Aus dem Institut fir Zoo- und Wildtierforschung im Forschungsverbund Berlin e.V.,

eingereicht tber den Fachbereich Veterindrmedizin der Freien Universitat Berlin

UNTERSUCHUNGEN ZUR AMYLOIDOSE BEI ZOO- UND WILDVOGELN
SOWIE ZUR HISTO- UND IMMUNHISTOCHEMISCHEN
CHARAKTERISIERUNG DES AVIAREN AMYLOIDPROTEINS

INAUGURAL - DISSERTATION
zur Erlangung des Grades
eines Doktors der Veterinarmedizin
an der

Freien Universitat Berlin

vorgelegt von

Anne Zollner

Tierarztin aus GroRrohrsdorf/OL

Berlin, 1997

Journal-Nr. 2110



Gedruckt mit Genehmigung
des Fachbereiches Veterindrmedizin

der Freien Universitat Berlin

Dekan : Univ.-Prof. Dr. habil K. Hartung
Erster Gutachter : Univ.-Prof. Dr. habil R.R. Hofmann
Zweiter Gutachter : Univ.-Prof. Dr. V. Bergmann

Tag der Promotion: 28.11.1997



Meinen Eltern



INHALTSVERZEICHNIS

N R O I N I N I O O I SN N
W oW W W WwW W W R PR R R R R e

N OO o A O WON

N
W NN NN P

~N o o b~ W N P

EINLEITUNG

LITERATURUBERSICHT

Amyloid als pathologisches Substrat
Geschichte der Amyloidforschung
Definition

Amyloidformen und deren Klassifizierung
Pathogenese

Morphologie

Klinisch-pathologische Veranderungen
Nachweismethoden

Amyloidose bei Saugetieren

Amyloidose bei Vogeln

Historischer Rickblick

Haufigkeit und Verbreitung

Klinische Symptome

Makroskopische Organveranderungen
Histologische Veranderungen
Eigenschaften und Formen des Vogelamyloids

Ursachen und Bedingungen fur die Amyloidbildung

EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Material und Methoden

Tiermaterial

Histopathologische Untersuchung
Vorbereitung des Untersuchungsmaterials
Kongorotfarbung

Histopathologische Auswertung

Histochemische Untersuchung

Seite

12
13
14
15
19
23
23
23
27
28
28
29
30

33
33
33
33
33
35
36
36



N N NN NN NDNR R R R PR R R R R

N

8.1
8.2
8.3

BAA AP D O W W W

A W N P P PR

A W DN P

a b~ W N P

Vorbereitung des Untersuchungsmaterials
Kaliumpermanganatoxidation
Histochemische Kontrollen
Histochemische Auswertung
Immunhistochemische Untersuchung
Vorbereitung des Untersuchungsmaterials
Verwendete Antikdrper

Durchfuhrung der Immunperoxidasetechnik
Immunhistochemische Kontrollen
Immunhistochemische Auswertung
Ergebnisse

Aviare Amyloidose

Vorkommen und Haufigkeit

Saisonalitat

Amyloidlokalisation

Histopathologische Befunde
Histochemische Befunde

Immunhistochemische Befunde

DISKUSSION
ZUSAMMENFASSUNG
SUMMARY
ABBILDUNGEN
LITERATURVERZEICHNIS

ANHANG

Bezugsquellen fir Chemikalien und Antikérper

LOosungen

Abklrzungen

36
37
37
37
38
38
39
39
40
41
42
42
42
a7
49
51
57
58

64
71

73

74
82

101
101
103
104



1 EINLEITUNG

Die Amyloidose ist eine bei Mensch, Saugern und Végeln vorkommende Erkrankung, die in
verschiedenen Formen auftritt und schon seit mehr als einem Jahrhundert Gegenstand des
wissenschatftlichen Interesses von Klinikern und Pathologen ist (ZSCHIESCHE und JAKOB,
1989). Demgemald gibt es im humanmedizinischen Schrifttum eine Vielzahl von Ver-
offentlichungen zur Amyloidose, deren Formen und mutmalflichen Entstehungsmechanismen.
Die ersten Beschreibungen amyloidotischer Organverdnderungen bei den Haustieren erfolgten
im letzten Viertel des 19. Jahrhunderts (HJARRE, 1933; SCHWARTZ, 1970). Zu Beginn
unseres Jahrhunderts beobachtete SIPOS (1930) systemische Amyloidosen bei Serumpferden.
Eine neue Ara der Amyloidforschung begann mit der Durchfiihrung umfassender Unter-
suchungen an Labormé&ausen mit spontaner und experimenteller Amyloidose (DUNN, 1944;
DUNN, 1946; TWORT und TWORT, 1932), um tiefere Einblicke in die verschiedenen
Amyloidformen und deren Entstehung zu gewinnen. Die in der 2. Halfte dieses Jahrhunderts
einsetzenden Forschungen auf zellularer und molekularer Ebene flhrten zu einem enormen
Erkenntniszuwachs innerhalb der letzten Jahrzehnte. In Verbindung damit verbesserten sich
nicht nur die Nachweismethoden, sondern es haben sich auch die Einteilungs- und Differen-

zierungskriterien gewandelt.

Amyloide Ablagerungen in Geweben und Organen spielen auch bei einigen Zoo- und
freilebenden Vogelarten eine gréRere Rolle. Nahere Untersuchungen tber das Vorkommen
der avidren Amyloidose sowie Uber Lokalisation, kausale Genese und Charakterisierung des
Amyloids wurden von verschiedenen Autoren bisher vorwiegend bei Végeln der Ordnung

Anseriformes vorgenommen.

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand des Obduktionsmaterials von Vogeln einen Uberblick tber
Vorkommen und Verbreitung der Amyloidose bei Vogeln zu gewinnen und deren Beziehung
zu anderen Erkrankungen und Einflissen zu untersuchen. Mittels histochemischer und

immunhistochemischer Methoden soll versucht werden, eine nahere Charakterisierung des

Amyloidproteins vorzunehmen



2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Amyloid als pathologisches Substrat
2.1.1 Geschichte der Amyloidforschung

SCHWARTZ (1970) unterteilte die frihe Periode der Amyloidforschung in die Zeit vor
Virchow (bevor der Name ,Amyloid” eingefiihrt wurde) und die Virchow-Ara. Autopsie-
daten, welche das Bild von Amyloidinfiltrationen beschreiben, konnte er bis auf das Jahr 1639
zurlckverfolgen. Die ersten ausfuhrlichen Beschreibungen pathologischer Veran-derungen
mit VergréRerung und Induration der Leber als Zeichen fur Amyloidinfiltration sind
wahrscheinlich die von PORTAL (1813) und LOBSTEIN (1829). ROKITANSKY (1842) war

der erste, dessen Beschreibungen der ,speckahnlichen” Leber und der vergréRerten Milz von
Patienten mit chronischen Erkrankungen eindeutig auf Amyloidablagerungen hinweisen.
Diese Falle fanden aber damals kaum Beachtung, da noch kein Name fur die gefundenen

pathologischen Veranderungen existierte, Gber den debattiert werden konnte.

Erst VIRCHOW (1854) pragte den Namen ,Amyloid” (,starkedhnlich”), um Substanzen zu
beschreiben, die fur ihn Zelluloseinfiltrate im Gewebe zu sein schienen. Seine These von der
Kohlenhydratnatur des Amyloids beruhte auf dessen Eigenschaft, sich bei Behandlung mit
LUGOL'scher Losung und verdinnter Schwefelsdure ahnlich wie Starke und Zellulose zu
verhalten. Seine Beobachtungen lie3en ihn vermuten, dal3 die systemische Amyloidose durch
Ablagerung eines Materials aus der Blutbahn verursacht wird. Gleichzeitig stellte er jedoch
fest, dal’ er erst nach Isolation der amyloidverursachenden Substanz fahig sein wirde, eine

entsprechende Definition zu geben.

FRIEDREICH und KEKULE (1859) erkannten bei ihrer Analyse der Amyloidsubstanz als
erste deren Proteincharakter. Auch andere Autoren bestatigten spater, dal3 die Amyloid-
substanz hauptsachlich aus Proteinen und nicht, wie von VIRCHOW (1854) angenommen,

aus Zellulose besteht. Da der Begriff ,Amyloid” aber schon zu tief in die wissenschaftliche



Literatur eingebunden war, wurde er trotz falscher Bedeutung als morphologischer Term bei-
behalten.

Uber die ersten experimentell induzierten Amyloidosen beim Tier wurde von KRAWKOW
(1895) und KUCZYNSKI (1923) berichtet. Die histologische Auffindung und Charakteri-
sierung des Amyloids wurde durch die Nutzung von Anilinfarbungen (HESCHL, 1875;
JURGENS, 1875), durch die Einfiihrung der Kongorotfarbung von BENNHOLD (1932) als
diagnostische Methode und spater als histologische Farbung sowie durch die Beobachtung der
Doppelbrechung des mit Kongorot gefarbten Amyloids unter polarisiertem Licht von DIVRY
und FLORKIN (1927) geftrdert.

Die durch Rontgenkristallographie (EANES und GLENNER, 1968) und Infrarotspektroskopie
(TERMINE et al., 1972) gewonnenen Erkenntnisse, daf alle Amyloidsubstanzen aus Poly-
peptidketten mit einer 3-Faltblattstruktur zusammengesetzt sind, bildeten die Grundlage fur
die Charakterisierung dieser Substanzen als fibrillares Protein. Amyloidose ist somit der erste
beschriebene Krankheitskomplex, der auf einer spezifischen Proteinkonformation basiert.
Diese Erkenntnisse waren der Auftakt zur chemischen Charakterisierung der Amyloidfibrillen
bei verschiedenen klinischen Syndromen. Die Entwicklung von Solubilisierungs-, Extrak-
tions- und Fraktionierungsmethoden fir das fibrillare Amyloidprotein ermdglichte die
chemische Analyse der gereinigten Amyloidfibrillen. Dabei erkannte man, dal3 die Amyloid-
fibrillen von ganz verschiedenen Proteinen abstammen. Zum Beispiel hatten Ablagerungen
bei primarer und myelomassoziierter Amyloidose Fibrillen, die hauptsachlich aus Leicht-
ketten-Polypeptiden eines Immunglobulins zusammengesetzt waren (GLENNER et al., 1973).
Die Fibrillen in Ablagerungen beim medullaren Karzinom der Schilddrise bestanden dagegen
aus Prakalzitonin-Molekilen (SLETTEN et al.,, 1976). Diese weitreichende chemische
Differenziertheit war nicht voraussehbar, aber sie war vereinbar mit der Charakteristik der
[3-Faltblattstruktur der Amyloidfibrillen (GLENNER et al., 1972).



2.1.2 Definition

Als Amyloidose wird ein Krankheitskomplex bezeichnet, der durch extrazellulare Amyloid-
ablagerungen in die GefaBwand, das Gefallbindegewebe und das Interstitium gekennzeichnet
ist (COHEN et al., 1983).

Das Amyloid ist eine lichtmikroskopisch kongophile, glasig-homogene, polarisationsoptisch
anisotrope und elektronenmikroskopisch feinfibrillare, teils parallelgeordnete, extrazellulare
Proteinkonformation. Es besteht aus Fibrillen und assoziierten, untereinander aggregierten,
pentagonalen Einheiten. Bei letzteren handelt es sich um die P-Komponente, einem Glyko-
protein, welches biochemisch von dem Akute-Phase-Protein SAP abstammt (WESTER-
MARK et al., 1976; COHEN und CONNORS, 1987).

Die einzelnen Fibrillen sind aus Eiweilmolekilen zusammengesetzt, die eine [-Faltblatt-
struktur aufweisen (GLENNER, 1980; HUSBY und SLETTEN, 1986; WESTERMARK et
al., 1985b). Die nach Art eines Faltblattes zickzackformig abgewinkelten Polypeptidketten
lagern sich im senkrechten Verlauf zur Faserachse parallel aneinander. Die jeweils
benachbarten Peptidketten werden dabei durch Wasserstoffbriickenbindungen miteinander
verknUpft, wodurch die Fibrillen ihre Stabilitdt und Rigiditat erhalten (DI BARTOLA und
BENSON, 1989).

Wahrend die P-Komponente bei allen Amyloidformen identisch ist, sind die Fibrillen unter-
schiedlicher Herkunft: Serumamyloid A, Leichtketten der Immunglobuline, Praalbumin,
[3,-Mikroglobulin, Peptidhormon-Vorstufen und andere Proteine (ZSCHIESCHE, 1987).

Nach GLENNER et al. (1974) wird das Amyloid durch drei Kriterien definiert (vgl.
KOREMANS, 1994):

1. Anfarbbarkeit mit dem Farbstoff Kongorot im histologischen Schnittpréparat unter
stringenten Bedingungen und griner Doppelbrechung des mit Kongorot geféarbten

Materials im polarisierten Licht.



2. Die elektronenmikroskopisch darstellbare Fibrillennatur: Amyloid setzt sich aus 7,5 bis
10 nm dicken, geraden, unverzweigten Fibrillen von bisher unbestimmbarer Lange zu-

sammen. Im Gewebe liegen sie tberwiegend extrazellular und sind in Bindeln geordnet.

3. Einheitliches Prinzip der Konfiguration der Amyloide ist die R-Faltblattstruktur, die durch
rontgenkristallographische und infrarotspektroskopische Methoden nachweisbar ist.
(Aufgrund dieser Konfiguration ersetzen GLENNER et al. (1980) in ihren Arbeiten den
Begriff ,Amyloidose” durch den der ,3-Fibrillose®.)

Die Amyloidbildung ist nicht die Folge eines einzelnen Krankheitsprozesses. Amyloidose ist

daher keine eigenstandige Erkrankung, sondern ist assoziiert mit verschiedenen patholo-
gischen Prozessen, die mit Ablagerung von Proteinfibrillen einhergehen. Zu den assoziierten
pathologischen Prozessen gehdren nicht nur chronische Infektionen sowie andere
entziindliche Veranderungen, sondern auch Immundefekte und Tumoren nichtlympho-

retikularen Ursprungs (GLENNER, 1980).

Die Nomenklatur fur die Amyloidose wurde von WEGELIUS und PASTERNACK (1976)
standardisiert:

Alle Amyloidfibrillenproteine werden mit dem BuchstabeA*,gekennzeichnet und unter-
scheiden sich durch einen zweiten Buchstaben, der Aussagen zur Proteinnatur, zum Gewebe,
Organsystem oder zu pathologischen Bedingungen macht, mit welchen die Amyloidose
verbunden ist. Kleine angefugte Zahlen werden fir verschiedene Amyloidfibrillenproteine

genutzt, die im selben Organ auftreten (Glenner et al., 1980).

AL  Leichtketten der Immunglobuline
AA A - Protein

AE  Endokrines Amyloid

AS  Seniles Amyloid

AD Haut - (dermal) Amyloid

AF  Familiares Amyloid

AH  Amyloid bei Hamodialysepatienten



Amyloidablagerungen kdnnen als ,systemische* Amyloidosen in verschiedenen Geweben und
Organen des Koérpers auftreten, oder sie manifestieren sich als ,lokale* Amyloidosen an
einem speziellen Ort (COHEN und CONNORS, 1987).

Die Unléslichkeit der Amyloidfibrillen unter physiologischen Bedingungen und ihre relative
Resistenz gegenuber proteolytischer Verdauung sind bei der systemischen Amyloidose ver-
antwortlich fur degenerative Verdnderungen an lebenswichtigen Organen, welche durch Herz-
versagen, Nierenversagen, Leber- oder Milzrupturen zum Tode fihren konnen (GLENNER et
al., 1974; GLENNER und PAGE, 1976).

2.1.3 Amyloidformen und deren Klassifizierung

Die Einteilung der Amyloidosen gab immer wieder Anlal3 zu Diskussionen. Eine Reihe von
Begriffen, mit denen friiher eine Einteilung angestrebt wurde, ist angesichts zunehmender
Erkenntnisse tUber die Amyloidose nicht mehr korrekt bzw. fir jeden Fall gultig. Da sie aber
im Schrifttum auch weiterhin Verwendung finden, sollen sie hier kurz angefuhrt und erlautert

werden.

Die erste bekannte Einteilung ist die von WICHMANN (1893) in ,lokale* und ,generali-
sierte”* Formen. Diese Einteilung ist in abgewandelter Form bis heute erhalten geblieben.
LUBARSCH (1929) unterteilte die Amyloidose in ,typische” und ,atypische” Formen.
Diesen zwei Amyloidformen wurde von KING (1948) eine Organverteilung zugrundegelegt.
Die typische Amyloidose tritt vor allem in Nieren, Milz, Leber und Nebennieren auf, wahrend
alle Ablagerungen in ungewohnlichen Organen (wie Herz, Lungen, Muskulatur, Haut), ohne
Beteiligung der ,typischen” Organe, der atypischen Amyloidose zugeordnet werden. Da den
typischen Formen offensichtlich eine chronische Krankheit zugrunde lag, stufte man sie als
,sekundar” ein. Dem standen die atypischen Formen ohne erkennbares Grundleiden gegen-
Uber, welche als ,primar* bezeichnet wurden. Spatere Einteilungen erfolgten nach der Lokali-
sation des Amyloids in ,perikollagene” und ,periretikulare* Amyloidosen (MISSMAHL,

1968), setzten sich aber nie durch.



Tab. 1: Klassifizierung der humanen Amyloidose (nach GLENNER und PAGE, 1976)

Klinisch - pathologischer ProzelR Amyloidform

Erworbene systemische Amyloidose

- Plasmazelldyskrasie mit Amyloidose AL
Monoklonale Gammopathie AL
Plasmazell-Myelom AL
Primare Makroglobulinamie AL
Heavy-Chain-Disease AL
Agammaglobulindmie AL
andere Plasmazelltumoren AL

- Reaktive systemische Amyloidose AA
Akute, periodisch auftretende und chronisch suppurative
oder granulomatose Infektionen AA
chronische Entziindungen AA
Hodgkin's disease AA

- Erbliche, familiare systemische Amyloidose
Neuropathische Formen AF
Nicht-neuropathische Formen

Familidares Mediterranes Fieber AA

Ostertag’sche Krankheit: Kardiomyopathie
Organ-begrenzte Amyloidosen

- Amyloidose , ausgehend von Immunozyten

Respirationstrakt AL
Harntrakt, Knochenmark, lymphoides System AL
- kardiovaskular (,senile Kardiomyopathie™) AS
- zerebrale Plaques
- Hautamyloidose AD

Lokalisierte Ablagerungen

- Endokrine Organe oder gewebeassoziiert AE
medullares Schilddriisenkarzinom
Insulinom der Langerhansschen Inseln

- Plasmozytom AL

- ,Myelom-Nephrose” AL

- spezifische nichtlymphoide Tumoren

- ererbte Ablagerungen



Nach dem heutigen Erkenntnisstand werden die Unterschiede im chemischen Fibrillenaufbau
als Grundlage fur die Einteilung der Amyloidose genutzt. Ausgangspunkt dafir war die
Klassifizierung der Amyloidosen nach beteiligten Hauptproteinkomponenten sowie klinisch-
pathologischen Eigenschaften, wie sie von GLENNER und PAGE (1976) erstmals vorge-
nommen wurde (Tab. 1). Somit stehen mittels der chemischen Definition der Amyloide
Kriterien zur Verfiigung, die eine exakte Klassifikation gewahrleisten, mit welcher in der

Mehrzahl der Falle auch eine Aussage zur Pathogenese verbunden ist (KOREMANS, 1994).

