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Institut fiir vergleichende Neurologie (Prof. R. Fankhauser) der Universitat Bern und Istituto di
Patologia veterinaria (Prof. ¥. Guarda) der Universitat Turin

Mikroskopische und ultrastrukturelle Untersuchungen
an Joest-Degenschen Einschlusskorperchen bei spontaner
Borna-Krankheit des Pferdes?

von G. Bestetti?

Einleitung

Die Borna-Krankheit der Schafe und Pferde, deren Vorkommen in der
Schweiz seit einiger Zeit, gestiitzt auf pathologisch-histologische Hirnbefunde,
vermutet wurde (Cravero, 1975; Metzler et al., 1976) hat plétzlich durch
eine Herdenerkrankung bei Schafen und deren dtiologische Abkldrung (Metzler
et al., 1976) erhebliche Aktualitit erhalten. Wenn auch mit Recht fiir alle Ver-
dachtsfille virologische und serologische Untersuchungen gefordert werden
(Metzler et al. 1976), so stellen sich diesem Postulat in der Praxis doch erheb-
liche Schwierigkeiten entgegen, besonders wenn es sich um Einzelerkrankun-
gen handelt und noch mehr, wenn die Fille — was bisher ausnahmslos zutraf —
aus tollwutverseuchten Gebieten stammen. Dort hat die Abklirung des Toll-
wutverdachtes — der bei praktisch allen zentralnervosen Erkrankungen (Fatzer
und Steck, 1974), aber auch bei vielen banalen Storungen wie selbst ldnger
dauernden Indigestionen auftaucht — durchaus den Vorrang. Die Routineun-
tersuchung auf Tollwut gibt, von Ausnahmen abgesehen, nur eine Ja/Nein-
Antwort. Erst die systematische histologische Untersuchung der Gehirne von
Verdachtsfillen, die sich als tollwutnegativ erwiesen haben, vermag das Spek-
trum der Differentialdiagnosen zu ermitteln (Fatzer, 1970; Fatzer und Steck,
1974). ITm Rahmen solcher Untersuchungen sind denn auch die ersten 6 Fille
mutmasslicher Borna-Enzephalitis bei Schafen festgestellt worden (Cravero,
1975). Sie verteilten sich auf die Jahre 1971 bis 1974, was allein schon die Zu-
falligkeit der Erfassung von Einzelerkrankungen zeigt. Fiinf der Tiere kamen
aus der Sarganser Gegend und der Biindner Herrschaft und erkrankten in den
Monaten Mai bis Juni, eines von einer Averser Alp im September. Kiirzlich
sahen wir einen weiteren Fall (Juli 1976) aus dem Rheinwald.

Zur Erfassung der Borna-Krankheit kommt also — besonders angesichts
des problematischen serologischen Nachweises — der Histologie nach wie vor
erhebliche Bedeutung zu. Wenn auch die Lokalisation der entziindlichen Ver-
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anderungen im Gehirn fiir Borna-Krankheit recht typisch ist, so sind doch die
von Joest und Degen (1909) erstmals beschriebenen intranukledren Ein-
schlusskdrperchen (EK) vorwiegend in grossen Nervenzellen des Ammonshornes
und der basalen Rindengebiete eine wichtige Stiitze der morphologischen Dia-
gnose, auch bei experimentell infizierten Versuchstieren (Nicolau und Gallo-
way, 1928). Sie sind aber von wechselnder Héufigkeit, Deutlichkeit und Ver-
teilung, so dass die Suche gelegentlich sehr zeitraubend sein kann. Ubrigens
lassen sie sich, besonders am formolfixierten Material, mit der HE-Firbung
ebensogut darstellen wie mit Spezialmethoden. In den ohnehin nicht sehr zahl-
reichen neueren Untersuchungen iiber die Borna-Krankheit haben die EK
nicht viel Beachtung gefunden. Immerhin wurde bei der experimentellen In-
fektion des Kaninchens (Shadduck et al., 1970) und in Explantatkulturen
von Zellen kiinstlich infizierter Tiere (Mayr und Danner, 1972) nachgewiesen,
dass sie Virusantigen enthalten. -

Uber ihre Ultrastruktur finden sich nur kurze Hinweise im Zusammenhang
mit experimentellen Infektionen beim Kaninchen (Anzil und Blinzinger,
1972) und beim Kaninchen und Goldhamster (Blinzinger und Anzil, 1973).
Studien dariiber bei der Spontankrankheit von Haustieren im allgemeinen und
vom Pferd im besonderen sind uns nicht bekannt.

