1 Immunbhistologie

3,3'-Diaminobenzidin-tetrahydrochloridlosung (DAB):
100 mg DAB in 200 ml 0,1 M Imidazol/HCI1 Puffer (pH 7,1) 16sen und mischen
(Magnetriihrer), anschlieend filtrieren und 70 pl H>O, (30%ig) zugeben.

0,5%iges H>O; in Methanol oder TBS fiir Paraffinschnitte:
1,5 ml 30%iges H,O, in 100 ml Methanol geben.

0,03%iges H,O, in TBS fiir Gefrierschnitte:
90 ul 30%iges H,O, in 100 ml TBS geben.

0,1 M Imidazol/HCI-Puffer, pH 7,1:
6,81 g Imidazol mit 1000 ml Aqua dest. 16sen und ca. 500 ml 0,1 M HCI zufiigen bis
pH-Wert 7,1 eingestellt ist.

Tris-Puffer-Stammlosung (''tris-buffered saline', TBS), pH 7,6:
Stammloésung: 60,57 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan in 610 ml Aqua dest. 16sen
und ca. 390 ml 1 N HCI (Titrisol™) zufiigen bis pH-Wert 7,6 eingestellt ist.
Gebrauchslosung: 100 ml Stammlésung auf 1000 ml mit 0,8%iger NaCl-Losung in
Aqua dest. auffiillen.

Papanicolaou Losung:

Papanicolaou-Losung und Aqua dest. im Verhéltnis 1: 20 mischen und filtrieren.

Phosphat-gepufferte Natriumchloridlosung ("'phosphate buffered saline", PBS), pH 7,4:
21,76 g Natriumchlorid, kristallin
3,592 g Natriumhydrogen-Phosphat p.a.
0,544 g Kaliumhydrogenphosphat p.a.
in 420 ml Aqua dest. 16sen.
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9.3.2 Histochemie

9.3.2.1 Losungen fiir die Silberfirbung nach Campbell-Switzer

Silberfirbelosung:

60 Teile 1%ige Silbernitratlosung

5 Teile Pyridin (Fertiglosung, Fa. Merck)

45 Teile 1%ige Kaliumcarbonatlosung
Diese Losung mufl jedesmal frisch angesetzt werden. Die Losungen werden in der oben
angegebenen Reihenfolge nacheinander auf einem Magnetriihrer gemischt. Das Pyridin wird
im Kiihlschrank aufbewahrt und sollte unter einem Abzug in die Lésung gemischt werden, da

es sehr stark riecht (gesundheitsschédlich).

1%ige Silbernitratlosung:
1 g Silbernitrat
ad 100 ml Aqua dest.
(Braunglasflasche)

1% ige Kaliumcarbonatlosung:
1 g Kaliumcarbonat

ad 100 ml Aqua dest.

0,5%ige Essigsiure:
5 ml Essigsdure (99,7%ig)
ad 1000 ml Aqua dest.

1%ige Natriumthiosulfat-Pentahydratlosung:
1 g Natriumthiosulfat-Pentahydrat
ad 100 ml Aqua dest.

0,1%ige Goldchloridlosung:
0,5 g Tetrachlorgold(Ill)-sdure Aquat
ad 500 ml Aqua dest.
Die Losung kann riickfiltriert und mehrmals gebraucht werden. Die Aufbewahrung muf3 in

einer Braunglasflasche erfolgen.
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Physikalischer Entwickler (Gemisch aus Losung A, B und C).
Losung A:
50 g Natriumcarbonat
1000 ml Aqua dest.
Losung B:
2 g Ammoniumnitrat
2 g Silbernitrat
10 g Wolframatokieselsdure-Hydrat
1000 ml Aqua dest.
Losung C:
2 g Ammoniumnitrat
2 g Silbernitrat
10 g Wolframatokieselsidure
7,3 ml 36%iges Formaldehyd
1000 ml Aqua dest.
Der physikalische Entwickler wird in folgender Reihenfolge auf einem Magnetriihrer
jedesmal frisch gemischt:
50 Teile Losung A
45 Teile Losung B in A
5 Teile Losung C in A+B
Die Losungen A, B und C kdnnen mehrere Monate aufgehoben werden, wobei Losungen B

und C in Braunglasflaschen aufbewahrt werden miissen.