Amyloidosen vom AA - Typ

Dieser Amyloidtyp tritt vor allem als Sekundarantwort auf eine zugrundeliegende ent-
zundliche Erkrankung oder Infektionskrankheit auf (COHEN und CONNORS, 1987) und
wird deshalb oft als ,sekundare” bzw. ,reaktive” Form bezeichnet. Es gibt aber auch ,idio-
pathische” und ,hereditare“ Formen. Der Hauptbestandteil der Amyloidfibrillen ist das
Protein AA, ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 8500 Dalton (HUSBY und
SLETTEN, 1986; STONE, 1990). Es leitet sich vom Serumamyloid A (SAA) ab, einem
Protein, das von Hepatozyten synthetisiert wird und im Blut an das Apolipoprotein HDL ge-
bunden zirkuliert (COHEN und CONNORS, 1987). Die funktionelle Bedeutung von SAA ist
noch weitestgehend unbekannt. Es wird vermutet, dal3 es immunregulatorische Fahigkeiten
besitzt. SAA verhalt sich beim Menschen und bei verschiedenen Tieren wie ein Akute-Phase-
Protein. Ein drastischer Anstieg der Serumkonzentration erfolgt bei bestimmten Reiz-
zustanden im Zusammenhang mit chronischen Entziindungen, antigener Stimulation, Tumor-
erkrankungen und psychosozialem Stref3. Dabei kann die SAA-Synthese der Leber bis auf
2,5 Prozent des von der Leber synthetisierten Gesamtproteins gesteigert werden (HUSBY und
SLETTEN, 1986).



Amyloidosen vom AL - Typ

Den Amyloidosen vom AL-Typ liegen B-Zell-Tumoren zugrunde, die entweder rein lokal,
organlimitiert oder systemisch sein kénnen (GEISEL et al., 1990). COHEN und CONNORS
(1987) charakterisieren den AL-Typ als ,primares* oder diopathisches* Amyloid und
schlieBen dabei auch myelomassoziierte Erkrankungen sowie monoklonale Gammopathien
ein. Das AL-Protein stammt von homogenen Immunglobulin-Leichtketten oder ven NH
terminalen Fragmenten dieser Ketten ab und erscheint entsprechend den beiden Leicht-
kettentypen entweder als Kappa- oder Lambda-Isotyp. Dabei sind in derselben Amyloid-
ablagerung oft sowohl intakte Leichtketten als auch verschieden grof3e Fragmente dieser
Ketten auffindbar, was auf eine enzymatische Spaltung der intakten Ketten bei der Amyloid-
entstehung schliel3en laRt (HUSBY und SLETTEN, 1986).

Amyloidosen vom AE - Typ

Bei dieser Form der Amyloidose besteht eine enge Beziehung zwischen Amyloidfibrillen-
proteinen und Hormonen, die von endokrinen Tumoren produziert werden (COHEN und
CONNORS, 1987). Man findet diesen Typ in Organen, die Aerme-Precursortptake and
Decarboxylation (APUD)-System zugeordnet werden. Insbesondere betroffen sind die
C-Zellen der Schilddruse, die Langerhansschen Pankreasinseln und die enterochromaffinen
Zellen des Magen-Darm-Traktes (DAHME und SCHRODER, 1990). Es wird angenommen,
daf3 es unter nicht ndher bekannten Voraussetzungen in der Umgebung der sekretionsaktiven
APUD-Zellen zur Transformation von Hormonproteinen bzw. deren Vorstufen in filamentéare

Einheiten und damit zu extrazellularen Amyloidablagerungen kommt.

Das endokrine Amyloid der Langerhansschen Inseln entsteht aus dem Inselamyloid-Poly-
peptid (IAPP), das auch als ,Amylin“ bezeichnet wird (WESTERMARK et al., 1987). Das
Amyloid im Stroma der Schilddrise leitet sich vom Prokalzitonin, einer Vorstufe des

Kalzitonins, ab.
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Amyloid vom AF - Typ

Dieser Amyloidtyp wird bei bestimmten systemischen, heredofamiliaren Amyloidosen des
Menschen gesehen. Die ererbte Form der systemischen Amyloidose, auch bekannt als
.Familiare Amyloid-Polyneuropathie (FAP), ist eine autosomal-dominant vererbte Erkran-
kung (COHEN und CONNORS, 1987). Aufgrund der Existenz multipler Praalbumin-
Fragmente unterschiedlicher GréRe in den Amyloidablagerungen und der Ubereinstimmung
der Aminosauresequenz von Praalbumin mit dem Amyloidfibrillenprotein agaTeHninus,

wird dieses als Vorlauferprotein dem AF-Typ zugeordnet.

Amyloidosen vom AS - Typ

Das Auftreten von mehr oder minder umfangreichen Amyloidablagerungen in Herz, Gehirn,
Pankreas und Milz scheint mit dem Alterungsprozeld des Gewebes im Zusammenhang zu
stehen. Dabei treten die Ablagerungen vorwiegend in der Media kleiner Arterien sowie im
myokardialen Interstitium auf. Das Vorlauferprotein fur diese Form ist ebenfalls das Préa-

albumin.

Fur die zerebrale Form der senilen Amyloidose, wie sie beim Menschen bei der
Alzheimerschen Krankheit, beim Down-Syndrom und bei der erblichen zerebralen Amyloid-

angiopathie zu beobachten ist (STONE, 1990), wurde von GLENNER und WONG (1984) das
3-Protein als Vorstufe des Amyloidfibrillenproteins beschrieben. Dieses Protein tritt als ein an
die Zellmembran gebundenes Eiweild im Gehirn und in anderen Organen auf. Es zirkuliert im

Blut, bevor es in Plaques und BlutgefaBwanden abgelagert wird (STONE, 1990).
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Amyloidosen vom AD - Typ

Diese sehr seltene Amyloidform stammt wahrscheinlich von keratinbildenden Zellen ab, die
blastomatds entartet sind. In diese Gruppe gehdren moglicherweise die beim Menschen beob-
achteten Hornhaut- und Knorpelamyloide (FISCHER et al., 1986). Das Vorlauferprotein fur

diesen Typ ist derzeit noch nicht bekannt.

Amyloidosen vom AH - Typ

Dieser Typ ist eine relativ neue Form der Amyloidose und wurde in der Humanmedizin bei
chronischen Hamodialysepatienten beobachtet. Die dabei auftretende, aufl3erordentlich hohe
Inzidenz von Karpaltunnelsyndromen und anderen rheumatologischen Erkrankungen kdnnte
das Ergebnis von Amyloidablagerungen im Gelenk sein (STONE, 1990). Als Hauptprotein-
komponente der AH-Fibrillen wurde dag-Mdikroglobulin identifiziert, das in dieser Form

auch im normalen Serum vorkommt. Durch die pathologischen Nierenverédnderungen erfolgt
vermutlich eine ungentigende Ausscheidung des Vorlauferproteins, die zu einem Konzen-
trationsanstieg im Serum mit anschlie3ender Fibrillenbildung und Ablagerung im Gewebe
fuhrt (COHEN und CONNORS, 1987).

Sonstige Amyloidformen

Eine relativ neue und gut erforschte Form der Amyloidose wird durch Prionenproteine

hervorgerufen. Die Ablagerungen treten dabei beim Menschen im Zusammenhang mit der
Kreuzfeldt/Jakob-Erkrankung und dem Gerstmann-Straussler-Syndrom auf (PRUSINER,
1985). Beim Tier wurde das Prionprotein von DE ARMOND et al. (1985) und WISNIEWSKI

et al. (1985) durch immunhistochemische Methoden als Bestandteil der Amyloidfibrillen und

Plaques bei an Scrapie erkrankten Tieren identifiziert.
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2.1.4 Pathogenese

Der pathogenetische Mechanismus der Entstehung von Amyloidfibrillen ist bis heute nur
teilweise geklart und gibt den Wissenschaftlern seit Jahrzehnten Grund zur intensiven
Forschung. Seit VIRCHOW's Zeiten sind viele Thesen zur Amyloidgenese aufgestellt

worden, wovon hier nur die wichtigsten kurz angesprochen werden sollen.

VIRCHOW (1854) vertrat die Ansicht, dal? der im Blut zirkulierende Vorlaufer der Amyloid-
substanz in ein Gel transformiert wird, nachdem dieser das Gefal3system verlassen hat.
REIMANN et al. (1935) listeten mehrere mdgliche Faktoren der Amyloidgenese auf:

e eine generelle Stérung des Proteinmetabolismus,

¢ eine Antigen-Antikorper-Reaktion mit Prazipitation,

¢ eine Absorption von Proteinen,

¢ eine Storung oder Anormalitat des Retikuloendothelialen Systems (RES),

¢ Hyperglobulindmie und

e Hyperproteinamie mit gleichzeitiger Stérung des RES.

LETTERER griff 1958 die Theorie der Antigen-Antikdrper-Prazipitation auf und vertrat lange
die Ansicht, dal3 bei erhéhtem Immunglobulingehalt des Blutes Uberschissiges Serum-

globulin in veranderter Form im Gewebe als Amyloid abgelagert wird.

OSSERMANN et al. (1964) Uberpruften vorangegangene klinische, pathologische und bio-
chemische Beobachtungen, die die Theorie unterstlitzten, dald in der Mehrzahl der Amyloi-
dosefalle (1) eine proliferative Stérung (Dyskrasie) von Plasmazellen, verbunden mit
Stérungen der Gammaglobulinsynthese auftritt, und dal3 (2) die Gammaglobuline als Produkte
dieser anormalen Plasmazellen direkt fir die Produktion der Amyloidinfiltrate verantwortlich
sind. Diese Ansicht wurde auch von TEILUM (1964) geteilt, der die Theorie von der
.Lokalen zellularen Sekretion in zwei Phasen* aufstellte. Er vermutete, dafl die
Amyloidbildung mit der Proliferation retikuloendothelialer Zellen in Zusammenhang steht,
welche bei der Antikdrperproduktion als Antwort auf eine langandauernde antigene

Stimulierung des Immunsystems auftritt.
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Nach den neuesten Erkenntnissen wird generell angenommen, dal3 das Fibrillenprotein in
allen Amyloidtypen ein Pracursormolekiil besitzt. Weitgehende Ubereinstimmung besteht
darin, daf3 bei der Amyloidbildung zwei Schlisselprozesse eine Rolle spielen: (1) ein
Mechanismus, der eine Veranderung in der Serumkonzentration oder in der Molekdilstruktur
der Amyloidpréacursoren bewirkt, und (2) ein Schritt, der die Verarbeitung und Trans-
formation des Pracursors nach sich zieht (COHEN und CONNORS, 1987). Dieses Konzept
kann am besten am Beispiel der AA-Amyloidose erlautert werden und ist auch auf andere
Amyloidformen tbertragbar:

Wahrend der Akuten-Phase-Reaktion werden die Hepatozyten durch bestimmte, von
aktivierten Makrophagen freigesetzte Faktoren (Interleukine) zur vermehrten Synthese von
Akute-Phase-Proteinen, darunter auch SAA, stimuliert. Es kommt damit zu einer starken
Erh6éhung der Serumkonzentration von SAA, die bei chronischen Reizzustanden Uber einen
langeren Zeitraum aufrechterhalten bleibt. Aufgrund der gleichzeitig erh6hten Konzentration
von Proteaseinhibitoren sowie Dysfunktionen der retikuloendothelialen Zellen (Verlust der
phagozytischen Aktivitat oder der membrangebundenen Enzyme), wird die Proteinabbau-
aktivitat unterdrickt. Das SAA wird demzufolge nicht mehr vollstandig abgebaut, sondern
AA-Filamente lagern sich als Zwischenprodukt ab und akkumulieren zu Amyloidfibrillen
(MAURY, 1984; DU und ALI-KHAN, 1990).

2.1.5 Morphologie

Makroskopische Befunde:

Makroskopisch sind Amyloidosen nur bei reichlicher Amyloidablagerung im Gewebe
erkennbar. Die betroffenen Organe erscheinen dabei vergré3ert, lehmfarben-hell und holzig-

trocken (besonders Leber und Nieren).

In der Milz gibt es grundsatzlich zwei Manifestationstypen. Befinden sich die Amyloid-
abscheidungen in den Follikeln, wird die Milz als ,Sagomilz* bezeichnet. Fir Ablagerungen,
die diffus im gesamten retikularen Milzgerust verteilt sind, ist der Begriff ,Schinken-* oder

~Speckmilz“ gepragt worden. In der Niere findet man ebenfalls zwei Manifestationstypen. Sie
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treten entweder als ,glomerulare” oder als ,medullare* bzw. ,papillare* Ablagerungen auf.
Leberamyloidosen lokalisieren sich bevorzugt auf das Gitterfasersystem der Sinusoide mit
Ausdehnung der Amyloidmassen in die Disse schen Raume. Dies stellt einen raumfordernden
Prozel dar, der bei hochgradiger Amyloidose den Untergang des normalen Lebergewebes zur

Folge hat.

Histologische Befunde:

Bei Organen, die bei der Autopsie die charakteristischen Veranderungen einer Amyloidose er-
kennen lassen, fallen die histologischen Amyloidnachweise in den allermeisten Fallen positiv
aus. Nicht selten werden Amyloidablagerungen jedoch erst bei der histologischen Organ-
untersuchung aufgefunden. Das Amyloid stellt sich in der HE-Farbung als scheinbar un-

strukturiertes, extrazellulares Material dar, welches sich schwach mit Eosin anfarbt.

Elektronenmikroskopische Befunde:

Wie schon in Kapitel 2.1.2 erwéahnt, haben alle Amyloidformen eine fibrillare Ultrastruktur.
Dabei stellt sich das Amyloid elektronenmikroskopisch als Ansammlung stdbchenférmiger,
starrer, nichtverzweigter Fibrillen mit einem Durchmesser von 7 - 10 nm und undefinierter
Lange dar (COHEN und CONNORS, 1987). Jede Fibrille besteht aus 2,5 bis 3,5 nm starken
filamentaren Untereinheiten, und jede Untereinheit setzt sich aus 1,0 bis 1,5 nm starken
Protofilamenten zusammen. Die Amyloidfibrillen liegen teils ungeordnet, teils in parallel
orientierten Biindeln zusammen (DAHME und SCHRODER, 1990).

2.1.6 Klinisch - pathologische Veranderungen

Klinische Symptome bei der generalisierten Amyloidose zeigen sich am haufigsten bei
Amyloidablagerungen in den Nieren. Sie &uf3ern sich in leichten Fallen als Proteinurie und

kénnen in schweren Féllen Uber das Auftreten des nephrotischen Syndroms zum Nieren-
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versagen fuhren. Massive Ablagerungen sind mit einer Obliteration der glomeruléaren Struktur
und Verdrangung des Nierengewebes verbunden. Amyloidablagerungen kdnnen im gesamten
Gastrointestinaltrakt auftreten und fihren zu Malabsorption sowie einer Reihe anderer Ver-
dauungsstorungen. Bei fortgeschrittener Amyloidinfiltration der Leber kénnen Hepatomegalie
sowie Odembildung an den Extremitaten in Verbindung mit Aszites beobachtet werden. Bei
hochgradigen Amyloidinfiltrationen kommt es zum Untergang des normalen Lebergewebes
und anderen Strukturveranderungen, die zu Leberrupturen mit innerer Verblutung fihren
kénnen. Auch die VergroRerung und Konsistenzanderung der Milz kann zu Milzrupturen

fuhren.

Bei lokalen Amyloidosen zeigen sich organbegrenzte Infiltrationen im Respirationstrakt, im
Bereich der Augen, des Harnapparates und in anderen Organen, wie dem LymphgefaR3- und
hamopoetischen System. Die isolierten Amyloidmassen zeigen gelegentlich lokale Kalzifi-
zierungs- bzw. Ossifikationsherde (IPPEN und JAKOB, 1968). Klinische Symptome sind
haufig nicht zu beobachten, die Amyloidose wird dann meist zuféllig als Nebenbefund er-

hoben.

2.1.7 Nachweismethoden

Farbemethoden zum Amyloidnachweis am histologischen Praparat:

Mit Hilfe nachfolgend beschriebener Farbetechniken kénnen Amyloidosen im histologischen
Praparat diagnostiziert und die Ablagerungen im Gewebe lokalisiert werden. Eine Fest-

stellung des Amyloidtyps ist mit diesen Methoden jedoch nicht mdglich.

Die friheste Technik zum Nachweis des Amyloids war die von VIRCHOW (1854) be-
schriebene Behandlung der histologischen Schnitte mit LUGOL’scher Lésung, bei der die
Farbe des Amyloids nach Zusatz verdinnter Schwefelsaure von gelblich-rot in blau-violett

umschlug.
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Diese Methode wurde von HESCHL (1875) und JURGENS (1875) durch die Nutzung von
Anilinfarbstoffen abgeltst, womit eine Abgrenzung der Amyloidablagerungen im Gewebe
von pflanzlicher Starke moglich war. Die auftretende Metachromasie beim Amyloid beruht,
wie spater herausgefunden wurde, auf der Anwesenheit von Glykosaminoglykanen im Amy-

loid. Da diese Methode jedoch wenig spezifisch ist, wird sie heute kaum noch angewendet.

Die Kongorotfarbung als histologische Farbung wurde 1932 von BENNHOLD eingefuhrt.
PUCHTLER et al. (1962) modifizierten diese Methode und nutzten sie zur selektiven Darstel-
lung von Amyloid. Bei der Kongorotmethode kdnnen sich am Paraffinschnitt au3er Amyloid
gelegentlich auch elastische Fasern, kollagenes Bindegewebe und eosinophile Granulozyten
rot anfarben. Zur Vermeidung von Fehldiagnosen ist deshalb eine Betrachtung der Schnitte
unter dem Polarisationsmikroskop notwendig. Amyloid zeigt dabei im Gegensatz zu anderen
Faserstrukturen einen typischen Doppelbrechungseffekt mit Farbumschlag in ein zweifarbiges
Grin (sogenannter Dichroismus). Verantwortlich fir dieses Phanomen ist die gerichtete An-
lagerung der Farbstoffmolekiile an die Oberflache der Amyloidfibrillen und parallel zur Achse
der zugrundeliegenden, orientierten Amyloidstruktur (GLENNER und PAGE, 1976). Die
alkalische Kongorotfarbung nach Puchtler ist die heute am haufigsten routinemafRlig an-
gewendete Methode zum Amyloidnachweis, da bei dieser Methode, im Vergleich zu der von
BENNHOLD (1932), das Auftreten unspezifischer Anfarbungen von Bindegewebsstrukturen

weitestgehend vermieden wird.