Ein kiirzlich beobachteter Fall beim Pferd mit einer grossen Zahl klassi-
scher EK gab Anlass zur vorliegenden Untersuchung.

Material und Methoden

Das Gehirn eines 12-13jahrigen Wallachs, der wegen Ataxie und Schluckbeschwer-
den mit Salivation getotet wurde (Zuweisung durch Dr. W. Zindel, Bezirkstierarzt, Malans
GR), erwies sich immunfluoreszenzmikroskopisch als tollwut-negativ; die Reste wurden
in 109, Formalin fixiert, Blécke aus verschiedenen Regionen in Paraffin eingebettet und
Schnitte von 5u mit HE geférbt.

Kleine Blocke aus dem fixierten Ammonshorn wurden in 1,59% Glutaraldehyd, ge-
puffert mit S-Collidin (pH 7,4), und anschliessend in 1%, gepufferter OsO,-Lésung nach-
fixiert und in Epon 812 eingebettet. Von jedem Block wurde mit einem Reichert-Ultra-
mikrotom OmU, ein Semidiinnschnitt angefertigt und mit einer Loésung aus 19 Tolui-
dinblau und 19, Natriumtetraborat in aqua dest. gefirbt.

Die Diinnschnitte wurden in liickenloser Serie mit demselben Reichert OmU, her-
gestellt, mit Uranylazetat und Bleicitrat kontrastiert und in einem Elektronenmikroskop
Philips 300 beobachtet.

Resultate

In den mit HE gefarbten Paraffinschnitten findet sich eine schwere, vor-
wiegend in der grauen Substanz lokalisierte Meningo-Enzephalitis mit mono-
nukleiren Gefissinfiltraten und astrozytirer Gliose. Auffallend sind die starken
Verinderungen im Ammonshorn, mit sehr zahlreichen und deutlichen Joest-
Degenschen EK in den Kernen grosser Nervenzellen. Sie scheinen aufgebaut
aus einer zentralen, runden, kompakten und eosinophilen Masse, umgeben von
einem hellen Hof, der peripher von einer diinnen, dunkeln Linie begrenzt wird.
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Gelegentlich weist die zentrale Masse eine Innenstruktur auf. Die EK sind von
wechselnder Grosse; nicht selten liegen mehrere in einem Kern.

In Semidinnschnitten erscheinen die EK in folgenden 4 Typen:

Typ 1. Sehr homogene und kompakte, runde Innenzone, umgeben von
hellem Hof, in welchem spérliche dunkle Granula liegen, mit peripherer dunkler
Grenzlinie (Abb. 1).

Typ 2. Rund, sehr homogen.

Typ 3. Rundes Zentrum unterschiedlicher Grosse, aufgebaut aus granu-
lirem Material in optisch leeren Zonen, von innen nach aussen umgeben von
breitem, dichtem Ring, hellem Halo wechselnder Ausdehnung mit eingestreu-
ten Granula, und diinner, dunkler Grenzlinie (Abb. 2).

Typ 4. Wie Typ 3, aber ohne Halo und periphere Grenzlinie.

Dieser regelméssige Aufbau und ihre Dichte unterscheiden die EK von
Nukleolen. In den Semidiinnschnitten finden sich nur selten Kerne mit mehre-
ren EK.