9.3.2.2 Losungen fiir die Silberfirbung nach Reusche

Silberfarbelosung (Gemisch aus Losung A und B):
Losung A:
2 g Gelatine

ad 100 ml 1%ige Ameisensiure

Losung B:
50 g Silbernitrat
100 ml Aqua dest.
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(2 Wochen stehen lassen bis zur Verwendung)
Kurz vor der Farbung wird die Silberfarbelosung aus Losung A und B im Verhéltnis 1:2 auf

einem Magnetriihrer jedesmal frisch hergestellt.

3% ige Natriumthiosulfat-Pentahydratlosung:
3 g Natriumthiosulfat-Pentahydrat
ad 100 ml Aqua dest.

9.3.2.3 Losungen fiir die Farbung nach Bielschowsky (modifiziert)

Ammoniakalische Silbernitratlosung:
Konzentrierte Ammoniumhydroxid-Lésung purum, 28%ig in Wasser (Fluka), wird auf einem
Magnetriihrer tropfenweise in 17%ige Silbernitratlosung gegeben, bis sich der gebildete grau-

schwarze Niederschlag wieder 16st und die Losung klar wird.

17%ige Silbernitratlosung:
20 g Silbernitrat
100 ml Aqua dest.

0,3%ige Ammoniaklosung:
I ml Ammoniumhydroxid-Losung purum, 28%ig in Wasser (Fluka)
100 ml Aqua dest.

Ammoniakalische Entwicklerlosung:

6 Tropfen des Entwicklers werden in 50 ml ammoniakalische Silbernitratlosung gegeben.

Entwickler:
20 ml 10%iges Formalin
100 ml Aqua dest.
1 Tropfen Salpetersdure
0,5 g Zitronensdure

Der Enwickler kann mehrere Wochen in einer Braunglasflasche aufbewahrt werden.

10%iges Formalin:

10 ml 36%iges Formaldehyd
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90 ml Aqua dest.

9.3.2.4 Losungen fiir die Silberfirbung nach Bodian (modifiziert)

1%ige Albumosesilber-Methenaminlosung:
1 g Albumosesilber
100 ml einer auf 37 °C vorgewédrmten 5%igen Methenaminlésung
Diese Losung wird jedesmal frisch angesetzt. Das Albumosesilber-Pulver vorsichtig tiber die

Methenaminldsung streuen und nicht riithren, da sich sonst Klumpen bilden.

5%ige Methenaminlosung:
5 g Hexamethylenamintetramin (Methenamin)
ad 100 ml Aqua dest.

Diese Losung wird jedesmal frisch angesetzt.

1%ige Hydrochinonloésung:
1 g Hydrochinon
ad 100 ml Aqua dest.
Diese Losung wird am ersten Tag der Fiarbung jedesmal frisch angesetzt und bleibt iiber

Nacht stehen. Am nichsten Tag werden 5 ml 36%iges Formaldehyd zugesetzt.

0,5%ige Goldchloridlosung:
1 g Tetrachlorgold(I1l)-sdure Aquat
ad 200 ml Aqua dest.
1 Tropfen Eisessig (97%ige Essigsdure)

Diese Losung kann riickfiltriert und mehrmals verwendet werden.

9.3.2.5 Losungen fiir die Silberfirbung nach Gallyas

Lanthannitrat-Natriumacetatlosung:
8 Teile Aqua dest.
1 Teil einer 20%igen Natriumacetatlosung
1 Teil einer 100 mM Lanthannitratlosung

Die Losung wird jedesmal frisch angesetzt.