Eine ebenfalls hochsensitive Methode zum Nachweis minimaler Mengen von Amyloid ist die
Fluoreszenzmikroskopie. Bei Fluorochromierung mit Thioflavin-T und -S zeigen Amyloid-
ablagerungen im ultravioletten Licht eine intensive gelbgriine Fluoreszenz. Diese Farbung
wurde von VASSAR und CULLING (1959) erstmals beschrieben und von SCHWARTZ
(1970) weiterentwickelt. Da jedoch, insbesondere bei Anwendung von Thioflavin T, ge-
legentlich falschpositive Ergebnisse auftreten konnen, miussen diese mit Hilfe anderer

Techniken Uberprift werden

Eine Zusammenfassung der oben aufgefiihrten histologischen Farbemethoden zeigt Tabelle 2.
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Tab. 2 Zusammenfassung der meist genutzten Methoden zur Amyloidfarbung
(nach. GLENNER und PAGE 1976)

Farbung Typ der Reaktion Reaktionsfarbe | Ergebnisse

Kristallviolett Metachromasie violett gelegentlich falsch negativ

Kongorot Wasserstoffbriickentrot gelegentlich falsch negativ

bindung oder positiv

Kongorot Fluoreszenz orange-gelb gelegentlich falsch negatiy
oder positiv

Kongorot Polarisation grin sensitiv, gelegentlich falsch
positiv

Thioflavin T&S | Fluoreszenz gelb sehr sensitiv, gelegentlich
falsch positiv

Toluidinblau Polarisation rot haufig falsch negativ fir niclpt
systemische Ablagerungen

Methoden zur Differenzierung des Amyloidtypes:

Eine einfache und nachvollziehbare histochemische Methode zur Differenzierung des
Amyloidtyps ist die Kaliumpermanganatoxidation nach WRIGHT et al. (1977). Diese
Methode basiert auf der veranderten Affinitat des Amyloids fir den Kongorotfarbstoff, nach-
dem die histologischen Praparate mit einer Losung aus Kaliumpermanganat und verdinnter
Schwefelsaure vorbehandelt wurden. Die Kaliumpermanganatmethode représentiert eine
Modifikation der friiher angewendeten Romhanyi-Trypsin-Technik. Die Amyloidosen vom

Typ AA koénnen bei der Kaliumpermanganatmethode nach WRIGHT et al. (1977) aufgrund
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einer herabgesetzten Kongorotaffinitat der Amyloidfibrillen von anderen Amyloidtypen
unterschieden werden. Dabei wird ein Praparat als ,kaliumpermanganat-sensitiv‘ (also Typ
AA) eingestuft, wenn das Amyloid seine Affinitdt zu Kongorot gegenuber einem nicht vor-

behandelten, kongorotgefarbten Praparat ganz oder zum gréf3ten Teil verloren hat.

Als Routinemethode zur sicheren Klassifizierung der verschiedenen Amyloidformen gilt
heute die immunhistochemische Identifizierung mit Hilfe spezifischer Antikbrper. Bei dieser
Methode ist die Bestimmung des Amyloidtyps sowohl anhand nativen Gewebes als auch
retrospektiv an formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem Organmaterial moglich. Dabei
kénnen monoklonale oder polyklonale Antikdrper zur Anwendung kommen (LINKE, 1982;
LINKE et al., 1984; ZSCHIESCHE und LINKE, 1989).

Eine relativ neue Methode zur Amyloidbestimmung ist die Sequenzanalyse. Hierbei werden
die unterschiedlichen Amyloidproteine nach Isolierung aus dem Gewebe nach der Reihen-
folge ihrer Aminosauren ermittelt, wobei eine Klassifizierung anhand der charakteristischen
Aminosauresequenz erfolgt (BENDITT und ERIKSEN, 1971).
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2.2. Amyloidose bei Saugetieren

Die Amyloidose kann bei vielen Saugetierarten beobachtet werden (ZSCHIESCHE und
JAKOB, 1989). Im folgenden sollen die haufigsten beim Tier auftretenden Amyloidformen

kurz aufgefuhrt werden.

AA - Amyloidosen

Die wichtigste Form beim Tier stellt die AA-Amyloidose dar. In der Literatur findet sich eine
Vielzahl von Publikationen zur sogenannten reaktiven Amyloidose beim Tier. So wurde diese
Form beim Hund (CHEVILLE, 1968), bei Pferden (SHAW et al., 1987), Rindern (MURRAY
et al., 1972; JOHNSON und JAMISON, 1984), Schweinen (WINKELMANN et al., 1979),
Ziegen (FARNSWORTH und MILLER, 1985), Schafen (RINGS und CARRY, 1988) und
Hauskatzen (LUCKE und HUNT, 1965; CLARK und SEAWRIGHT, 1969) beschrieben. Eine
Charakterisierung des Amyloidproteins ,A“ erfolgte beim Affen (HERMODSON et al.,
1972), beim Hund (WESTERMARK et al., 1985a), bei der Katze (DI BARTOLA et al.,
1985), beim Nerz (WAALEN et al., 1980), beim Pferd (SLETTEN et al.,, 1987), beim
Hamster (BRANDWEIN et al., 1981), beim Meerschwein (SKINNER et al., 1974) und bei
der Maus (ERIKSEN et al., 1976).

Am besten erforscht ist die AA-Amyloidose bei Nagern. Das Auftreten der Amyloidose ist bei
diesen Tieren von genetischen Faktoren, vom Geschlecht, von hormonellen Einflissen sowie
von der Ernahrung abhangig. Die meisten Falle treten als idiopathische Form auf, Ursachen

konnen dabei chronischer Strel3 und psychosoziale Faktoren sein.

Die kanine Amyloidose ist eine vorwiegend bei alteren Hunden vorkommende sporadische
Erkrankung, die im Zusammenhang mit Tuberkulose, chronisch-eitrigen Entziindungen,
Lupus erythematosus, Neubildungen u.a. auftritt und sich vor allem in den Nieren manifestiert
(OSBORN et al., 1968; SLAUSON et al., 1970). Bekannt ist auch eine hereditare AA-

Amyloidose bei grauen Collies mit dem Krankheitsbild der zyklischen Neutropenie

(CHEVILLE, 1968).
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Amyloidose bei Hauskatzen wurde bis in die 80er Jahre sehr selten nachgewiesen. CHEW et
al. (1982) beobachteten eine relativ hohe Inzidenz von Nierenamyloidosen bei Abyssinier-
Katzen. Studien von BOYCE et al. (1984) und DI BARTOLA et al. (1987) bestatigten eine
familiare Pradisposition dieser Rasse in den ersten zwei Lebensjahren und ordneten diese

Erkrankung der idiopathischen AA-Amyloidose zu.

Beim Rind sind Féalle von reaktiver Amyloidose im Zusammenhang mit chronisch suppu-
rativen Prozessen verschiedener Lokalisation, seltener mit Tuberkulose beschrieben worden.
Die Erkrankung tritt vermehrt im hoheren Alter auf und manifestiert sich vor allem in den

Nieren.

Beim Nerz tritt die Amyloidose haufig im Zusammenhang mit Abszessen, Pleuritis, Leukose,
Tuberkulose oder eitrigen Hepatitiden auf. Die Amyloidosehaufigkeit steigt mit dem
Alterungsprozel3. Reaktive Amyloidosen kdnnen beim Nerz durch wiederholte Injektionen

von Endotoxinen experimentell induziert werden (WAALEN et al., 1980).

Bei freilebenden Mardern fand man bei 28 Prozent der Tiere Amyloidosen hauptsachlich in
der Milz, weniger in der Leber, in den Nieren und anderen Organen. Auffallig war ein unge-

wohnlich hoher Befall des Zentralnervensystems.

Beim Primaten wird die Amyloidose am héaufigsten beim Rhesusaffen beschrieben, sie tritt
aber auch bei anderen Arten auf. Die Amyloidinfiltrationen betreffen vorwiegend die Milz,

Leber, Nieren und die Mesenteriallymphknoten. Die Erkrankungsfélle haufen sich im Alter.

AL - Amyloidosen

Amyloidosen diesen Typs sind beim Tier nur sehr selten zu beobachten. Erst in jingster Zeit
sind beim Pferd und Hund eingehendere Untersuchungen zum Auftreten von Amyloidab-
lagerungen, die sich von Lambda-Leichtketten eines Immunglobulins ableiten lassen, gemacht
worden (LINKE und TRAUTWEIN, 1989; GEISEL et al., 1989; GEISEL et al., 1990; LINKE

et al., 1990; HERMANNS und GEISEL, 1993). In diese Gruppe gehdren wahrscheinlich auch
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die beim Pferd gefundenenen lokalen Amyloidablagerungen in der Haut, Nasenschleimhaut

und Luftrohre.

Auch die beim Nerz spontan auftretenden Amyloidosen im Zusammenhang mit der Aleuten-
krankheit sind moglicherweise diesem Amyloidtyp zuzuordnen, was aber noch nachzuweisen
ware (ZSCHIESCHE und JAKOB, 1989).

AE - Amyloidosen

Endokrine Amyloidosen treten vor allem in den Langerhansschen Inseln des Pankreas bei
alten Feliden sowie bei Primaten, Procyoniden, Musteliden und Hyaeniden auf (JAKOB,
1970b;JAKOB, 1971; ZSCHIESCHE und JAKOB, 1989). Die Ursachen der Inselamyloidose
sind noch nicht geklart, es besteht keine Beziehung zu anderen Erkrankungen, zu Geschlecht
oder Rasse. Lediglich eine zunehmende Inzidenz im Alter wurde beschrieben. Das histo-
logische Bild der Inselveranderungen ist sehr charakteristisch. Man findet eine partielle oder
totale Hyalinisierung der Langerhansschen Inseln. Das Parenchym des exokrinen Pankreas

bleibt jedoch unverandert.

Amyloidablagerungen in den C-Zell-Tumoren der Schilddriise kommen bei verschiedenen
Saugetieren vor, haufig betroffen sind Bullen ab dem 4. Lebensjahr und Ratten ab dem
18. Lebensmonat (ZSCHIESCHE und JAKOB, 1989). Die C-Zell-Adenome und -Karzinome

der Schilddrise enthalten dabei unterschiedliche Mengen an Amyloid in ihrem Stroma.

AS - Amyloidosen

Diese Amyloidform tritt erst auf, wenn die Tiere ein bestimmtes Alter erreicht haben. Man
findet sie vor allem bei alteren Kaniden, besonders beim Hund (JAKOB, 1970b). Charak-
teristisch ist die Lokalisation der Amyloidablagerungen vorwiegend in der Media der Blut-
gefal3e, gewdhnlich in leptomeningealen, kortikozerebralen und Koronargefal3en, aber auch in

Arterien anderer Organe. Weniger haufig findet man auch Infiltrationen in Darm, Blase und
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Magen alterer Hunde. Bei Wolf, Schakal und Fuchs finden sich die Ablagerungen vorzugs-
weise in der Media kleinerer und mittlerer HirnhautgefalRe, wahrend bei Feliden und beim

Waschbar nur die Langerhansschen Inseln der Bauchspeicheldrise betroffen sind (JAKOB,
1970a). Bei Eisbaren wurden senile Amyloidplaques im Gehirn, aber keine Blutgefal3-

veranderungen gefunden (SELKOE et al., 1987).

AD - Amyloidosen
In diesen Formenkreis gehéren wahrscheinlich die beim Mammakarzinom des Hundes nach-

gewiesenen Veranderungen (VOS und GRUYS, 1985; POSPISCHIL et al., 1987).

Andere Formen, wie z.B. die von BREUER et al. (1994) beschriebenen Amyloidablagerungen

in odontogenen Tumoren bei Hund und Katze, sind zur Zeit noch nicht genau einzuordnen.
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2. 3. Amyloidose bei Vogeln

2.3.1 Historischer Riickblick

Die ersten Amyloidosen bei Vogeln wurden 1867 von ROLL bei Fasanen beschrieben.
Weitere Berichte tiber Amyloidosen bei dieser Vogelart folgten von BRUCKMULLER (1869)
und FRIEDBERGER (1874). Auch bei Hihnern ( KITT, 1883; BRUCKMULLER, 1869;
LEISERING, 1886; KLEE, 1901), Puten (RABE, 1883) und beim Pfau (SIBLEY, 1890)
wurden Amyloidinfiltrate schon im vergangenen Jahrhundert beobachtet. Diese ersten Be-
schreibungen bezogen sich zunéchst auf Arten des Haus-, Zier- und Nutzgefligels der
Ordnung Galliformes. Bald kamen auch Vertreter anderer Ordnungen hinzu. So beschreibt
PAULICKI (1872) Amyloidablagerungen bei einer Pfeifgans, FOX (1923) erwahnt in seinem
Bericht Leberamyloidosen bei zwei Gansen, und HIJARRE (1933) beschreibt Amyloidab-
lagerungen bei zwei Wildenten und spater auch bei einem Schwan (HJARRE und
NORDLUND, 1942). AuRRer bei den oben erwahnten Vogelordnungen Galliformes und
Anseriformes finden sich in der frihen Literatur Berichte Uber das sporadische Auftreten der
Amyloidose bei Sperlingsvégeln, einer Taube und einem Pinguin (FOX, 1923) sowie bei drei
Greifvogeln (PAUL und BRINZOIU, 1965).

Wahrend der letzten Jahrzehnte sind aus verschiedenen Einrichtungen detaillierte Todes-
ursachenanalysen sowie spezielle Untersuchungen tber das Amyloidvorkommen bei Végeln
aus Zoologischen Garten publiziert worden, denen wir genauere Aufschliisse Uber Haufigkeit

und Verbreitung der aviaren Amyloidose verdanken.

2. 3. 2.Haufigkeit und Verbreitung

Die Amyloidose ist eine bei Vogeln relativ hdufig anzutreffende Erkrankung. So liegen in der
Literatur die Angaben zur Amyloidinzidenz bei Vogeln in der Regel zwischen 1 und 8 Pro-

zent, wobei diese Werte in Abhangigkeit vom untersuchten Sektionsmaterial und der an-
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gewendeten Nachweismethoden variieren. Einige der Literatur entnommene Daten sind in

Tabelle 3 zusammengestellt.

Tab. 3 Haufigkeit des postmortalen Amyloidnachweises bei Vogeln

Insgesamt davon mit Prozent Autoren

untersucht  Amyloidose

1444 59 4,1 IPPEN und SCHRODER, 1972
4000 28 0,7 KRONBERGER und SCHUPPEL, 1972
2546 23 0,9 KRONBERGER und SCHUPPEL, 1976
1120 56 5,0 KRAMER et al., 1980
1234 20 1,6 FABIAN und VETESI, 1980
381 3 3,0 CULJAK et al., 1983
5090 99 1,9 GRINER, 1983
2348 169 8,3 ZSCHIESCHE und JAKOB, 1989

In welchem Umfang die Amyloidose bei Vogeln tatsachlich verbreitet ist, ist aus den in der
Literatur bislang vorliegenden Daten noch nicht klar ersichtlich, da aufgrund des relativ
geringen untersuchten Materials in einer Reihe von Vogelordnungen noch keine zuverlassigen
Angaben mdglich sind. Mit Sicherheit kann jedoch festgestellt werden, dal’ die Amyloidose in

mindestens 14 Vogelordnungen auftritt.

Das Amyloidvorkommen in den verschiedenen Vogelordnungen variiert sehr stark. So findet
man bei einem Vergleich der Daten verschiedener Autoren in den Ordnungen Anseriformes,
Phoenicopteriformes, Rheiformes, Pelecaniformes, Gruiformes, Charadriiformes und Galli-
formes eine relativ hohe Amyloidosehaufigkeit (ca. 4 - 15 %). Eine deutlich geringere Haufig-
keit (ca. 1 - 2 %) zeigen die Ordnungen Sphenisciformes, Falconiformes, Columbiformes,
Strigiformes und Passeriformes. Als relativ amyloidresistent stellen sich die Psittaciformes

dar, die eine Haufigkeit von weniger als 1 Prozent aufweisen (Tab. 4).
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Tab. 4 Amyloidvorkommen innerhalb nichtanseriformer Vogelordnungen
Autoren
Ordnung 1 2 3 4 5 6 Insgesamt (%)
Sphenisciformes 3/11* 1/30 2/118 2/109 5/257 (1,9)
Rheiformes 1/39 4/50 (8,0)
Pelecaniformes 2127 2127 (7,4)
Ciconiiformes 4/108 1/89 4/103 9/300 (3,0)
Phoenicopteriformes  1/15 1/25 4/56  20/74 26/170 (15,3)
Falconiformes 2/99 2/106 4/205 (2,0)
Galliformes 13/162 3/211 1/55 9/186 26/614 (4,2)
Gruiformes 6/78 4/71 5/68 6/229 11/69 32/515 (6,2)
Charadriiformes 9/46 1/93  4/256  5/66 19/461 4,1
Columbiformes 1/46 1/64 1/93 3/203 (1,5)
Psittaciformes 1/158 2/1747 1/178 4/1322 5/314 13/3719 (0,3)
Strigiformes 1/70 1/70 (1,4)
Passeriformes 8/341 5/597 12/1300 6/194 31/2432 (1,3)

* Zahl der Amyloidosen / Zahl der untersuchten Tiere

COWAN, 1968b

IPPEN und SCHRODER, 1972
KRONBERGER und SCHUPPEL, 1972
FABIAN und VETESI, 1980

GRINER, 1983

ZSCHIESCHE und JAKOB, 1989

OO WNPEF

Auch innerhalb der einzelnen Vogelordnungen ist die Amyloidose sehr unterschiedlich
verteilt. So sind bei den Charadriiformes die Méwen (COWAN, 1968a) und bei den Grui-
formes die Kraniche (ZSCHIESCHE und LINKE, 1986) besonders betroffen.

Die wohl am besten untersuchte aviare Amyloidose ist die der Ordnung Anseriformes. Eine

Reihe von wissenschaftlichen Publikationen beschétftigt sich mit Vorkommen und Haufigkeit

der Amyloidose bei dieser Ordnung sowie mit den auftretenden pathologischen Veran-



- 26 -

derungen. Die Angaben Uber die Amyloidinzidenz bei den Anseriformes variieren in der
Literatur zwischen 3 und 56 Prozent, liegen jedoch in der Mehrzahl bei Gber 8 Prozent. In
Tabelle 5 sind die uns zugénglichen Publikationen der letzten Jahrzehnte zusammengestellt, in
denen Aussagen zur prozentualen Amyloidosehaufigkeit bei der Ordnung Anseriformes

getroffen wurden.