Die ultrastrulturelle Untersuchung der 4 Typen erlaubt folgende Feststel-
lungen :

Ad 1 (Abb. 3, 4): Das elektronendichte Zentrum von 0,7-1,6 um scheint
aus einem Konvolut feiner, z.T. spiroidaler Filamente und Stdbchen zu be-
stehen. Manchmal finden sich darin einzelne oder an einer oder mehreren Stellen
zu Gruppen zusammengelagerte, elektronendichte Granula von 55-90 nm. Der
helle Halo erweist sich als elektronendurchléssige Zone; die darin enthaltenen
Granula liegen in Gruppen oder einzeln in eine Substanz eingebettet, die dem
Material des Zentrums entspricht. Die diinne periphere Grenzlinie erscheint als
Ring aus feinem, unregelmissig kornigem Material, kontrastreicher als das
Zentrum. Der Durchmesser der ganzen Struktur variiert von 1,5-2,5 um. In
den Serienschnitten zeigt sich, dass EK dieses Typs in andern Ebenen die Ge-
stalt des Typs 3 annehmen.

Ad 2: Ultrastrukturell dem Typ 1 entsprechend, d.h. Halo und Grenzlinie
regelméassig nachweisbar.

Ad 3 (Abb. 5, 6): Das Zentrum (Innenstruktur) besteht aus elektronen-
durchlissigen Zonen und zahlreichen Gruppen der bei Typ 1 beschriebenen
Granula. Der anschliessende Ring entspricht strukturell dem Zentrum des
Typs 1, jedoch enthilt er keine Granula. Fiir Halo und Grenzlinie gilt das bei
den andern Typen Gesagte. Der Durchmesser des ganzen EK betrigt 4-5 ym.
Wie zu erwarten, zeigen die Serienschnitte, dass diese EK bei zunehmend tan-
gentialer Schnittfithrung in Typ 1 iibergehen. ‘

Ad 4: Entsprechen dem Typ 3, d.h. haben ultrastrukturell ebenfalls
einen Halo und eine Grenzlinie, aber — im Gegensatz zu Typ 2 — eine Innen-
struktur wie Typ 3. Nur in 2 Kernen fanden sich EK ohne Halo und Grenzlinie
zusammen mit solchen des Typs 3.

In einigen Kernen fanden sich, verstreut im Nukleoplasma, kleine An-
sammlungen von Granula der gleichen Art wie innerhalb der EK.
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Diskussion

Die beniitzte Methode (Vergleich konventioneller Priparate mit Semi-
diinnschnitten und elektronenmikroskopische Beobachtung der lichtmikrosko-
pisch identifizierten Neurone mit EK an serienméssigen Diinnschnitten) gibt
Gewissheit, dass mit allen drei Techniken die gleichen Strukturen untersucht
wurden. Diese Identitdt scheint bei den von Blinzinger und Anzil (1973) in
experimentellem Material studierten Gebilden nicht gesichert zu sein.

Nach unsern Feststellungen besitzen die Joest-Degenschen EK regelmas-
sig folgende Komponenten :

1. Eine zentrale Zone mit oder ohne Innenstruktur, aufgebaut aus feinem
filamentosem oder stibchenférmigem Material, das teilweise spiroidale Struk-
tur erkennen ldsst und unterschiedlich dicht gelagert ist (vgl. Abb. 4 und 6
YY)

2. Peripher davon eine elektronendurchlissige Zone (Halo), nach aussen
begrenzt von

3. einer diinnen Schicht (Grenzlinie) aus unregelmaéssig kérnigem Material.

4. Sehr elektronendichte Granula, stets eingebettet in das unter 1. er-
wihnte Material, gleichgiiltig ob die Granula in der zentralen Zone oder im
Bereich des Halo liegen.

Diese konstanten Anteile sind nach zwei hauptséchlichen architektonischen
Prinzipien angeordnet, die als Typ 1 und 3 geschildert wurden. Die Dimensi-
onen dieser Joest-Degenschen EK, die Konstanz ihrer Bestandteile und ihr
regelmassiger Aufbau lassen vermuten, dass sie nicht den von Blinzinger und
Anzil (1973) als «nuclear bodies» beschriebenen Strukturen entsprechen. Die
innerhalb der EK beobachteten Granula sind ungefédhr von der gleichen Grosse,
wie sie von Danner (1976) fiir den Erreger der Borna-Krankheit mittels
Ultrafiltration bestimmt. worden ist. Die verwendete Technik vermag aber
keinesfalls einen Hinweis darauf zu geben, dass es sich bei den festgestellten
Granula und filamentdsen Strukturen um virales Kern- oder Kapsidmaterial
handelt.