20%ige Natriumacetatlosung:
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20 g Natriumacetat
85 ml Aqua dest.

100 mM Lanthannitratlosung:
4,33 g Lanthannitrat
100 ml Aqua dest.
alkalische Silberjodidlosung:
4 g Natriumhydroxid
50 ml Aqua dest.
10 g Kaliumjodid
3,5 ml 1%ige Silbernitratlosung
auf 100 ml mit Aqua dest. auffiillen

Die 1%ige Silbernitratlosung tropfenweise auf einem Magnetriithrer zugeben.

Physikalischer Entwickler:
wie 9.3.2.1

9.4 Untersuchte Hunde und anamnestischer Fragebogen

9.4.1 Untersuchte Hunde

Tabelle 4: Sektionstagebuchnummer, Alter, Geschlecht und Erkrankungs- bzw. Todesursache

der untersuchten Hunde

Nr. Tagebuch- Alter Geschlecht Rasse Erkrankungs-/
Nr. Todesursache
1 1731/97 1 M. m M E. coli Sepsis
2 1832/97 1 M. m M E. coli Sepsis
3 1826/97 2 M. m DSH Parvovirose
4 1827/97 2 M. W DSH Parvovirose
5 1813/97 2,5 M. w WHT Parvovirose
6 1825/97 3 M. % M Parvovirose
7 1843/97 3 M. m M hdmorrhagische Enteritis,
Anédmie
8 1878/97 3 M. m Yorkshire Terrier  chronische Gastroenteritis,
Anédmie
9 2029/97 4 M. w M unklar
10 1520/97 5M. 4 Rottweiler unklar
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11 1749/97 SM. m Dobermann Parvovirose
12 1545/97 11 M. m DSH Myokardinfarkt
13 1870/97 12 M. w DSH akutes HKV unklarer
Atiologie
14 1801/97 14 M. w Riesenschnauzer unklar
15 1528/97 23 M. wk DSH chronische, katarrhalische
Enteritis
16 176/97 21 mk Rhodesian HKYV unklarer Atiologie
17 1868/97 2. w M Parvovirose
18 2496/97 2. m WHT hdmorrhagische Diathese
unklarer Atiologie
19 1477/97 31 m Wachtel Plasmozytom (Humerus)
20 1759/97 31J. m Golden Retriever Chylothorax
21 1932/97 31 m M hamorrhagische Pneumonie
22 2511/97 31 m Chihuahua degenerative Myelopathie
nach Bandscheibenvorfillen
23 1541/97 41]. m M unklar
24 1653/97 41]. m BSH metastasierendes
Adenokarzinom des Pankreas
25 1765/97 41]. wk BSH Sepsis
26 1892/97 41]. m Dobermann solides Karzinom an der
Hirnbasis (Hypophyse)
27 1897/97 4]. w M multiple Bandscheibenvorfille
28 1781/97 5. m Dalmatiner Tumor im Wirbelkanal
29 1784/97 51 m DSH unklar
30 1914/97 5. m M Lymphosarkom
31 1509/97 61J. DSH solides Karzinom im
Mediastinum
32 1510/97 6. w Schweihund chronische
Glomerulonephritis
33 1693/97 61J. m BSH anaplastisches Karzinom im
perianalem Gewebe
34 1750/97 6. w Schweillhund Pankreatitis, Myokarditis,
Schrumpfniere, Urdmie
35 1772/97 61J. m BSH maligne Histiozytose
36 1855/97 61J. m BSH maligne Histiozytose
37 1701/97 71 w Langhaardackel Myelomalazie nach
Bandscheibenvorfall
38 1795/97 71. mk Dackel unklar
39 2043/97 7. wk M genuine Epilepsie, eitrige
Pyelitis
40 1471/97 8. m Rottweiler chronische retroperitoneale
Phlegmone
41 1547/97 81J. m Samojede Ubergangszellkarzinom der
Harnblase
42 1773/97 8. w Pekinese Pyelonephritis, finale Sepsis
43 1780/97 81J. wk Rottweiler Plasmozytom im Halswirbel
(C3)
44 1801/97 81J. w Riesenschnauzer Endotoxinschock
45 1802/97 81J. w Labrador malignes Blastom (Ovar),
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nekrotisierende Pankreatitis
46 2026/97 8. wk DSH Gastritis, Melaena, Andmie
47 1604/97 91. w Rottweiler perforierendes Duodenalulkus
mit Peritonitis
48 1890/97 91J. w DSH chronische, nicht-eitrige
Nephritis,
Nebennierenrindenadenom
49 1875/97 10J. W Boxer infiltrativ wachsendes
einfaches Adenokarzinom des
Magens, Schrumpfnieren
50 1902/97 10J. m Yorkshire Terrier =~ nekrotisiende Pankreatitis
51 2028/97 10 J. m Riesenschnauzer nicht klassif. Sarkom (Anus)
52 2041/97 10J. m Pyrendenhund Mesotheliom
53 2042/97 10 J. w Deutsch- Fibrosarkom (Kiefer)
Kurzhaar
54 2312/97 10 J. W Rottweiler unklar
55 1476/97 111J. m Mittelschnauzer chronische, eitrige
Bronchopneumonie
56 1707/97 111J. w M Diabetes mellitus
57 1893/97 111J. w RHD Endokardruptur (linker
Vorhof)
58 1975/97 111J. wk M Lymphosarkom
59 2307/97 111J. W Fox Terrier Aortenthrombose
60 2363/97 111 w WHT Aspirationspneumonie,
Megadsophagus
61 376/98 111J. mk M malignes
Hamangioendotheliom
62 2405/95 12 J. m Teckel akutes HKV, Ciystitis,
Talgdriisenadenom
63 1986/96 12]. m M Diabetes mellitus
64 2209/96 12 1. m Pudel Lymphosarkom
65 2148/97 12 J. w Bull Terrier chronische, fibrindse
Peritonitis
66 2161/96 12 1. m Bobtail Fibrosarkom (L7)
67 1511/97 12 J. W Rauhhaardackel Schock,
Nebennierenrindennekrosen
68 1564/97 12 1. m M anaplastisches
Prostatakarzinom
69 1923/97 12 J. wk M Diabetes mellitus
70 2090/97 12 J. m Eurasier Magenruptur nach Drehung,
Peritonitis
71 2259/97 12J. m Mittelschnauzer E. coli Sepsis
72 523/98 12 1. w M papillares Karzinom
(Mamma), himorrhagische
Diathesen
73 1584/96 13 J. wk Labrador Leberzirrhose,
Schrumpfnieren
74 1709/96 131]. m M eitrige Prostatitis
75 2530/96 13J. m M Schrumpfnieren
76 720/97 13J. w DSH malignes