Tab. 5 Amyloidosehaufigkeit bei Anseriformes

Insgesamt davon mit in Prozent  Autoren

untersucht Amyloidose

1044 246 23,6 BRASSARD, 1965

578 262 45,3 COWAN, 1968a

285 58 20,4 KARSTAD & SILEO, 1971

322 45 14,0 IPPEN & SCHRODER, 1972

500 19 3,8 KRONBERGER & SCHUPPEL,
1972

30 11 36,7 KRONBERGER & SCHUPPEL
1976

471 29 6,2 KRAMER et al., 1980

210 11 5,2 FABIAN & VETESI, 1980

88 49 55,7 SATO et al., 1981

103 3 2,9 CULJAKEet al., 1983

1047 67 6,4 GRINER, 1983

587 88 15,0 ZSCHIESCHE & LINKE, 1986

1528 246 8,0 MONTALLI, 1987

139 35 25,2 SCHNEIDER et al., 1988

888 127 14,3 ZSCHIESCHE & JAKOB, 1989

1979 235 11,9 KLOS, 1989
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Auch innerhalb der Ordnung Anseriformes gibt es betrachtliche Unterschiede hinsichtlich
Amyloidvorkommen und -verteilung zwischen den einzelnen Stammen, Gattungen und Arten.
So weisen die Gattungen Anserini, Tadornini, Cairinini und Mergini eine relativ hohe
Amyloidhaufigkeit auf, wahrend die Gattungen Oxyurini, Anatini, und bei ZSCHIESCHE und
LINKE (1986) auch Dendrocygnini, relativ selten betroffen sind (COWAN, 1968b; SATO et
al., 1981; GRINER, 1983). Selbst innerhalb ein und derselben Art kbnnen Unterschiede in der
Amyloidhaufigkeit auftreten. Bei der Moschusente z.B. gibt es offensichtlich regionale Unter-
schiede. Wahrend RIGDON (1967) unter 43 und LIU (1985) unter 78 Tieren keine einzige
Amyloidose fanden, berichteten COWAN (1968b) und ZSCHIESCHE und JAKOB (1989)

bei der gleichen Art tber eine relativ hohe Amyloidhaufigkeit.

2.3.3 Klinische Symptome

Die meisten der an Amyloidose erkrankten Vogel zeigen keine charakteristischen Krankheits-
zeichen. Auch Vogel mit hochgradiger Amyloidose werden in vielen Féllen tot aufgefunden,
ohne daf} Krankheitssymptome zuvor beobachtet werden konnten. Haufig wird die Amyloi-

dose bei Obduktion neben anderen pathologischen Veranderungen zufallig diagnostiziert.

Vogel mit einem durch Leberschadigung bedingten Aszites konnen gelegentlich Odeme an
den GliedmaRen zeigen (RIGDON, 1961; KLOS, 1989).

LANDMANN et al. (1996) beschreiben in ihrem Bericht spontan auftretende Amyloid-
Arthropathien als klinisches Problem auf Gefliigelfarmen. Dabei treten vor allem im Knie-
und Sprunggelenk Schwellungen, verbunden mit milden, subakuten bis chronischen Lahm-

heiten auf.

Schwache, Anorexie, Abmagerung und Muskelschwund koénnen bei aviaren Amyloidosen
beobachtet werden, die im Zusammenhang mit chronischen Erkrankungen wie Tuberkulose

und Aspergillose auftreten.
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2.3. 4 Makroskopische Organveranderungen

Die bei Vogeln am haufigsten befallenen Organe sind Leber und Milz. Diese sind bei fort-
geschrittener Amyloidinfiltration meist deutlich vergré3ert, von hellerer Farbe und wachs-
artiger, festerer Konsistenz und zeigen oft eine starkere Neigung zur Brichigkeit. Diese kann
zu intravitalen Leberrupturen (IPPEN, 1975) und MilzzerreiBungen (RIGDON, 1964) mit
innerer Verblutung fihren. An den Ubrigen Organen lassen sich gewdhnlich makroskopisch

keine Veranderungen erkennen.

2.3.5 Histologische Verdnderungen

Die aviare Amyloidose erweist sich in den meisten Untersuchungen als systemische Erkran-
kung. Dabei finden sich Amyloidinfiltrationen bevorzugt in Leber, Milz, Nieren und Darm.

Weniger betroffen sind die endokrinen Organe wie Schilddrise und Nebennieren sowie
Pankreas, Herz und Lungen. Selten beobachtet wurden Ablagerungen in Harn- und Eileiter,

Hoden und Ovar sowie im Gehirn.

In der Leber kdnnen nach RIGDON (1961, 1967) und DOUGHERTY et al. (1963) zwei Ver-
teilungsmuster angetroffen werden: (1) multiple herdférmige Ablagerungen mit vorwiegend
vaskularer und perivaskularer Verteilung und (2) diffuse Ablagerungen in den Leberlappchen
mit parasinusoidaler Verteilung. Die Amyloidablagerungen scheinen dabei in den gréf3eren
BlutgefalRen des Leberinterstitiums zu beginnen und dehnen sich dann entlang der Sinusoide
aus, bis eine diffuse Verteilung erreicht ist. IPPEN und JAKOB (1968) beobachteten im

Leberamyloid bei Ringelgansen das Auftreten von metaplastischen Ossifikationsvorgangen.

In der Milz tritt das Amyloid entweder nur in den GefalB3wanden kleiner Arterien oder diffus

verteilt in der Pulpa auf.

In den Nieren findet sich das Amyloid im Interstitium und in den interstitiellen Gefal3en der
Markschicht. Haufig sind auch die Basalmembranen der Tubuli sowie die Glomeruli be-

troffen.
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Im Darm sind die Amyloidablagerungen bevorzugt in der Lamina propria mucosae (im

Dunndarm auch in den Zotten) lokalisiert.

In der Schilddrise findet man nach ZIPPER und TAMASCHKE (1972) drei Verteilungs-
muster, ndmlich Ablagerungen (1) im interfollikularen Gewebe, wobei in hochgradigen Fallen
das interfollikulare Gewebe stark verbreitert und homogenisiert ist, (2) als amyloido-gene

Degenerationsherde und (3) solche, die nur auf die Gefallwande beschrankt sind.

Im Herz beobachteten RIGDON und SCHWARTZ (1968) Amyloidablagerungen in den

interstitiellen HerzgefalRen und im bindegewebigen Interstitium.

2.3.6 Eigenschaften und Formen des Vogelamyloids

Das Vogelamyloid gleicht in seinen charakteristischen farberischen und polarisations-
optischen Eigenschaften dem der Saugetiere und des Menschen. Bei elektronenmikrosko-
pischer Untersuchung lassen sich ebenfalls die typischen Fibrillen von 8 bis 10 nm Durch-
messer nachweisen. Biochemische Untersuchungen des Amyloids von Weil3en Pekingenten
(GOREVIC et al., 1977; ERICSSON et al.,, 1987) und auch orientierende immunhisto-
chemische Untersuchungen bei Vogeln der Ordnungen Anseriformes, Phoenicopteriformes
und Gruiformes (ZSCHIESCHE und LINKE, 1986; 1989) sowie Galliformes (LANDMANN

et al.,, 1996) haben gezeigt, dal3 die Amyloidosen der Vogel nach bisherigen Erkenntnissen
zum Typ AA gehoren. Das Fibrillenprotein AA leitet sich dabei wie beim Sauger vom Serum-
amyloid A ab. ZSCHIESCHE und LINKE (1989) konnten bei ihren Untersuchungen eine
eindeutige Kreuzreaktivitat von Amyloid aus oben genannten Vogelordnungen mit mono- und
polyklonalen Antikérpern gegen Amyloidprotein A von verschiedenen Saugetierspezies

nachweisen.

Bei den systemischen Amyloidosen der Vdgel unterscheidet man zwischen einer reaktiven
Form (sekundare Amyloidose) in Zusammenhang mit einem Grundleiden und einer idio-
pathischen Form ohne erkennbare Ursache (KLOS, 1989). Die bei der sogenannten sekun-

daren Amyloidose am haufigsten auftretenden chronischen Erkrankungen sind Tuberkulose,
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Gicht, Aspergillosen sowie Parasitosen, wobei aufgrund der langen Verlaufsdauer, sowohl der
Amyloidose als auch der Begleiterkrankungen, nicht sicher zu klaren ist, ob letztere als Ur-
sache oder Folge der Amyloidose zu sehen sind. Wahrend bei friheren Untersuchern
(HJARRE, 1933; BRASSARD, 1965) die Meinung vorherrschte, daR sich die meisten
Amyloidosen sekundar auf der Grundlage einer chronischen Erkrankung entwickeln, wird
diese Auffassung heute nicht mehr voll geteilt. Die genannten chronischen Erkrankungen
konnten sich umgekehrt auch auf der Grundlage einer Amyloidose, die zu verminderter
Kdrperresistenz und beeintrachtigter Immunreaktion fuhrt, entwickelt haben. Auf diese Mé6g-
lichkeit hat erstmals COWAN (1968a,b) aufgrund seiner Beobachtungen beziiglich des Zu-
sammentreffens von Amyloidose und Tuberkulose aufmerksam gemacht. Verschiedene
andere Autoren wie KARSTAD und SILEO (1971), KRAMER et al. (1980), MONTALI
(1987) und ZSCHIESCHE und JAKOB (1989) schlossen sich spéater dieser Meinung an.

2.3.7 Ursachen und Bedingungen fur die Amyloidbildung

Wie auch bei Saugetieren und Mensch |al3t sich bei der avidren Amyloidose eine Alters-
pravalenz erkennen. Kiken und Jungvogel sind von der Amyloidose kaum betroffen, die Er-
krankungshaufigkeit steigt mit zunehmenden Lebensalter an. Nach KRAMER et al. (1980) lag
das Alter der von Amyloidose betroffenen Végel zwischen 5 Monaten und 19 Jahren. Bei
SCHNEIDER et al. (1988) liegt der Anteil der an Amyloidose erkrankten Tiere bei 25,2 Pro-

zent der adulten und 1,5 Prozent der juvenilen (unter 7 Wochen alten) Végel. Der Grund liegt
nach Meinung von ESKENS et al. (1984) weniger in einer erh6hten Empfanglichkeit adulter
Tiere, als vielmehr in der fur die Krankheitsentstehung notwendigen Zeitdauer der Einwir-
kung von Risikofaktoren. Unter extremen Bedingungen kénnen Amyloidosen auch schon bei
relativ jungen Voégeln vorkommen. So konnten DOUGHERTY et al. (1963) tddliche

Amyloiderkrankungen bei 3 Pekingenten schon im Alter von 6, 7 und 8 Wochen beobachten.

Im Gegensatz zum Alter spielt das Geschlecht der Vogel keine Rolle fur das Auftreten der
Amyloidose, wie umfangreiche Untersuchungen insbesondere bei den Anatiden zeigen. So
berichtet z.B. COWAN (1968b), dald sich unter 259 Vogeln mit Amyloidose 133 ménnliche

(51,4 %) und 126 weibliche (48,6 %) Tiere befanden. COWAN’"s Beobachtungen stehen im
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Einklang mit den Untersuchungen zahlreicher anderer Autoren, die keine Geschlechts-
pravalenz im Auftreten der Amyloidose fanden (RIGDON, 1964; KRAMER et al., 1980;
KLOS, 1989).

Eine interessante Beobachtung ist die scheinbar jahreszeitliche Abhangigkeit der Amyloidose
bei den Ordnungen Anseriformes und Phoenicopteriformes. Bei Analyse der monatlichen
Verteilung der aviaren Amyloidosen aus dem Tierpark Berlin von 1980 bis 1985 durch
ZSCHIESCHE und LINKE (1986) zeichneten sich deutliche Winter-Friihjahrs-Maxima und
Sommer-Herbst-Minima ab. Eine befriedigende Erklarung fur diese Beobachtung liel3 sich

jedoch nicht finden.

Bemerkenswert ist ebenfalls der relativ hohe Anteil spontan auftretender Amyloidosen, auch
als idiopathische oder priméare Amyloidosen benannt. ZSCHIESCHE und LINKE (1986)
beobachteten bei etwa 30 Prozent der Anseriformes und sogar 60 Prozent der Phoenicopteri-
formes Amyloidosen ohne erkennbare Begleiterkrankung. Uber die Ursachen dieser Amyloi-
doseform bei Vogeln bestehen noch keine gesicherten Erkenntnisse. Es gibt aber Hinweise
dafir, daf3 psychosoziale Belastungsfaktoren an der Amyloidentstehung beteiligt sein kdnnten.
So untersuchten COWAN und JOHNSON (1970) die Amyloidentwicklung bei Weil3en
Pekingenten, die in verschieden groRen Gruppen auf unterschiedlich groRem Raum gehalten
wurden. Sie kamen zu der Auffassung, dafd nicht die Grél3e des zur Verfigung stehenden
Raumes eine Rolle bei der Amyloidentstehung spielt, sondern dafld die Zahl der Tiere pro
Flacheneinheit von Bedeutung ist, d.h., dal mit zunehmender Besatzdichte das
Amyloidoserisiko wachst. Wahrscheinlich kommt es durch Rangk&dmpfe und Aggressionen
Uber die Aktivierung neuroendokriner Mechanismen zu anhaltenden Strel3reaktionen, die Uber
zur Zeit noch unzureichend geklarte Stoffwechselablaufe zu einem Anstieg des SAA und zur
Amyloidentstehung fuhren. Zu ahnlichen Ergebnissen gelangten auch PAGE und GLENNER
(1972), die Untersuchungen uUber die Amyloidgenese in unterschiedlich zusammengesetzten
Mausegruppen vornahmen. Dabei beobachteten sie eine fast 100prozentige Amyloidbildung
in grolBeren mannlichen Mausegruppen, in denen eine hohe Aggressivitat der Einzeltiere
auftrat. Neben den dargestellten sozialbiologischen Faktoren kdnnten auch physikalische Ein-
flisse (z.B. verminderte Helligkeitsdauer fiir exotische und Zugvogel) einen amyloidogenen

Streld darstellen.
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Die Disposition zur Amyloidbildung bei Vogeln ist offensichtlich auch genetisch deter-
miniert, woflr das unterschiedliche Amyloidvorkommen innerhalb der einzelnen Vogel-
ordnungen spricht. Die dafur verantwortlichen molekularen Mechanismen sind noch nicht

geklart.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN
3.1 Material und Methoden
3.1.1 Tiermaterial

Die Grundlage fur diese Arbeit bilden die von 1970 bis 1992 in der Forschungsstelle fur
Wirbeltierforschung Berlin (ab Januar 1992 Institut flir Zoo- und Wildtierforschung) sezierten
Zoo- und Wildvdgel (8456 Sektionen in 23 Jahren).

Um eine statistische Erhebung tber Vorkommen und Haufigkeit der Amyloidose bei Vogeln
durchfuhren zu kénnen, wurden die Sektionsberichte aller obduzierten Végel gesichtet und
ausgewertet. Fur die histopathologischen und immunhistochemischen Untersuchungen wurde
eine Stichprobe von 100 Vdgeln mit Amyloidablagerungen aus den vorhandenen Ordnungen
und Gattungen ausgewahlt. Zu allen aus den Sektionstagebichern erfal3ten Amyloidosen lagen

archivierte Gewebsproben in Paraffinblockmaterial vor.

3.1.2 Histopathologische Untersuchung

3.1.2.1 Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

Von den eingebetteten Gewebsblockchen der in Tabelle 6 aufgefihrten Vogel wurden 4 bis
6 um dicke Schnitte hergestellt, auf mit Eiweil3glyzerin beschichtete Objekttrager aufgezogen

und fir 48 Stunden bei 45 °C im Brutschrank getrocknet.
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Tab.6  Ausgewahlte Vogel und verwendete Organe fur die histologische und histo-

chemische Untersuchung

Vogelart untersuchte Organe Vogelart untersuchte Organe
Anseriformes Pelecaniformes

Kubapfeifgans Le,Mi Schlangenhalsvogel Le,Mi,Ni,Da,Pa

Gelbe Pfeifgans Le,Hz Ohrenscharbe Le,Ni,Da,Pa,Hz,Ge
Herbstpfeifgans Le,Ni,Pa,Hz,Lu Europ.Kormoran Le,Ni,Pa,Lu
Hockerschwan Le Kormoran Le,Mi,Ni,Da,Ma,Pa,Hz
Schwarzhalsschwan Le,Ni,Da Ciconiiformes

Singschwan Le,Mi,Ni,Da,Sch,Lu Kuhreiher Le,Ni,Ma,Lu
Schwanengans Le,Mi,Ni,Lu Kuhreiher Le,Mi,Ni,Da,Pa,Hz
Graugans Le,Da,Hz Nachtreiher Le,Ni,Da,Hz,Ge
BleRgans Le,Mi,Ni,Da,Ma,Sch,Je Abdimsstorch Le,Mi,Da,Ma,Pa,Ge,LU
Kanadagans Mi Weil3er Sichler Le,Mi,Da,Ma,Pa,Hz,ScH
Hawaiigans Mi,Ni,Ma,Hz,Ge,Lu Rosa Loffler Le,Mi,Ni,Da,Ma,Pa,Hz
Paradieskasarka Mi,Ni,Hz,Lu Waldrapp Le,Mi,Ni,Ma,Hz,Lu
Austr. Kasarka Le,Mi,Da,Pa,Hz,Lu,04Struthioniformes

Orinokogans Le,Ni,Da,Ma,Pa,Hz,0¢ Nandu Le,Ni,Da,Ma,Hz,Sch
Rotkopfgans Le Nandu Le,Ni,Da,Hz,Ge,Lu
Rotkopfgans Le,Ni,Hz,Ge,Oe Strauf’ Le,Pa,Ge,Lu
Kupferspiegelente Le,Mi,Ni,Da,Ma,Sch,l&alconiformes

Stockente Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz,Sch Wustenbussard Le,Mi,Ni,Da,Ma,Pa,H7
Spatelschnabelente| Le,Ni,Ma,Hz,Lu Keilschwanzadler Le,Mi,Ni,Da,Pa,Hz,0¢
Eiderente Le,Mi,Ni,Hz,Ge Brahminenweih Le,Mi,Ni,Ma,Sch,Lu,Oe
Peposakaente Le,Ni,Da,Ma,Pa,Hz,9Bulliformes