Zusammenfassung

Bei einem Fall von spontaner Borna-Enzephalitis beim Pferd, der sich lichtmikro-
skopisch durch grossen Reichtum an typischen Joest-Degenschen Einschlusskérperchen
auszeichnete, wurde an Semidiinnschnitten und an serienméssigen Diinnschnitten die
Feinstruktur der EK studiert. In bestimmten Teilen der EK eingelagerte, elektronen-
dichte Granula liegen etwa im Grossenbereich, wie er durch Ultrafiltration fiir das Borna-
Virus bestimmt worden ist.

Résumé

Un cas d’encéphalite de Borna spontanée chez un cheval avec abondance de corpus-
cules de Joest-Degen a permis d’étudier ces inclusions sur coupes conventionnelles eb
sémifines, et & I’aide du microscope électronique sur coupes fines sériées. Des granules &
haute densité électronique, incorporés dans des zones bien définies des inclusions, ont &
peu prés les dimensions établies par ultrafiltration pour le virus de la maladie de Borna.
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Riassunto

Un caso di malattia di Borna spontanea nel cavallo con notevole abbondanza di
corpi di Joest-Degen, ha permesso di studiare tali inclusioni su sezioni convenzionali, su
sezioni semifini e, ultrastrutturalmente, su sezioni seriate. Granuli ad alta densitd elet-
tronica, incorporati in zone ben definite delle inclusioni, hanno dimensioni simili a quelle
stabilite per il virus della malattia di Borna per ultrafiltrazione.

Summary

In a case of spontaneous Borna disease in a horse the very typical Joest-Degen
inclusion bodies were studied morphologically in conventional, semi-thin and serial thin
sections. Electron-dense granules imbedded in well defined areas of the inclusions are of
about the size as determined by ultrafiltration for the Borna agent.

Wir méchten den Mitarbeitern des Labors fiir Elektronenmikroskopie (Dr. G. Rossi), Insti-
tut fiir Tierpathologie der Universitiat Bern, insbesondere Frau S. Weber und Herrn (. Di Lullo,
fiir ihre Mithilfe bei der Herstellung der elektronenmikroskopischen Praparate und fiir die Aus-
fithrung der photographischen Arbeiten herzlich danken.
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BUCHBESPRECHUNG

Geschwiilste bei Katze, Hund und Pferd. Ein Farbatlas. Von D.E. Bostock und L.N.
Owen. Deutsche Ubersetzung von T. Hénichen. 144 8., 292 Abb. F.K. Schattauer
Verlag, Stuttgart-New York 1976. Preis: DM 98.—.

Dem Pathologen soll das Buch die Diagnosestellung erleichtern, indem statt langer
Beschreibungen reichlich Bildmaterial verwendet wird; dem Studenten will es ein Basis-
wissen vermitteln und ihn zum Studium von Spezialliteratur anregen; dem Praktiker
schliesslich méchte es Hinweise auf Prognose und Behandlungsméglichkeiten und ihre
Erfolgschancen geben. Kann ein Buch dieses Umfanges, geschrieben von nur 2 Autoren,
s0 verschiedene Zwecke erfiillen? Ausstattung und Druck sind sehr geféllig, abgesehen
von recht vielen Druckfehlern und sprachlichen Unebenheiten. Eine erhebliche Zahl der
histologisehen Abbildungen erweist sich jedoch als nichtssagend, da sie nur in Ubersichts-
vergrosserungen aufgenommen und deshalb dem am Detail interessierten diagnostischen
Pathologen kaum eine Hilfe sind. Auch die « Anregung zum Studium der Spezialliteratur»
fiir den Studenten fillt wohl dahin, da kein einziger konkreter Literaturhinweis gemacht
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