Himangioendoetheliom
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77 1105/97 13 J. w Rottweiler metastasierndes
Adenokarzinom (Mamma)
78 1561/97 13 . w Setter Tumor der Pars intermedia der
Hypophyse
79 1652/97 1317. mk Airedale Terrier Pankreasatrophie
80 1952/97 131J. wk M Lymphosarkom
81 1954/97 13 J. m M Lymphosarkom
82 48/98 13J. m DSH Fibrosarkom (Osophagus)
83 179/98 13 1. w WHT einfaches, anaplastisches
Adenokarzinom (Mamma)
84 676/98 13 1. w M solides Mammakarzinom
85 707/98 1317. w M unklar
86 858/98 13J. m Riesenschnauzer malignes Melanom
(Maulhohle)
87 887/98 13 . w Labrador- hepatozelluldres Karzinom
Retriever
88 2210/96 14 7. mk Fox Terrier Gallengangskarzinom
89 218/97 14 . m Pekinese multiple Bandscheibenvortfille
90 505/97 147J. wk M Lungenthrombose
91 581/98 14 . m Langhaardackel unklar
92 840/97 14 J. m Pudel Diabetes mellitus
93 1072/97 14 J. w M intraokuldres Melanom
94 1382/97 14J. m Rottweiler wenig differenziertes Blastom
des Magens
95 1583/97 147J. m Dalmatiner Urolithiasis, multiple
Bandscheibenvorfille
96 1660/97 14 J. mk M degenerative Myelopathie
nach Bandscheibenvorfillen,
Nebennierenrindennekrosen
97 1756/97 14J. m M akutes HKV, Leiomyom
(Magen),
Nebennierenrindennekrosen
98 2083/97 14J. mk Cocker Spaniel metastasierendes
Prostatakarzinom,
Phdochromozytom
99 2119/97 14 . W Cocker Spaniel  dilatative Kardiomyopathie
100  2229/97 14 J. w M HKYV unklarer Atiologie
101 2230/97 14 7. w M unklar
102 2364/97 14J. m Pudel infiltrativ wachsendes
Pankreaskarzinom
103 2403/97 14 J. W Rauhhaardackel Herzthrombus, nekrotisierende
Pankreatitis
104 274/98 14 J. m Dackel unklar
105 283/98 14 J. m Dackel akutes HKV unklarer
Atiologie
106 500/98 14 J. m Chow-Chow Myelomalazie nach
Bandscheibenvorfillen
107 648/98 147J. mk Pudel Meningeom
108 916/98 14 J. w M Adenokarzinom (Mamma)
109 925/98 14 J. m M akutes HKV unklarer