Rotaugenente Mi,Ni,Da,Ma,Hz,Lu,NN Arabisches Steinhuhn Le,Mi,Ni,Da,Ma,Pa,H}
Halsringente Ni,Da,Pa,Ge Schwarzkehlsteinhiihn Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz,N
Amerik. Tafelente Le,Ni,Da,Ma,Pa,Hz,S¢h Steinhuhn Mi,Ni,Da,Ma,Sch,Lu
Kolbenente Le,Mi,Ni,Da,Pa,Lu StrauRenwachtel Le,Ni,Da,Ma,Hz
Moschusente Le,Mi,Ni,Da,Hz,Lu Hauspute Le,Mi,Ni,Da,Pa,Hz,Ge,
Hartlaubente Le,Mi,Ni,Da,Hz Brauner Ohrfasan Le,Mi,Da,Ma,Pa,Hz,Sq
Mahnengans Le,Mi,Da,Hz,Ge,Lu Blauer Ohrfasan Le,Mi,Ni,Da,Ma,Pa,Hz
Brautente Le,Ni,Hz,Ge,Oe Chin.Ringfasan Le,Mi,Ni,Da,Pa,Hz,Ge,
Schellente Le,Mi,Ni,Da,Ma,Pa,H4 Pfau Le,Mi,Ni,Da,Ge
Buffelkopfente Le,Ni,Hz,Ge Pfau Le,Mi,Ni,Da,Ma,Sch,Ge
Zwergsager Le,Mi,Ni,Hz,Ge Pfau Le,Mi,Ni,Da,Ma,Pa,Hz
Mittelsager Le,Ni,Da,Ma,Pa,Hz,LulGruiformes

Géansesager Le,Da,Hz,Ge,Lu Graukranich Le,Mi,Da,Hz
Kuckucksente Mi,Ni,Da,Hz,Lu Lilfordkranich Le,Mi,Da,Ma,Pa,Hz,Sch
Phoenicopteriform. Jungfernkranich Le,Mi,Ni,Ma,Hz,Lu
Chileflamingo Auge Kronenkranich Le,Mi,Ni,Da,Ma,Sch,Ge
Chileflamingo Mi,Da,Ma,Hz,NN Kronenkranich Le,Mi,Ni,Da,Sch
Rosa-Flamingo Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz,LY Klunkerkranich Le,Ni,Ge,Lu
James-Flamingo Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz BleRhuhn Le,Mi,Ni,Pa,Ge,Lu
Kubaflamingo Le,Ni,Da,Ma,Pa,Sch,de Grol3trappe Le,Mi,Ni,Da
Zwergflamingo Le,Mi,Ma,Pa,Hz,Sch,3e Grol3trappe Le,Mi,Ni,Ma,Hz,Sch,G

<~
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Vogelart

untersuchte Organe

Vogelart

untersuchte Organe

Trappe

Le,Mi,Ni,Ma,Sch,Lu

Gouldamadine

Le,Ni,Da,Pa,Hz,Ge

Gr.Brachvogel

Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz,N

N Schwarzkopfnonne

Le,Ni,Da,Ge,Lu,NN

Sphenisciformes

Grinfink

Le

Humboldt-Pinguin

Le,Mi,Ni,Da,Ma,Ge, Ll

Blaufligelsonnenvog

el Le,Mi,Ni,Da,Hz,0Oe

Humboldt-Pinguin

Le,Mi,Ni,Da,Ge,Lu,Oq

Jap.Movchen

Le,Ni,Da,Ma,Hz

Humboldt-Pinguin | Ni,Da,Ma,Hz,Ge,Oe |Psittaciformes

Humboldt-Pinguin Le,Mi,Da,Hz,Lu,Zu Bergsittich Le,Mi,Ni,Da,Hz,Sch,Lu
Charadriiformes Rosenkopfchen Le,Ni,Da,Ma,Pa,Hz,Ge,Lu
Triel Le,Mi,Ni,Ma,Hz Kdnigsittich Le,Mi,Ni,Da,Ma,Ge

Mowe Le,Mi,Ni,Da,Pa,Hz,Ge| Schdnsittich Le,Ni,Da,Ma,Hz,Lu
Aztekenmowe Mi,Ni,Da,Pa,Hz,Ge,Ly Springsittich Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz,G¢g,Lu
Lachmowe Le,Mi,Ni,Lu,Oe Ara Le,Mi,Da,Ma,Hz,Ge,Lu,pe
Columbiformes Kubaamazone Le,Mi,Ni,Da,Ma,Lu

Taube Le,Mi,Da,Pa,Ge,Lu,0¢ Kakadu Le,Ni,Da,Ma,Pa,Hz,Lu
Steppenhuhn Le,Mi,Ni,Ma,Hz,Lu |Kontrollen

Strigiformes Waschbar Pa

Schnee-Eule Le,Mi,Ni,Da,Ma,Pa Salzkatze Pa

Waldohreule Ni,Da,Pa,Hz,Lu Rotluchs Pa

Passeriformes Wolf Ge,Hz

Kalabulbdl Le,Mi,Ni,Da,Hz,Ge Wolf Ge

Paradieswitwe Le,Da,Hz,Ge,Lu,Oe Wolf Ge,Hz

Veilchenastrild Le,Ni,Da,Hz,Sch,Ge,lju Saiga-Antilope Le

3.1.2.2

Kongorotfarbung

Zur Lokalisierung der Amyloidablagerungen in den Organen wurde an den vorbereiteten
Schnitten die alkalische Kongorotfarbung (PUCHTLER et al., 1962) gemalR folgender Ar-

beitsvorschrift durchgefihrt:

1) Entparaffinieren der Schnitte in Xylol zweimal fur 5 Minuten, in absolutem Ethanol
zweimal fur je 2 Minuten und je einmal in 96%-, 80%- und 70%igem Ethanol fur
jeweils 2 Minuten. Anschlie3ende Spuilung in Aqua dest. fur ebenfalls 2 Minuten.

2) Einbringen der Schnitte in gefiltertes Mayers Hamalaun far 10 Minuten zur Kern-

farbung, anschlieRend dreimal Spulung in Aqua dest.
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3) Einbringen der Schnitte fir 20 Minuten in 100 ml filtrierte Puchtler-1-Stamml&ésung
(Iml 1%ige Natronlauge zu 100 ml Stammlésung geben und filtrieren, vor Gebrauch

frisch zubereiten).

4) Einbringen der Schnitte fur 20 Minuten in Puchtler-2-Stammlésung (ebenfalls 100 ml

mit 1ml 1%igem walRrigem Natriumhydroxid versetzt und filtriert).

5) Schnitte umgehend in 3 Anséatzen Ethanol entwéassern, trocknen, in Xylol als Inter-

medium Uberfihren und anschlieRend in Caedax eindecken.

3.1.2.3 Histopathologische Auswertung

Die gefarbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop sowie unter polarisiertem Licht
ausgewertet. Als positiv wurden Ablagerungen mit einem roten Farbton gewertet, der bei
polarisationsoptischer Untersuchung aufgrund des fur Amyloid charakteristischen Doppel-

brechungseffektes in Griin umschlug.

Die Beurteilung der Kongorotreaktion erfolgte nach folgendem Schema:

- = keine Kongorotbindung

G = vereinzelt Amyloidablagerungen in den GefalRwanden
+ = vereinzelt Amyloidablagerungen im Gewebe

++ = starke Amyloidablagerungen im Gewebe

+++ = sehr starke Amyloidablagerungen im Gewebe

3.1.3 Histochemische Untersuchung

3.1.3.1 Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

Die Vorbereitung des Materials erfolgte wie unter Punkt 3. 1. 2. 1
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3.1.3.2 Kaliumpermanganatoxidation

Zur Differenzierung des chemischen Typs der Amyloidose wurden von den in Tabelle 6
aufgefuhrten Vogeln und Organen Schnittpraparate mit einer Kaliumpermanganatlésung
(WRIGHT et al.,, 1977; VAN RIJSWIJK und VAN HEUSDEN, 1979) nach folgender

Arbeits-vorschrift vorbehandelt:

1) Entparaffinieren wie unter 3. 1. 2. 2
2) Einbringen in die unter 8. 2 d) aufgefuihrte Kaliumpermanganatldsung fir 3 Minuten
3) Entfarben mit 5%iger Oxalsaure

Anschliel3end zweimal Spulung in Aqua dest.

4) weiter wie Kongorotfarbung ab Schritt 2)

3.1.3.3 Histochemische Kontrollen

Als Negativkontrollen fur die Differenzierung mittels Kaliumpermanganatoxidation wurden
Pankreasschnitte mit Inselamyloid zweier adulter Feliden (Rotluchs, Salzkatze) sowie
Schnitte mit Amyloidablagerungen in Hirnhaut und Herzen dreier Wo6lfe nach den unter
3.1.2.2und 3. 1. 3. 2 aufgefihrten Methoden behandelt.

3.1.3.4 Histochemische Auswertung

Die Auswertung erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Dazu wurden die mit Kongorot gefarbten
Schnitte mit und ohne Kaliumpermanganatoxidation miteinander verglichen. Ein Schnitt
wurde als ,kaliumpermanganat-sensitiv’ beurteilt, wenn das Amyloid ganz bzw. zu tber 90

Prozent seine Affinitat zu Kongorot verloren hatte.
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Immunhistochemische Untersuchung

3.1.4.1

Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

Fiar die immunhistochemische Untersuchung wurden von den in Tabelle 7 aufgefuhrten

Tieren 4 bis 5 um dicke Schnitte angefertigt, auf Super Frost Plus-Objekttrager aufgezogen

und bei 45 °C im Brutschrank getrocknet. Am Tag vor der Durchfihrung der immun-

histochemischen Farbung wurden die jeweiligen Schnitte noch einmal fur einige Stunden bei

60 bis 65 °C im Brutschrank belassen.

e

Sch

,Lu

Tab.7 Ausgewahlte Vogel und verwendete Organe fur die immunhistochemische
Untersuchung

Vogelart untersuchte Organe | Vogelart untersuchte Organe

Anseriformes Galliformes

Kubapfeifgans Le,Mi,Lu Arabisches Steinhuhrl  Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz,d

Schwarzhalsschwan Le,Ni,Da Schwarzkehlsteinhuhn  Le,Mi,Ni,Da,Ma,Pa

Schwanengans Le,Mi,Lu StrauBenwachtel Le,Ni,Hz

Graugans Le,Da,Hz Blauer Ohrfasan Le,Mi,Ni,Da,Pa

Kasarka Le,Lu Chin.Ringfasan Le,Mi,Ni,Da,Pa,Hz,G¢

Orinokogans Ni,Da,Pa Pfau Le,Mi,Ni,Ge

Rotkopfgans Mi,Ge,Oe Gruiformes

Rotkopfgans Le Lilfordkranich Le,Mi,Ma,Ge

Eiderente Le,Mi,Hz Kronenkranich Mi,Ni,Da,Sch,Ge

Hartlaubente Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz Grauhalskronenkranich Mi,Ni,Da,Ma,Sch,G¢g

Buffelkopfente Le,Ni,Hz,Ge BleRhuhn Le,Mi,Ni,Ge,Lu

Mittels&ger Le,Ni,Hz Grol3trappe Le,Mi,Ni,Sch,Ge

Kuckucksente Mi,Ni,Da,Pa Trappe Le,Mi,Ma,Sch

Phoenicopteriformes

Gr.Brachvogel

Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz

Kubaflamingo

Le,Ni,Da,Ma,Sch,Ge

Charadriiformes

Chileflamingo Ni,Da,Ma,Hz,Ge,NN Mowe Le,Ni,Da,Hz,Ge,Lu
Rosaflamingo Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz,Ly Atztekenmdwe Ni,Da,Hz,Ge,Oe
Jamesflamingo Le,Mi,Ni,Da,Ma,Hz Triel Le,Ni,Ma,Hz,Lu
Chileflamingo Auge Columbiformes

Pelecaniformes Taube Le,Mi,Da,Hz,Lu
Europ.Kormoran Le Strigiformes

Ciconiiformes Schnee-Eule Mi,Ni

Nachtreiher Le,Hz Passeriformes

Kuhreiher Le,Mi,Ni Kalabulbul Le,Ni,Da,Hz,Ge,Lu

Rosa Loffler

Le,Mi,Ma,Pa,Hz,Ge,Ll

Paradieswitwe

Le,Da,Hz,Ge,Lu
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Fortsetzung Tab. 7

Vogelart untersuchte Organe | Vogelart untersuchte Organe
Struthioniformes Veilchenastrild Le,Mi,Ni,Da,Hz,Ge,Lu
Nandu Le,Mi,Da,Hz,Sch Gouldamadine Le,Ni,Pa,Hz,Ge,Lu
Falconiformes Schwarzkopfnonne Le,Da,Pa,Ge
Bussard Le,Mi,Ni,Da,Hz Grinfink Le
Brahminenweih Le,Ni Blaufliigelsonnenvogel Le,Ni,Lu
Sphenisciformes Kontrollen
Humboldt-Pinguin Mi,Da,Pa,Zunge Saiga-Antilope Le

Salzkatze Pa

Waschbar Pa

Wolf Hz,Ge

Wolf Hz

3.1.4.2 Verwendete Antikdrper

(1) Polyklonaler Kaninchenantikérper gegen Enten-AA-Protein:

Dieser Antikorper wurde uns von Dr. Nils Eriksen (University of Washington) zur
Verfuigung gestellt. Der lyophilisierte Antikérper wurde nach Vorschrift in 1 ml PBS
gel6st, portioniert und in kleinen Fraktionen bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.
Der Antikorper kam in einer Endverdiinnung mit PBS von 1 : 3000 bis 1 : 4000 zum

Einsatz.

(2) Monoklonaler Mausantikérper gegen humanes AA-Protein (mc 1):

Dieser Antikérper kam in Verdinnungen mit PBS von 1: 20 bis 1 : 320 zum Einsatz .

3.1.4.3 Durchfiihrung der Immunperoxidasetechnik

Fur den immunhistochemischen Amyloidnachweis wurde der kommerziell erhaltliche KIT
,Omnitags" verwendet, der auf folgendem Reaktionsablauf basiert:

Der eingesetzte Primarantikdrper bindet sich an das im Préparat enthaltene Antigen. Der
zugegebene, mit Biotin konjugierte, polyvalente Sekundarantikorper geht dann mit dem

Primarantikorper eine feste Bindung ein. Dazu wird Peroxidase-konjugiertes StreptAvidin
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gegeben, wobei die freien Valenzen des StreptAvidins sich fest an das Biotin des Sekundar-
antikorpers binden. Die Antigen-Antikdrperreaktion wird mit einer Substrat-Chromogen-

Reaktion sichtbar gemacht, wobei Diaminobenzidin als Chromogen eingesetzt wurde.

Die immunhistochemische Amyloiddarstellung erfolgte nach folgenden Arbeitsschritten:

1) Entparaffinierung wie unter 3. 1. 2. 2

2) Spulen der Schnitte in PBS fiir 10 Minuten

3) Inaktivierung der endogenen Peroxidase fur 5 Minuten in 3 %ig€n H

4) Spulen der Schnitte, dreimal in PBS fir je 2 Minuten

5) Auftragen des Protein-Blockers auf die Schnitte fur 5 - 10 Minuten

6) Inkubation mit dem Primarantikorper in oben genannten Verdinnungen in einer
feuchten Kammer fur 20 bis 30 Minuten

7) Spulung in PBS, dreimal fur je 2 Minuten

8) Auftragen des Sekundarantikorpers, Inkubation der Schnitte fur 30 Minuten in feuch-
ter Kammer

9) Spulung in PBS, dreimal fir je 2 Minuten

10) Auftragen des peroxidasemarkierten StreptAvidins, Inkubation der Schnitte fur
30 Minuten in feuchter Kammer

11) Spulung in PBS, dreimal fur je 2 Minuten

12) Inkubation der Schnitte in 3,3’-Diaminobenzidintetrahydrochlorid ( DAB ) rpid,H
in Aqua dest. fur 10 bis 15 Minuten, je nach Farbentwicklung

13) Waschen der Schnitte in Aqua dest fur 2 Minuten

14)  Gegenfarben in Hamatoxylin fir 1 bis 2 Minuten, anschlieend unter flieRendem
Wasser Blauen der Schnitte

15) Entwassern der Schnitte in der aufsteigender Alkoholreihe, anschlie3end in Xylol als

Intermedium, Eindecken der Schnitte mit dem im KIT enthaltenen Mounting-Medium

3.1.4.4 Immunhistochemische Kontrollen

Als Negativkontrollen dienten Pankreasschnitte mit Inselamyloid (Typ AE) von einer

Salzkatze, einem Rotluchs und einem Waschbaren, Schnitte von Herz- und Hirnhautamyloid
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(Typ AS) von drei Wolfen sowie Leberschnitte von einer Graugans, in denen kein Amyloid
enthalten war. Diese Schnitte wurden sowohl mit dem polyklonalen als auch mit dem mono-

klonalen Antikdrper gegen Amyloid A inkubiert.

Als Positivkontrollen wurden Gewebsschnitte von Vogeln der Ordnung Anseriformes, Grui-
formes und Phoenicopteriformes mit beiden Antikérpern gegen Amyloid A inkubiert, die
schon von ZSCHIESCHE und LINKE (1989) mittels immunhistochemischer Charakteri-
sierung als Typ AA identifiziert wurden.

Als weitere Kontrollen fur die spezifische Bindung des monoklonalen bzw. polyklonalen
Antikorpers dienten Leerpraparate. Diese wurden nicht mit dem Primarantikérper inkubiert,

sondern wahrend der Inkubation der restlichen Schnitte im Puffer belassen.

3.1.4.5 Immunhistochemische Auswertung

Als positiv wurden in der Schnittebene liegende hell- bis dunkelbraun gefarbte Prazipitations-

produkte gewertet, die in den Kontrollschnitten nicht vorhanden waren.

Die Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion erfolgte semiquantitativ nach folgen-
dem Schema:

- = keine Farbreaktion

# = unspezifische Braunfarbung nichtamyloider Strukturen
+ = schwache Farbung des Amyloids

++ = malige Farbung des Amyloids

+++ = starke Farbung des Amyloids
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3.2 Ergebnisse
3.2.1 Aviare Amyloidose

3.2.1.1 Vorkommen und Haufigkeit

Im ersten Tell dieser Arbeit wurden die Sektionsberichte von 8456 Voégeln aller vorhandenen
Ordnungen analysiert. Grundlage dieser Untersuchungen bildeten die von 1970 bis 1992 in

der damaligen Forschungsstelle fur Wirbeltierforschung Berlin obduzierten Vogel.

Die Auswertung der Sektionsprotokolle in Hinblick auf Artzugehorigkeit, Geschlecht, Todes-
datum mit besonderer Berilicksichtigung der verschiedenen Jahreszeiten, Alter der Tiere
(Jungtiere, subadulte und adulte Tiere), Haupt- und Nebenbefunde fuhrte zu folgenden Ergeb-

nissen:

Im vorhandenen Sektionsgut wurde bei insgesamt 634 Tieren (7,5 %) eine Amyloidose
diagnostiziert. Wie in Tabelle 8 dargestellt, traten in den einzelnen Vogelordnungen unter-
schiedliche Amyloidosehaufigkeiten auf. Eine hohe Amyloidose-Pravalenz zwischen 15 und
22 Prozent zeigten die Vogel der Ordnungen Anseriformes, Gruiformes, Charadriiformes und
Phoenicopteriformes. Im Vergleich dazu stellten sich andere Vogelordnungen als relativ
amyloidoseresistent dar, so z.B. Strigiformes mit 1,4 Prozent und Psittaciformes mit 0,9 Pro-
zent. In 9 Ordnungen, die nur durch 2 ( Gaviiformes) bis 40 Vdgel (Piciformes) reprasentiert

werden, fand sich kein Tier mit Amyloidose.

Innerhalb der héherfrequentierten Ordnungen sind einzelne Familien bzw. Gattungen bevor-
zugt von der Amyloidose betroffen. So zeichnen sich nach den vorliegenden Untersuchungen
in der Ordnung Anseriformes vor allem die Gattungen Anserini (25,8 %) und Dendrocygnini
(23,2 %) durch eine besonders hohe Amyloidhaufigkeit aus. Amyloidvorkommen zwischen
10,8 und 19,3 Prozent zeigen die Gattungen Aythyini, Mergini, Cairinini, Tadornini und
Somateriini. Die Gattungen Anatini und Oxyurini weisen dagegen mit 5,6 bzw. 1,6 Prozent

nur eine geringe Amyloidhaufigkeit auf (Tabelle 9).
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Tab. 8 Festgestellte Haufigkeit der Amyloidose in verschiedenen Vogelordnungen
Ordnung Gesamtzahl Tiere mit Prozent
Amyloidose
Aves Vogel gesamt 8456 634 7,5
Anseriformes Gansevogel 2573 389 15,1
Tinamiformes Steil3htuhner 9 0 -
Phoenicopteriformes Flamingos 230 51 22,2
Ciconiiformes Stelzvogel 456 14 3,1
Pelecaniformes Ruderful3er 116 2 1,7
Struthioniformes Laufvogel 122 3 2,5
Gaviiformes Seetaucher 2 0 -
Podicipediformes Lappentaucher 30 0 -
Sphenisciformes Pinguine 231 7 3,0
Falconiformes Greifvogel 341 9 2,6
Galliformes Hahnervogel 840 29 3,5
Gruiformes Kranichvogel 331 57 17,2
Charadriiformes Wat-und 177 34 19,2
Mowenvogel
Columbiformes Taubenvogel 222 5 2,3
Psittaciformes Papageien 1181 10 0,9
Cuculiformes Kuckucksvagel 32 0 -
Strigiformes Eulen 222 3 1,4
Apodiformes Seglervogel 7 0 -
Trochiliformes Kolibris 3 0 -
Trogoniformes Trogons 5 0 -
Coraciformes Rackenvdgel 20 0 -
Piciformes Spechtvogel 40 0 -
Passeriformes Sperlingsvogel 1266 21 1,7
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Tab. 9 Amyloidhaufigkeit innerhalb der Ordnung Anseriformes

* **
Anserinae Ganseverwandte
Dendrocygnini Pfeifganse 23/99 23,2%
Anserini Géanse 155/600 25,8%
Anatinae Entenverwandte
Tadornini Halbganse 50/263 19,0%
Anatini Schwimmenten 24/429 5,6%
Somateriini Eiderenten 12/62 19,3%
Aythyini Tauchenten 46/424 10,8%
Cairinini Glanzenten 52/302 17,2%
Mergini Meerenten und Sagel 23/150 15,3%
Oxyurini Ruderenten 4/244 1,6%
* Tiere mit Amyloidose / Gesamtzahl

** Prozent

Eine geschlechtliche Pravalenz konnte bei diesen Untersuchungen ausgeschlossen werden. So
lag bei insgesamt 634 untersuchten Vogeln mit Amyloidablagerungen der Anteil der mann-
lichen Tiere bei 312 und der weiblichen bei 322.

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich eine deutliche Alterspravalenz. Das heil3t, bei
einer Gesamtzahl von 634 Voégeln mit Amyloidose lag der Anteil der juvenilen bei 56
(8,8 %), der subadulten bei 35 (5,6 %) und der adulten Tiere bei 543 (85,6 %).

Bei Analyse der mit Amyloidose assoziierten Erkrankungen bzw. Todesursachen wurde
zwischen haufig auftretenden Erkrankungen wie Tuberkulose, Mykosen, Gicht sowie anderen
chronischen Entzindungen unbekannter Genese und anderen chronischen Infektionskrank-
heiten unterschieden. Die ,anderen chronischen Entziindungen“ betrafen vor allem den Uro-
genitaltrakt, den Respirationstrakt sowie den Gastrointestinaltrakt (einschlief3lich Leber).
Unter dem Begriff ,sonstige chronische Infektionskrankheiten* wurden alle sonstigen durch
Viren, Bakterien und Parasiten verursachten chronischen Erkrankungen zusammengefal3t.
Dem Begriff ,idiopathische Amyloidosen* wurden alle Fallen ohne erkennbare Begleit-

erkrankung zugeordnet.
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Wie in Tabelle 10 dargestellt, ist die mit Abstand am haufigsten gefundene Erkrankung die
aviare Tuberkulose mit 21,3 Prozent, gefolgt von Mykosen mit 9,6 Prozent und Gicht mit
7,9 Prozent. Der Anteil anderer chronischer Entziindungen mit unbekannter Genese betragt

17,4 Prozent und der sonstiger chronischer Infektionskrankheiten 15,4 Prozent.

Tab. 10 Haufigkeit der mit Amyloidose assoziierten Erkrankungen
Erkrankung Anzahl Prozent
Tuberkulose 135 21,3

Mykose / Aspergillose 61 9,6

Gicht 50 7,9

andere chronische Entziindungen 110 17,4
sonstige chronische Infektionen 98 15,4
Sekundare Amyloidosen (gesamt) 454 71,6
Idiopathische Amyloidosen 180 28,4

Insgesamt liegt der Anteil von sekundaren Amyloidosen mit einer Begleiterkrankung bei
71,6 Prozent. Demgegenuber steht der Anteil idiopathischer Amyloidosen ohne erkennbare

Begleiterkrankung mit 28,4 Prozent.

Innerhalb der Gruppe ,sonstige chronische Infektionskrankheiten* spielen die durch Parasiten
verursachten Erkrankungen mit einem Anteil von 58,1 Prozent (57 Tiere mit Parasitosen bei
einer Gesamtzahl von 98 Tieren in dieser Gruppe) eine bedeutende Rolle. So konnte diese Er-
krankungsgruppe nach Auswertung der Sektionsprotokolle in Ektoparasitosen und Endo-
parasitosen unterteilt werden. Die Ektoparasitosen wurden verursacht durch Milben bzw.
Federlinge. Bei den Endoparasitosen konnte unterschieden werden zwischen:

e Drusenmagenparasitosen, verursacht durch Nematoden (Echinuria spp., Tetrameres sp.)

und Cestoden (Gastrotaenia spp.)

¢ Muskelmagenparasitosen, verursacht durch Nematoden (Amidostomum spp.)
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e Darmparasitosen, veruracht durch Cestoden (Dicrotaenia spp., Hymenolepis spp.), Trema-

toden (Notocotylus spp., Askariden) und Protozoen

Unter den 57 Vogeln mit einer Parasitose als Begleiterkrankung befanden sich 31 Tiere mit
einer Drisenmagenparasitose, 2 Tiere wiesen Parasiten in Drisenmagen und Muskelmagen
und 6 Tiere in Drisenmagen und Darm auf. Bei 3 Tieren wurde eine Muskelmagenparasitose
und bei 12 Tieren eine Darmparasitose diagnostiziert. Bei lediglich 3 Tieren wurde die
Parasitose durch Ektoparasiten verursacht. Der Befall mit Endoparasiten beschrankte sich auf
Vogel der Ordnungen Anseriformes, Gruiformes und Phoenicopteriformes. Die Ektoparasi-
tosen wurden bei einer Gouldamadine (Ordnung Sperlingsvogel), einem Waldrapp (Ordnung

Stelzvogel) und einem Ohrfasan (Ordnung Huhnervogel) diagnostiziert.

In Abbildung 1 ist noch einmal die Anzahl der durch die verschiedenen Endoparasiten verur-

sachten Organveranderungen bei den untersuchten Vogeln dargestellt.

45

Anzahl

Drisenmagen Darm Muskelmagen

Organ

Abb. 1 Verteilung der durch Endoparasiten verursachten Organveranderungen
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3.2.1.2 Saisonalitat

In Anlehnung an die Untersuchungen von ZSCHIESCHE und LINKE (1986) wurde bei Aus-

wertung der Sektionsprotokolle der Ordnung Anseriformes das Todesdatum berlcksichtigt.
Um der Tatsache gerecht zu werden, dald sowohl juvenile als auch subadulte Vdgel nur zu
einem geringen Prozentsatz von Amyloidose betroffen sind, wurden die untersuchten Vogel

zwei Altersgruppen (adult und juvenil/subadult) zugeordnet.

Abbildung 2 zeigt alle von 1970 bis 1992 sezierten adulten bzw. subadulten und juvenilen
Anseriformes, geordnet nach dem jeweiligen Monat, in welchem die Obduktion durchgefiihrt
wurde. Vergleichend dazu ist in Abbildung 3 die monatliche Verteilung der von 1970 bis
1992 sezierten Anseriformes mit befundeter Amyloidose, ebenfalls unterteilt in die

Altersgruppen ,adult” und ,subadult/juvenil”, dargestellt.
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Abb. 2 Anzahl aller von 1970 bis 1992 obduzierten Anseriformes unter Beruck-

sichtigung des Todeszeitpunktes sowie des Alters der Vogel
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Abb.3 Anzahl aller von 1970 bis 1992 obduzierten Anseriformes mit dem Sektions-

befund ,Amyloidose” unter Bertcksichtigung des Todeszeitpunktes sowie

des Alters der Vogel

Wie aus Abbildung 2 ersichtlich, wurden in den Monaten Mai bis September insgesamt mehr
Anseriformes seziert als in den Wintermonaten, wobei der Anteil der subadulten bzw.
juvenilen Tiere an der Gesamtzahl obduzierter Vogel in diesem Zeitraum ebenfalls hoher
liegt. Betrachtet man dagegen lediglich die saisonale Verteilung der Obduktionen adulter

Vogel, ist ein Minimum in den Sommermonaten zu beobachten.

Abbildung 3 zeigt ein deutliches Maximum der Anzahl obduzierter Anseriformes mit dem
Sektionsbefund ,Amyloidose” in den Winter- und Frihjahrsmonaten sowie ein Minimum in

den Sommer- und Herbstmonaten.
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3.1.2.3 Amyloidlokalisation

Die Verteilung der von der Amyloidinfiltration am haufigsten betroffenen Organe zeigt die
Abbildung 4.

Haufigkeit erkrankter Organe

90 |

b | e,
60 +-| | -- R
50 L |- e

Prozent

0| |- SR A e R
30| |- SR
20 1 -
10 | -

Le Mi Ni Da Ma Pa Hz Lu

Organe

Abb. 4 Prozentuale Verteilung der Organlokalisationen der festgestellten Amyloid-

ablagerungen

Amyloidablagerungen wurden haufig in Leber (siehe Anhang, Abb, Bz, Nieren (siehe
Anhang, Abb. 9-12), Gastrointestinaltrakt (siehe Anhang, Abb. 8) und Pankreas gefunden.
Seltener waren Herz (siehe Anhang, Abb.13-14), Lungen, Schilddrisen und Nebennieren
betroffen. Als auRergewohnliche Lokalisationen seien hier Amyloidinfiltrationen in den Ge-
faBwanden der Leptomeninx und der Media von Hirngefal3en einer Rotkopfgans (siehe
Anhang, Abb. 17) und eines Pfaus sowie in Gefal3wanden der Iris eines Chileflamingos (siehe
Anhang, Abb. 15-16) genannt.
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dargestellt.
Tab. 11 Amyloidhaufigkeit in untersuchten Organen
Organ Zahl untersuchter  Zahl mit Amyloid- Inzidenz
Organe ablagerungen in Prozent
Leber 88 75 85,2
Milz 66 54 81,8
Darm 69 56 81,2
Nieren 77 58 75,3
Oesophagus 15 11 (73,3)*
Magen 46 31 67,4
Schilddruse 16 10 (62,5)*
Pankreas 37 21 56,8
Herz 67 31 46,3
Lunge 51 13 25,5
Gehirn 46 2 4.4
Nebennieren 6 5 (83,3)*

* aufgrund der zu geringen Zahl untersuchter Organe nur grobe Naherungswerte

In der Leber fanden sich die Amyloidablagerungen in fortgeschrittenen Fallen sowohl diffus
verteilt in den Disse’schen Raumen der Leberlappchen als auch herdférmig mit vorwiegend
vaskularer und perivaskularer Verteilung. Bei beginnenden Amyloidinfiltrationen zeigten sich
die Ablagerungen bevorzugt in den Wandungen arterieller und vendser GefalRverzweigungen.
Sehr starke Amyloidinfiltrationen waren oft mit Druckatrophie der Leberzellen und folglich

mit Verdrangung und Untergang eines grof3en Teils des Leberparenchyms verbunden.
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In der Milz traten bei geringgradigen Amyloidinfiltrationen die Ablagerungen fast nur in den
Wanden arterieller BlutgefaRe auf. In Fallen mit fortgeschrittener Amyloidinfiltration waren
die Ablagerungen Uber die gesamte Pulpa verteilt.

In den Nieren traten die Amyloidablagerungen im interstitiellen Bindegewebe, in den Wanden
der interlobalen Arterien, entlang der Basalmembran der renalen Tubuli oder in den Glomeruli

auf.

In den Nebennieren waren die Amyloidablagerungen diffus im vaskularen und interstitiellen
Gewebe verteilt, was zu einer Atrophie und manchmal zum Untergang der kortikalen Zellen
fuhrte.

Amyloidinfiltrationen wurden oft im Interstitium der Schilddrise beobachtet. In fortge-
schrittenen Fallen ging dabei die follikulare Struktur der Schilddrise aufgrund der Ver-

drangung durch die Amyloidmassen verloren.

In der Bauchspeicheldriise waren die Amyloidinfiltrate bei minimaler Infiltration haufig nur in
den Wanden kleiner Gefal3e lokalisiert. In Fallen mit fortgeschrittener Amyloidinfiltration
konnten die Ablagerungen herdférmig verteilt im Parenchym und seltener, bei massiven

Infiltrationen, sogar in den Langerhansschen Inseln beobachtet werden.

Diffuse Amyloidablagerungen waren haufig in der Lamina propria, in der Submukosa und in

den GefalRwanden des Gastrointestinaltraktes auffindbar.
In Herz, Lunge und Gehirn waren die Ablagerungen in den meisten Féllen nur auf die

GefalRwande lokalisiert. In einigen seltenen Fallen war das Herz starker betroffen, und die

Ablagerungen zeigten sich auch zwischen einzelnen Muskelfasern.

3.2.2 Histopathologische Befunde

Die Ergebnisse der histopathologischen Untersuchung sind in Tabelle 12 zusammengefal3t.
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Tab. 12 Ergebnisse der histopathologischen Untersuchung

Tier Nr. Le Mi Ni Da Ma Pa Hz Sch Ge Lu Oe NN |sonst.
Anseriformes
Kubapfeifgans 79/92 +++  ++H
Gelbe Pfeifgans 26/92 +++ -
Herbstpfeifgans 751/90 + - - - -
Hockerschwan 729/91 ++
Schwarzhalsschwan 431/90 ++¢ G ++
Singschwan 544/80 +++ + + + ++ -
Schwanengans 252/[19  ++ ++ ++4 -
Graugans 863/86 ++ ++4 ++
BleRgans 868/87 + ++ + +++ + + - +
Kanadagans 679/92 G
Hawaiigans 23/91 ++ +++ + + - +
Paradieskasarka 188/86 +1 ++ G H
Austr.Kasarka 792/17 ++H  +++ ++ ++ ++ + +
Orinokogans 135/88 +++ + G G G + -
Rotkopfgans 616/92 +++
Rotkopfgans 771/88 +++ - + ++ ++
Kupferspiegelente 292/91 G ++ ++ + +4 + ++4
Stockente 295/86 ++ ++ - ++H ++ + - -
Spatelschnabelente 116392 @ € . . .
Eiderente 993/92 + +++ + + -
Peposakaente 701/83 ++ + + ++ ++ + ++ - +
Rotaugenente 661/92 ++ ++ ++ + + +
Halsringente 249/92 + + + -
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Tier Nr. Le Mi Ni Da Ma Pa Hz Sch Ge Lu Oe NN [sonst.
Am.Tafelente 755/79 ++ - + - - - - -
Kolbenente 865/92 ++ +++ - ++ - :
Moschusente 1032/92 ++ ++ + +H + _
Hartlaubente 119/19 ++4  ++4 ++ ++ ++ +
Mahnengans 61/19 + ++ ++ - i N
Brautente 216/77 ++ + - -
Schellente 1138/92 ++ ++ ++ +4+4 ++ ++
Buffelkopfente 255/86 +++ ++ + -
Zwergsager 386/86 - ++ - - _
Mittelsager 915/9p G ++ +++|  H+H G -
Ganseséager 240/B4 +H ++H - ;
Kuckucksente 795/83 +++ ++ ++ - )
Phoenicopteriformes
Chileflamingo 19/89 Au ++
Chileflamingo 244/80 +++ + ++ + ++
Rosa-Flamingo 124/81  ++ ++4 ++ ++ +++ +H +4
James-Flamingo 370/Y6 +++  ++1  +HE ++ ++| +++
Kubaflamingo 945/8p G ++ +++ ++ +++ ++ -
Zwergflamingo 578/90 + ++ ++ ++ + + -
Pelecaniformes
Schlangenhalsvogel 624/72 - + - - -
Ohrenscharbe 129/y8 - - - - -
Europ.Kormoran 131/48 + - - _
Kormoran 69/85 - - G - - - - - _
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Tier Nr. Le Mi Ni Da Ma Pa Hz Sch Ge Lu Oe NN |[sonst.
Ciconiiformes
Kuhreiher 328/77 - - +
Kuhreiher 301/77  + - + - - -
Nachtreiher 460/82 ++ ++ ++ + _
Abdimsstorch 101/79 + - - - - R
Weiler Sichler 68/91 - - - - - - -
Rosa Loffler 471/85 ++ +++ + +++ + ++ + - i
Waldrapp 677/81L - - - - R
Struthioniformes
Nandu 723/74 +++ +++ ++ ++ + ++H
Nandu 797176 G + ++ + _
Straufd 824/80 - - -
Falconiformes
Wistenbussard 35/79 ++ +++ +4 - - G i
Keilschwanzadler 444/82 - - - - - - -
Brahminenweih 624/18 ++ ++ ++ - - "
Sphenisciformes
Humboldt-Pinguin 607/92 - ++ - ++ - _
Humboldt-Pinguin 747/92 ++ ++ ++ ++ _ Tt
Humboldt-Pinguin 93/87 + + + + - T
Humboldt-Pinguin 544/88 ++ ++ ++ + 70 +1
Galliformes
Arabisches Steinhuhn 602/90 ++F  ++f+ + ++H +H + +4+
Schwarzkehlsteinhuhn 1134492 + ++t+ - +4 H -
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Tier Nr. Le Mi Ni Da Ma Pa Hz Sch Ge Lu Oe NN |sonst.
Steinhuhn 30/90 +++ + ++ +++ ++ ++4
StraulRenwachtel 982/86 ++H +4 ++ ++i +4
Hauspute 628/710 G - - - - - B
Brauner Ohrfasan 747/[f9 G - + + + - +4
Blauer Ohrfasan 17/76  ++ ++4 + ++ - i _