Atiologie
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110 660/99 14J. m M metastasierendes
Pankreaskarzinom
111 268/97 15 1. mk DSH degenerative Myelopathie
nach Bandscheibenvorfillen
112 467/97 1517. wk M akutes HKV, nicht-eitrige
Nephritis
113 1150/97 15 1. w M Pyometra, hyperplastische
Mastitis
114 1177/97 1517J. m M Leiomyom (Magen)
115 2007/97 151J. m Magyar Vizsla dilatative Kardiomyopathie
116  2484/97 151J. mk M unklar
117 127/98 15 1. w Shih Tzu metastasierendes, komplexes
Adenokarzinom (Mamma)
118 151/99 151J. mk M Prostatahyperplasie
119 562/99 151].. m Rauhhaardackel Adenokarzinom (Nase)
120 536/97 16 J. w Teckel akutes HKV unklarer
Atiologie
121 696/97 16 J. m M Diabetes mellitus
122 1149/97 16 J. m DSH hochgradige
Hiiftgelenksdysplasie
123 313/98 16 J. m M infiltrativ wachsendes
Prostatakarzinom
124 2140/98 16 J. w M Gallengangskarzinom,
125 107/99 16 J. w Pudel Schrumpfnieren
126 150/99 16 J. m M chronische, nicht-eitrige
interstitielle Nephritis,
Leydigzelltumor
127 288/98 171. w M unklar
128 239/98 18 J. m M Urolithiasis, Schrumpfnieren
129 1239/98 181J. W Dackel multiple
Bandscheibenvorfille,
benigner Mischtumor,
Adenom (Mamma)
130 15/99 18 J. m M Schrumpfnieren
131 7746/98 9M. m. Marshall Beagle Toxizitétsstudienkontrolle
132 7747/98 9 M. m. Marshall Beagle Toxizitatsstudienkontrolle
133 7754/98 9 M. w. Marshall Beagle Toxizititsstudienkontrolle
134 7755/98 9M. w. Marshall Beagle Toxizitétsstudienkontrolle
135 H-1/99 9 M. m. Marshall Beagle Toxizititsstudienkontrolle
136 H-2/99 9 M. m. Marshall Beagle Toxizitatsstudienkontrolle
137 H-3/99 9M. w. Marshall Beagle Toxizitétsstudienkontrolle
138 H-4/99 9 M. W. Marshall Beagle Toxizititsstudienkontrolle
M. = Monat DSH = Deutscher Schéferhund;
J. = Jahr BSH = Berner Sennenhund;

m = méannlich; w = weiblich

wk = weiblich-kastriert

mk = ménnlich-kastriert

WHT = West Highland White Terrier

M = Mischling

HKYV = Herz-Kreislaufversagen
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9.4.2 Anamnestischer Fragebogen