Chin.Ringfasan 612/88 +++H ++ + + + _ n
Pfau 82291 G +++ G ++

Pfau 627/81 G G G + + + + i
Pfau 27/184 - G - - - - -

Gruiformes

Graukranich 242/90 G ++ + -

Lilfordkranich 768/78 +++ | +++ - - - - - ?
Jungfernkranich 576/88 ++ ++ ++ ++4 - _
Grauhalskronenkranich 736/82  ++ ++ ++ ++H H ]
Kronenkranich 658/80 ++ +++ ++ ++ T+
Klunkerkranich 214/74 ++ + ; N
Ble3huhn 184/70 ++ +++ ++ + ;
Groltrappe 358/91 ++ ++4 ++ ++

Grol3trappe 163/48 ++ + ++ - -

Trappe 632/7B  + | +++] - n - -
Gr.Brachvogel 905/84 ++ +++H ++H + ++ -

Charadriiformes

Triel 140/71 ++ ++ ++ +++ +

Mowe 1131/92 + +++ ++ +++ ++ ++
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Tier Nr. Le Mi Ni Da Ma Pa Hz Sch Ge Lu Oe NN [sonst.
Aztekenmowe 239/77 - ++ ++ + - -
Lachmowe 113/92  + +++ ++ ¥
Columbiformes
Taube 358/8p ++ ++ +++ - +
Steppenhuhn 693/80 - - - - -

Strigiformes

Schnee-Eule 586/76 - - G - - -

Waldohreule 28/711 + ++ + +

Passeriformes

Kalabulbal 277/92 + ++ + - - -

Paradieswitwe 110/81  ++ ++ - +
Veilchenastrild 270/84 ++ ++ + - T+

Gouldamadine 728/87 ++ ++ ++ G -

Schwarzkopfnonne 380/y4 ++ - + +
Grinfink 164/92 +++

Blaufligelsonnenvogel 749/92  ++ + - + - "
Jap.Movchen 256/86 G ++ ++4 ++ ++
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Innerhalb der Ordnung Anseriformes waren alle untersuchten Vogel, die in Tabelle 6 aufge-
fuhrt sind, amyloidpositiv. Dabei zeigten sich die Amyloidablagerungen bei fast allen Tieren

in mehr als nur einem Organ in unterschiedlicher Starke.

Kein Amyloidnachweis gelang bei einer Ohrenscharbe (Ordnung Pelecaniformes), bei einem
Abdimsstorch und einem Waldrapp (Ordnung Ciconiiformes), bei einem Straul3 (Ordnung
Struthioniformes) und einem Steppenhuhn (Ordnung Columbiformes). Bei allen anderen
untersuchten Vogeln konnten unter dem Lichtmikroskop in den aufgefihrten Organen rot bis
orange gefarbte Amyloidablagerungen unterschiedlicher Intensitat beobachtet werden, die bei
Betrachtung im polarisierten Licht eine deutliche Doppelbrechung mit einem Farbumschlag in

ein zweifarbiges Grun zeigten.

3.2.3 Histochemische Befunde

Parallel angefertigte Schnitte von allen in Tabelle 12 aufgefiihrten amyloidpositiven Organen
wurden einer Oxidation mit Kaliumpermanganat unterworfen und anschliel3end mit Kongorot
gefarbt. Dabei zeigten die mit Kaliumpermanganat behandelten Schnitte lichtmikroskopisch
bei der Mehrzahl der Tiere einen vollstandigen und bei den wenigen restlichen Tieren einen
zu Uber 90%igen Verlust der Affinitat der Amyloidablagerungen zum Kongorot. Auch der

Doppelbrechungseffekt und Farbumschlag im polarisierten Licht gingen dabei verloren.

Demgegenuber wurden bei den als Negativkontrollen dienenden Pankreasinsel-Amyloidosen
sowie Hirnhaut- und Herzamyloidablagerungen von ausgewahlten Séaugern kein Verlust der
Affinitdt beobachtet. Alle Negativkontrollen zeigten auch nach Behandlung mit Kalium-

permanganat eine rote Farbe mit grinem Farbumschlag bei der Polarisation (vgl. Tabelle 13).
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Tab. 13 Histopathologische und histochemische Ergebnisse der Kontrollschnitte
Kontrolltiere Organ Amyloidtyp Kongorot KMnO
Waschbar Pankreas AE ++ ++
Salzkatze Pankreas AE ++ ++

Rotluchs Pankreas AE ++ ++

Wolf Ge, Hz AS ++ ++

Wolf Ge AS + +

Wolf Ge, Hz AS + +
Saiga-Antilope Le AA ++ -

3.2.4 Immunhistochemische Befunde

Von den in Tabelle 7 aufgefiihrten Végeln und Organen wurden histologische Schnitte auf
Amyloidablagerungen vom Typ AA mittels eines monoklonalen Antikdrpers gegen humanes

AA-Protein und eines polyklonalen Antikdrpers gegen Enten-Amyloid-A untersucht.

Mit dem monoklonalen Antikérper, der in Verdinnungsstufen von 1 : 20 bis 1 : 320 ein-
gesetzt wurde, konnte bei keinem der untersuchten Schnitte und mit keiner der angewandten
Verdunnungsstufen ein positives Ergebnis erzielt werden. Bei den niedrigen Verdinnungs-
stufen waren die gesamten Schnitte unspezifisch braun gefarbt. Mit steigender Verdinnung
verminderte sich die Braunfarbung, wobei sich jedoch auch die Amyloidstrukturen vollig
entfarbten. Da auch die positiven Kontrollschnitte von einer Gans, einem Flamingo und einem
Kranich negativ ausfielen, kann davon ausgegangen werden, daf} keine Bindung zwischen

dem monoklonalen DAKO®-Antikorper und dem Vogelamyloid auftrat.
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Tier Nr. Le Mi Ni Da Ma Pa Hz Sch Ge Lu Oe NN [sonst.
Anseriformes
Kubapfeifgans 79/92 +++| 44+ i
Schwarzhalsschwan 431/90 ++ +HE
Schwanengans 252/f9  ++ +4 - ++
Graugans 863/86 +++ ++4 ++4
Kasarka 792177 ++ #
Orinokogans 135/88 ++H 4+ ++
Rotkopfgans 771/88 ++H .
Rotkopfgans 616/92 ++
Eiderente 993/92 +++  +++ 44
Hartlaubente 119/79 +++ ++ +++4 ++ ++4 ++
Buffelkopfente 255/8p +++ +++ ++ _
Mittelsager 915/9D +++ +++ ++
Kuckucksente 795/83 +HH # #
Phoenicopteriformes
Kubaflamingo 945/8p + ++ +4++ ++ +4+ -
Chileflamingo 244/80 ++ S+ 4+ + N o
Rosaflamingo 124/81 ++ ++ ++ + ++ ++ #
Jamesflamingo 370/76  ++ ++ ++ +++  ++t +
Chileflamingo 19/89 Au ++
Pelecaniformes
Europ.Kormoran 131/48 +
Ciconiiformes
Nachtreiher 460/82 ++ +
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Tier Nr. Le Mi Ni Da Ma Pa Hz Sch Ge Lu Oe NN |sonst.
Kuhreiher 301/77  + - +
Rosa Loffler 471/8p ++ ++ ++ 4+ ++ _
Struthioniformes
Nandu 723/7h  +++ 4| 4+ ++ T+
Falconiformes
Bussard 35/79 ++ + ++ - -
Brahminenweih 624/718 ++ +
Sphenisciformes
Humboldt-Pinguin 544/88 +++ + - Zu +4
Galliformes
Arabisches Steinhuhn 1134/92 ++ ++H # +H+ + ] 4+
Schwarzkehlsteinhuhn 602/90 ++ ++i+ ++ - ++H +H +1
StrauRenwachtel 982/86  ++H ++4 =
Blauer Ohrfasan 1716  ++ ++4 ++ ++ +++
Chin.Ringfasan 612/88 ++ + + + - R +
Pfau 822/91 + +++ + N
Gruiformes
Lilfordkranich 768/78  + ++ ; =
Kronenkranich 658/80 + + - ++
Grauhalskronenkranich 736/82 ++ +4 +1 ++ #
Ble3huhn 184/70 +++| +++|  ++4 N
Grol3trappe 163/88 # ++ # -
Trappe 632/78 # ++ it -
Gr.Brachvogel 905/84 ++ ++ ++ + ++ +
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Tier Nr. Le Mi Ni Da Ma Pa Hz Sch Ge Lu Oe NN [sonst.
Charadriiformes
Mowe 1131/92 ++ ++ # + - #
Atztekenmowe 239/77 ++4H  ++H -
Triel 140/71 +++ +++ +4++ ++ T+
Columbiformes
Taube 358/8D0 ++ ++ ++ - +
Strigiformes
Schnee-Eule 586/16 - +
Passeriformes
Kalabulbil 277/92 + + - - - #
Paradieswitwe 110/81 ++ + - ++
Veilchenastrild 270/84 ++ + + + - +
Gouldamadine 728187 ++ + - ++
Schwarzkopfnonne 380/y4 +++ #
Grinfink 164/92 +
Blaufligelsonnenvogel 749/92  ++ + #
Kontrollen
Saiga-Antilope 707/88 -
Salzkatze 424/93
Waschbar 96/96
Wolf 10/95 - -
Wolf 325/85 -
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Der Antikdrper gegen Enten-Amyloid-A wurde in Verdunnungsstufen von 1 : 200 bis
1 : 4000 getestet. Bei den niedrigen Verdinnungsstufen war der Anteil von unspezifischen
Hintergrundfarbungen sehr hoch. Erst bei einer Verdinnung von 1 : 3000 konnte eine selek-
tive Anfarbung des Amyloids erzielt werden. Die Verdinnung von 1 : 4000 zeigte nur noch
eine sehr schwache Anfarbung der Amyloidstrukturen. In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der
immunhistochemischen Untersuchung mit dem Antikérper gegen Enten-Amyloid-A in einer

Verdinnung von 1 : 3000 dargestellt.

Alle Schnitte, in denen schon mit Hilfe der Kongorotfarbung Amyloidablagerungen nachge-

wiesen wurden, reagierten bei immunhistochemischer Untersuchung positiv. Dabei gab es
Unterschiede in der Starke der positiven Reaktion. Amyloidablagerungen, die in der Kongo-
rotfarbung schwach angefarbt waren, zeigten auch bei der immunhistochemischen Unter-
suchung nur eine helloraune Farbung. Demgegeniber standen die kréaftig rot gefarbten
Amyloidablagerungen bei Kongorotfarbung, die bei immunhistochemischer Untersuchung als

deutlich dunkelbraun gefarbtes Reaktionsprodukt darstellbar waren.

Organe mit starker Durchblutung (wie Lunge und Leber) zeigten bei immunhistochemischer
Untersuchung z.T. unspezifische Hintergrundfarbungen, wodurch eine eindeutige Identifi-

zierung des Amyloids nur schwer vornehmbar war.

Die positiven Kontrollschnitte reagierten bei diesen Untersuchungen eindeutig positiv,
wahrend bei keinem der negativen Kontrollschnitte Amyloid vom Typ AA nachgewiesen
werden konnte. Auch die Amyloidablagerungen vom Typ AA in der Leber der Saiga-Antilope
zeigten kein positives Ergebnis, wonach schluf3folgernd keine Kreuzreaktivitat zwischen dem

verwendeten Enten-Amyloid-Antikorper und dem Antilopenamyloid-Protein vorhanden war.

Betrachtet man die Lagerungsdauer des Paraffinmaterials anhand der Sektionsjahre, so kann
festgestellt werden, dafld selbst Uber 20 Jahre alte, in Paraffin eingebettete Gewebsproben noch
stark positive Reaktionen aufzeigen. Die mit dem Antikorper reagierenden antigenen Struk-
turen sind demzufolge immer noch in reaktionsfahiger Form im Gewebe vorhanden und
konnen auch noch Jahrzehnte nach dem Tod der Tiere retrospektiv mittels Immunhistochemie

nachgewiesen werden.
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Bei Vergleich der Ergebnisse der histopathologischen und der immunhistochemischen
Untersuchung konnte beobachtet werden, dal3 die immunhistochemische Untersuchung im
wesentlichen sensitiver als die Kongorotfarbung war. Mit Hilfe des Antikdrpers konnten noch

Amyloidablagerungen lokalisiert werden, die in kongorotgefarbten Schnitten nicht oder nur

sehr schwach nachweisbar waren.
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4 DISKUSSION

Die avidre Amyloidose ist mit einer im untersuchten Material festgestellten Inzidenz von
7,5 Prozent eine relativ haufig auftretende Erkrankung bei Zoo- und Wildvégeln. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit Untersuchungen verschiedener anderer Autoren, die Uber eine
Amyloidhaufigkeit zwischen 4,1 und 8,3 Prozent berichteten (IPPEN und SCHRODER, 1972;
KRAMER et al., 1980; ZSCHIESCHE und JAKOB, 1989). Amyloidvorkommen von unter
3,0 Prozent, wie sie von einigen Autoren beschrieben werden, kénnten durch die geringe An-
zahl untersuchter Tiere (CULJAK et al., 1983) bzw. durch den hohen Anteil von Vogelord-
nungen mit geringer Amyloidhaufigkeit im Untersuchungsgut zustande gekommen sein. So
fand sich z.B. im Untersuchungsgut von GRINER (1983) wie auch von KRONBERGER und
SCHUPPEL (1972) ein sehr hoher Anteil von Vogeln der Ordnungen Psittaciformes und

Passeriformes (vgl. auch Tabelle 4).

Tab. 15 Amyloidhaufigkeit bei Vogeln verschiedener Ordnungen

1 2 3 4
Anseriformes 15,1% 16,4% 13,9% 5,2%
Phoenicopteriformes 22.2% 28,9% - 0,0%
Gruiformes 17,2% 17,0% 5,6% 7,4%
Ciconiiformes 3,1% 3,3% 3,7% 1,1%
Galliformes 3,5% 6,2% 1,4% 0,6%
Falconiformes 2,6% 1,5% 2,0% 0,0%
Charadriiformes 19,2% (11,1%) - 1,1%
Columbiformes 2.3% 1,6% 1,6% -
Passeriformes 1,7% 4.3% 0,0% 0,0%
Psittaciformes 0,9% 2.2% 0,0% 0,6%
1 - Eigene Untersuchungen 3 - Ippen, Schroder (1972)
2 - Zschiesche, Linke (1986) 4 - Fabian, Vetesi (1980)

In vorliegender Arbeit konnte die Amyloidose in 14 von insgesamt 23 untersuchten Vogel-
ordnungen nachgewiesen werden. Ein Vergleich der eigenen Daten mit einigen Angaben aus
der Literatur (Tabelle 15) zeigt Vogelordnungen mit jeweils hoher (z.B. Phoenicopteriformes

und Anseriformes) und durchgehend niedriger Amyloidhaufigkeit (z.B. Psittaciformes,
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Falconiformes und Passeriformes). Eine befriedigende Erklarung fir die geringeren Amyloid-
vorkommen bei letztgenannten Ordnungen konnte bis heute nicht gegeben werden. Fir
bestimmte Ordnungen mit sehr niedriger Amyloidhaufigkeit bzw. ohne Amyloidvorkommen
stand zudem nur ein zahlenmaf3ig geringes Untersuchungsmaterial zur Verfigung, so daf3 fir

diese Ordnungen keine zuverlassigen Angaben gemacht werden kénnen.

Tab. 16 Amyloidosefrequenz innerhalb der Ordnung Anseriformes

1 2 3 4
Anserinae
Dendrocygnini 23,9% 5,6% 9,1% 20,0%
Anserini 25,8% 23,3% 24,9% 19,2%
Anatinae
Tadornini 19,0% 21,4% 19,8% 17,5%
Anatini 5,6% 4,2% 4,4% 8,9%
Somateriini 19,3% 19,6% 13,6% 8,6%
Aythyini 10,8% 12,3% 7,8% 4,7%
Cairinini 17,2% 20,0% 15,5% 10,1%
Mergini 15,3% 23,8% 23,5% 9,5%
Oxyurini 1,6% 4,3% 2,8% 3,3%
1 - Eigene Untersuchungen 2 - Zschiesche, Linke (1986)
3 - Zschiesche, Jakob (1989) 4 - Klos (1989)

Im untersuchten Sektionsgut konnte bei 15,1 Prozent der Ordnung Anseriformes eine
Amyloidose diagnostiziert werden. In den Sektionsstatistiken anderer Autoren bewegt sich der
Anteil der Amyloidose bei dieser Ordnung zwischen 2,9 Prozent (CULJAK et al., 1983) und
55,7 Prozent (SATO et al.,, 1981). ZSCHIESCHE und JAKOB (1989) beschrieben eine

Amyloidhaufigkeit bei Anseriformes des Tierparks Berlin von 14,3 Prozent.

In vorliegender Untersuchung weisen die Gattungen Anserini (25,8 %), Dendrocygnini
(23,9 %), Somateriini (19,3 %) und Tadornini (19,0 %) eine auffallend hohe Inzidenz auf.
Dieses Ergebnis deckt sich mit den Angaben anderer Autoren, die eine ahnliche Amyloid-

verteilung innerhalb der Ordnung Anseriformes beschreiben (Tabelle 16). Die abweichenden
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Ergebnisse bei den Gattungen Dendrocygnini und Mergini von ZSCHIESCHE und LINKE
(1986) und auch von ZSCHIESCHE und JAKOB (1989) kdnnten mit der Anzahl der unter-
suchten Tiere zusammenhéngen. ZSCHIESCHE und LINKE untersuchten Uber einen Zeit-
raum von 4 Jahren 585 Vogel der Ordnung Anseriformes und ZSCHIESCHE und JAKOB
Uber 6 Jahre 895 Vogel dieser Ordnung. Die eigenen Untersuchungen umfassen 2573 Vogel

der Ordnung Anseriformes Uber einen Zeitraum von 23 Jahren.