Fragebogen fiir den geriatrischen Hund

Alter: Rasse: Geschlecht:

Frithere Erkrankungen:

1. Motorik: normale Korperhaltung jal] nein [ |
Lahmungen/Lahmheiten jall nein [ ]
Krampfe jal] nein [ |
koordinierte/r Bewegungsabldufe jal] nein [ ]
Zwangsbewe gungen (Kreisbewegungen,
Drangwandern) jal] nein [ ]
2. Sensorik: Erkrankungen an:
Nase jal] nein [ ]
Augen jal] nein [ |
Ohren jal] nein [ ]
welche?
3. Mentaler Status: Apathie [ ] Stupor [ ] Koma [ ]
4. Verhaltensinderungen:
— Besitzer wird nicht mehr erkannt jal] nein [ ]
— Futter wird nicht mehr erkannt jal] nein [ ]
— BegriiBungsfreude nimmt ab jal] nein [ ]
— Gleichgiiltigkeit gegeniiber der Umwelt jal] nein [ ]
— Abnahme der Lebhaftigkeit und Spielfreude jall nein [ ]
— Zuriickziehen aus sozialem Umfeld jall] nein [ ]
— Angst, Schreckhaftigkeit jal] nein [ ]
— Bewegungsunlust jall nein [ ]
— Rast-und Ruhelosigkeit jall nein [ ]
— Ungehorsam jal] nein [ ]
— mangelhafte Einordnung in Tiergruppen oder Familie jal] nein [ ]
— gesteigerte Aggression gegen Besitzer/Tiere jall] nein [ ]
— vermehrtes unmotiviertes Bellen jall nein [ ]
— Desorientierung jall nein [ ]
— langes Starren in eine Ecke jal] nein [ ]
— zielloses Herumwandern in Haus und Garten jall] nein [ ]
— Festhalten an starren Gewohnheiten (Tagesablauf) jall nein [ ]
— mangelhafte Anpassungsfahigkeit an neue Situationen jal] nein [ ]
— Verlust erlernter Fahigkeiten jall nein [ |
— gestorter Schlaf-Wach-Rhythmus jall nein [ ]
— néchtliche Unruhe jall nein [ ]
— gesteigertes Schlafbediirfnis am Tag jall nein [ ]
— Urininkontinenz jall nein [ |
— Kotinkontinenz jal] nein [ ]
— kein gezieltes Markieren beim Spaziergang jal] nein [ ]

= weiterhin beobachtete Symptome bitte auf der Riickseite niederschreiben:
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9.5 Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

APP

ABC

Apo

Aqua dest.
DAB

FAD

g
GFAP

HE

IL

kDa
MEME

MHC

"amyloid precursor protein", Amyloid-
vorlduferprotein
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
Apolipoprotein

Aqua destillata
3,3'-Diaminobenzidin-tetrahyrochlorid
"familial Alzheimer's disease"

Gramm

"glial fibrillary acidic protein", saures
Gliafaserprotein

Héamatoxylin-Eosin

Interleukin

Kilo Dalton

"minimal essential medium" mit Earl'scher
Salzlosung und Glutamin

"major histocompatibility complex",
Haupthistokompatibilitdtskomplex
ménnlich

ménnlich-kastriert

Molaritit

Normalitét

Presenilin

"tris buffered saline", Trispuffer
Tumor-Nekrose-Faktor-a
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
"target unmasking fluid"

"terminal deoxynucleodidyl transferase-mediated
dUTP nick-end-labeling"

weiblich

weiblich-kastriert

zentrales Nervensystem
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