SATO et al. (1981) stellten im Rahmen einer Untersuchung von 88 Anatidae eine hdhere
Amyloidhaufigkeit bei den Anatinae (Entenverwandte) als bei den Anserinae (Génsever-
wandte) fest. In vorliegender Untersuchung konnte dagegen eine hohere Amyloidhaufigkeit

bei den Anserinae als bei den Anatinae beobachtet werden (Tab. 16).

Ubereinstimmend mit anderen Autoren (SATO et al., 1981; COWAN, 1968; KLOS, 1989)
lie3 sich auch bei dieser Untersuchung keine Geschlechtspradisposition feststellen. Mann-

liche und weibliche Tiere waren zu gleichen Teilen von Amyloidablagerungen betroffen.

Demgegenuber konnte eine Alterspravalenz beobachtet werden. Kiken und Jungvégel waren
kaum betroffen. Diese Beobachtung deckt sich mit der von ESKENS et al. (1984), die eine
Steigerung der Erkrankungen mit zunehmendem Lebensalter beschreiben und den Grund
hierfir in der fur die Krankheitsentstehung notwendigen Zeitdauer der Einwirkung amyloido-

gener Faktoren vermuten.

Die Amyloidose der untersuchten Vogel tritt zu 71,6 Prozent als sogenannte sekundare Form
in Zusammenhang mit chronischen Erkrankungen auf. Am haufigsten wurde dabei in Uber-
einstimmung mit anderen Autoren (BRASSARD, 1965; SATO et al., 1981; KLOS, 1989) die
aviare Tuberkulose beobachtet. Ebenfalls haufig in Verbindung mit Amyloidosen treten
Mykosen, Gicht sowie andere chronische Infektionskrankheiten und Entzindungen auf. In der
Gruppe der ,sonstigen chronischen Infektionskrankheiten® spielen die durch Parasiten verur-
sachten Erkrankungen mit 58,1 Prozent eine grol3e Rolle. Dabei konnte insbesondere bei den
Ordnungen Anseriformes, Gruiformes und Phoenicopteriformes ein Befall mit Endoparasiten

(Nematoden, Cestoden und Trematoden) festgestellt werden. Bevorzugtes Organ des Para-
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sitenbefalls war in den meisten Fallen der Drisenmagen mit Nematoden (Echinuria spp.,

Tetrameres sp.) und Cestoden ( Gastrotaenia spp.).

Die Ergebnisse der Untersuchung zu den mit Amyloidose assoziierten Begleiterkrankungen
scheinen die Theorie einer sekundaren, systemisch reaktiven Amyloidose nach langan-
dauernden, zehrenden Erkrankungen bei Vogeln zu bestéatigen. Aufgrund der langen Verlaufs-
dauer, sowohl der Amyloidose als auch der assoziierten Erkrankungen, ist jedoch nicht in

jedem Fall abzuschatzen, ob letztere Ursache oder Folge der Amyloidose sind.

In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von ZSCHIESCHE und LINKE (1986), die in
ihrem Untersuchungsgut von einer Inzidenz der sogenannten idiopathischen Amyloidose
zwischen 30 und 60 Prozent berichten, trat diese Form bei den von 1970 bis 1992 unter-
suchten Vogeln zu 28,4 Prozent auf. Als Ursache der idiopathischen Falle sind zum Todes-
zeitpunkt nicht nachweisbare, infektiose Erkrankungen oder andere morphologisch nicht
erfallbare Faktoren (Umwelteinflisse, soziobiologische Faktoren) in Betracht zu ziehen.
ZSCHIESCHE vermutete schon 1986, dal3 hinsichtlich der Amyloidgenese sowohl chronische
Erkrankungen als auch psychosoziale Faktoren dem gleichen pathogenetischen Prinzip
gehorchen. Letztere kénnten ebenso Uber neuroendokrine Mechanismen wirksam werden,
indem bei langdauernden Strel3zustanden CRF (corticotropin-releasing-factor) ausgeschittet
wird, der Uber eine Aktivierung der Hypophysen-Nebennierenachse (ACTH - Cortison) zu
einer Aktivierung von Makrophagen mit nachfolgender Interleukin-Freisetzung und damit zur
vermehrten Bildung von Akute-Phase-Proteinen (einschlie3lich SAA) fihrt. Es erscheint
daher auch unter dem Gesichtspunkt der immunhistochemischen Ergebnisse sinnvoll, sowohl
die ,sekundare” als auch die ,idiopathische* Amyloidose der Vogel als eine einheitliche

reaktive Form aufzufassen.

Jahreszeitliche Erkrankungsgipfel, wie sie von ZSCHIESCHE und LINKE (1986) bzw.
ZSCHIESCHE (1987) fur die erste Jahreshélfte beschrieben wurden, konnten nach Zu-
sammenfassung des Untersuchungszeitraumes 1970 bis 1992 ebenfalls beobachtet werden.
Betrachtet man jedoch unter Berlicksichtigung der Alterspravalenz der Amyloidose die Er-
gebnisse der Gesamtobduktionen in diesem Zeitraum, scheint die Aussage von ZSCHIESCHE

und LINKE (1986) zum saisonalen Charakter der Amyloidose nicht gerechtfertigt, denn bei
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der monatlichen Verteilung aller in diesem Zeitraum sezierten adulten Végel zeigt sich auch
ein Minimum in den Sommermonaten. Da die Amyloidose zudem ein chronischer Prozel} ist
und die amyloidogenen Faktoren einen langeren Zeitraum auf die Tiere einwirken mussen,
bevor sich Amyloidablagerungen manifestieren, kann bei der Sektion nicht sichergestellt
werden, zu welchem Zeitpunkt sich die Amyloidfibrillen im Organismus abgelagert haben.
Maf3gebend fir den Todeszeitpunkt waren aul3erdem in den meisten Féllen nicht die
Amyloidose, sondern andere Erkrankungen, Traumata bzw. in einigen Fallen auch Eutha-
nasien. ZSCHIESCHE und LINKE (1986) suchen die Ursachen fir eine erhéhte Inzidenz im
Winterhalbjahr in soziobiologischen (z.B. gesteigerte Populationsdichte im Winterquartier)
bzw. physikalischen Einflissen (z.B. verminderte Helligkeitsdauer am Tag fir exotische
Vogel und Zugvdgel). Dariiberhinaus scheint die Erkrankungsrate bei Tieren, die unter natir-
lichen Bedingungen einen hohen Anteil an tierischem Protein mit der Nahrung aufnehmen
(Somateriini, Mergini), in Menschenobhut jedoch vorwiegend pflanzliches Futter erhalten,
besonders hoch. BekanntermalR3en adaptionsfahige Gattungen wie Anatini und Oxyurini sind
dahingegen oft frei von Amyloidose. Sollten einige der genannten Umweltfaktoren tatsachlich
eine Rolle in der Pathogenese der Amyloidose spielen, wére dies eine durchaus plausible Er-
klarung fur einen Erkrankungsgipfel in den Winter- und Fruhjahrsmonaten. Eine erhohte
Amyloidoseinzidenz in den Wintermonaten bei der Ordnung Charadriiformes, insbesondere
bei Mowen, kdnnte mit dem Einzug dieser Vogel in die stadtischen Gebiete in dieser Zeit
zusammenhangen. Aufgrund des Lebensraumwechsels in den Wintermonaten (von Gewassern
in die Stadte) werden in dieser Zeit auch wesentlich mehr tote Tiere gefunden und zur Sektion
gebracht. Damit werden in den Wintermonaten insgesamt mehr Sektionen von spontan
verstorbenen Mowen durchgefuhrt, und der Anteil der Amyloidose steigt in diesem Zeitraum

proportional an.

Die Lokalisation der Amyloidablagerungen im Untersuchungsgut unterscheidet sich nicht von
den von anderen Untersuchern beschriebenen Lokalisationen (SATO et al., 1981; KLOS,
1989). Die am haufigsten betroffenen Organe waren Leber, Milz, Gastrointestinaltrakt und
Nieren, gefolgt von endokrinen Organen wie Schilddriise, Pankreas und Nebennieren. Seltener
fanden sich Ablagerungen in Herz und Lunge. Im Gehirn konnten trotz einer relativ hohen
Anzahl untersuchter Organe nur bei zwei Voégeln Amyloidinfiltrationen nachgewiesen

werden. Diese beschrankten sich auf die Gefallwande der Leptomeninx und die Media von
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Hirngefallen. Die Amyloidablagerungen im Auge eines Flamingos missen hier als Zufalls-
befund gewertet werden, da bei keinem anderen Tier eine histologische Untersuchung der
Augen auf Amyloid erfolgte. Dieser Befund zeigt, dal3 Amyloidablagerungen auch in diesem
Organ vorkommen koénnen, so dald bei Vorliegen einer generalisierten Amyloidose auch eine
Mituntersuchung der Augen angezeigt erscheint. Dasselbe trifft auf die Organe Pharynx,
Speicheldriisen und Haut zu, die bei Routinesektionen im allgemeinen nicht histologisch

untersucht werden und demzufolge fur diese Untersuchungen nicht zur Verfigung standen.

Bei 85,4 Prozent der histopathologisch untersuchten Vogel traten die Amyloidablagerungen in
mehr als einem Organ auf. Leber, Milz oder Nieren waren dabei mit Ausnahme eines Kuh-
reihers immer betroffen. Dieses Verteilungsmuster entspricht dem der systemischen Amy-

loidose.

Amyloidablagerungen beginnen stets in den GefalBwanden und dehnen sich dann auf das
Parenchym der betroffenen Organe aus, bis eine diffuse Verteilung erreicht ist. Zu diesem
Schlul kommt man bei Betrachtung der verschiedenen Stadien der Amyloidinfiltration. Bei
Ablagerungen im Anfangsstadium (meist Leber bzw. Milz) sind ohne Ausnahme die Gefal3-
wande betroffen. Betrachtet man fortgeschrittene Falle, so finden sich neben Gefaliwand-
infiltraten auch Ablagerungen im Parenchym der Organe, welche bei hochgradiger Infiltration

zu Verdrangung und Druckatrophie des betreffenden Gewebes fuhren.

Die Charakterisierung des avidaren Amyloidproteins wurde in dieser Untersuchung retro-
spektiv an formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem Organmaterial mittels histo-

chemischer und immunhistochemischer Methoden vorgenommen. Schon ZSCHIESCHE und
LINKE nutzten 1989 diese Methoden, um Amyloidprotein vom Typ AA bei 6 Vogeln der

Ordnungen Anseriformes, Phoenicopteriformes und Gruiformes nachzuweisen. In vor-
liegender Arbeit wurden zusatzlich zu diesen Ordnungen Vertreter weiterer 10 Vogelord-
nungen auf Amyloidprotein A untersucht. Dabei zeigten bei der histochemischen Unter-
suchung alle Vogel ein eindeutig positives Ergebnis, d.h., alle Schnitte verloren nach Kalium-
permanganatoxidation zu mindestens 90 Prozent ihre Affinitdt zum Kongorotfarbstoff und
konnten damit dem Amyloidtyp AA zugeordnet werden. Dieses Ergebnis wurde durch die

immunhistochemische Untersuchung unter Verwendung eines Antikorpers gegen Enten-
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Amyloid-A bestétigt, bei der alle untersuchten Amyloidablagerungen (sowohl ,sekundare” als
auch ,idiopathische”) eine eindeutig positive Reaktion zeigten und demzufolge nach immun-

histochemischen Kriterien als Typ AA charakterisiert werden konnten.

Die Farbreaktionen und auch die unspezifischen Hintergrundfarbungen fielen sowohl bei den
verschiedenen Tieren als auch bei den untersuchten Organen eines Tieres unterschiedlich stark
aus, was auf folgende Ursachen zuriickgefuihrt werden kann:

Unspezifische Hintergrundfarbungen traten auf durch

e endogene Peroxidaseaktivitat, vor allem in roten und weil3en BlutkGrperchen (Unter-
suchung sehr stark duchbluteter und entzindlich veranderter Organe),

¢ Anlagerung von Proteinen (Antikorper) an zu stark geladene Kollagen- und Bindegewebs-
elemente der Préaparate,

e Fixierung mit ungepuffertem Formalin und zu lange Fixierung,

e zu dicke Schnitte oder Gewebsartefakte, die zu Anlagerung der Reagenzien zwischen den
Zellschichten fihren (Notwendigkeit dickerer Schnitte sowie Auftreten von Gewebs-
artefakten bei Material, das nicht frisch zur Sektion kam).

Ein falschpositives Ergebnis trat zudem bei nekrotischen oder zerquetschten sowie auto-

lytischen Zellen und hamorrhagischem Gewebe auf, was aufgrund der Begleiterkrankungen

relativ haufig vertreten war.

Bei Vergleich mit der Kongorotfarbung kann die Immunhistochemie als sensitiver betrachtet
werden, da minimale Amyloidablagerungen, welche bei der polarisationsmikroskopischen
Untersuchung kongorotgefarbter Schnitte nur schwer identifiziert werden konnten, mit

immunhistochemischer Farbung klar erkennbar waren.

Die Immunhistochemie ist nach vorliegender Untersuchung eine routinemafig anwendbare
Methode zur sicheren Klassifizierung der Amyloidform und kann, sofern ein geeigneter Anti-
korper zur Verfugung steht, auch retrospektiv Gber Jahrzehnte hinweg erfolreich an Paraffin-
schnitten angewendet werden. Da fast das gesamte autoptische Routinematerial an wissen-
schaftlichen Institutionen fixiert vorliegt, ist die Anwendbarkeit dieser Methode an fixierten

Paraffinschnitten besonders wichtig.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Hauptzielstellung dieser Arbeit war es, Aufschlisse tber Vorkommen und Verteilung der
Amyloidose bei Zoo- und Wildvogeln zu gewinnen, deren Beziehungen zu anderen Er-
krankungen und Einflissen zu analysieren und das Amyloidprotein von Vdgeln histochemisch

und immunhistochemisch zu charakterisieren.

Fur diese Untersuchungen, die am Institut fir Zoo- und Wildtierforschung Berlin durch-
gefuhrt wurden, standen sowohl die Sektionsprotokolle als auch in Paraffin eingebettete

Organproben aller zwischen 1970 und 1992 sezierten Vogel zur Verfigung.

Im ersten Teil der Arbeit wurden die Sektionsberichte von 8456 obduzierten Vogeln aus-
gewertet, die sich auf 23 Ordnungen verteilten. Die Sektionsprotokolle von Voégeln mit
befundeter Amyloidose wurden in Hinblick auf Artzugehdrigkeit, Geschlecht, Todesdatum,

Alter sowie vorliegende Erkrankungen bzw. Todesursachen analysiert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde versucht, das Amyloidprotein histochemisch und immun-
histochemisch zu charakterisieren. Fir die histochemische Untersuchung an 100 aus 13 Ord-
nungen ausgewahlten Vogeln wurde die Kaliumpermanganatmethode nach WRIGHT et al.
(1977) eingesetzt, mit der es mdglich ist, das Amyloidprotein AA aufgrund des Verlustes der
Kongorotbindung nach Kaliumpermanganatoxidation von anderen Amyloidproteinen abzu-
grenzen. Hierzu wurden die mit Kaliumpermanganat vorbehandelten Schnitte mit Kongorot
gefarbt und anschlielBend mit kongorotgefarbten Parallelschnitten ohne vorherige Kalium-
permanganatoxidation verglichen. Ein Schnitt wurde bei 90 bis 100%igem Verlust der
Kongorotfarbung als ,kaliumpermanganat-sensitiv‘ gewertet und konnte dementsprechend
dem Amyloidtyp AA zugeordnet werden. Fur die immunhistochemische Charakterisierung
des Amyloidproteins an 50 ausgewahlten Vogeln aus den 13 Ordnungen fand die Immun-
peroxidasetechnik Anwendung, wobei ein kommerziell erhaltlicher monoklonaler Antikérper
gegen humanes Amyloid A und ein gegen Entenamyloid A gerichteter polyklonaler
Kaninchenantikorper zum Einsatz kamen. Als positiv wurden in der Schnittebene liegende

hell- bis dunkelbraun gefarbte Prazipitationsprodukte gewertet.
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Aus den Ergebnissen der durchgefuhrten Untersuchungen koénnen folgende Schlul3-

folgerungen gezogen werden:

1.

In teilweiser Bestéatigung der Untersuchungen anderer Autoren sind von der Amyloidose
bevorzugt die Ordnungen Anseriformes, Phoenicopteriformes, Gruiformes und Charadrii-
formes betroffen, wobei innerhalb dieser Ordnungen wiederum H&aufungen in einzelnen

Familien bzw. Gattungen auftreten.

. Nach den Ergebnissen dieser Untersuchungen ist das Winter- und Frihjahrsmaximum

sowie das Sommer- und Herbstminimum im Auftreten der Amyloidose nur ein scheinbarer
Effekt. Da unter Beriicksichtigung der Alterspravalenz der Amyloidose in den Sommer-
monaten auch weniger adulte Tiere als in den Wintermonaten obduziert wurden, sowie
Beginn und Verlauf der Amyloidbildung aufgrund der Chronizitat dieser Erkrankung bei
der Autopsie nicht bestimmbar sind, lai3t sich ein saisonaler Verlauf der Amyloidose mit

einem Winter-/ Fruhjahrsgipfel nicht verifizieren.

. Die aviare Amyloidose tritt in der Mehrzahl der Félle als sogenannte sekundare Form in

Zusammenhang mit einer chronischen Infektion oder Entzindung auf. Idiopathische

Amyloidosen, ohne erkennbare Begleiterkrankung, wurden zu 28,4 Prozent beobachtet. Da
nach bisherigen Erkenntnissen beide Formen hinsichtlich ihrer Entstehung einem gleichen
oder a@hnlichen pathogenetischen Mechanismus unterliegen dtrften, erscheint es gerecht-

fertigt, beide Formen als reaktive Amyloidosen zu betrachten.

. Das Verteilungsmuster der Amyloidablagerungen entspricht bei allen untersuchten Végeln

dem der systemischen Amyloidose. In der Mehrzahl der untersuchten Félle traten die
Amyloidablagerungen in mehr als einem Organ auf, wobei vorrangig Leber, Milz und

Nieren betroffen waren.

. Nach den histochemischen und immunhistochemischen Untersuchungen gehéren die bisher

untersuchten Amyloidosen der Vogel zum Typ AA, d.h., der Fibrillenanteil leitet sich in

allen Fallen von dem Akute-Phase-Protein SAA ab.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl} die reaktive, systemische Amyloidose vom

Typ AA die dominierende, bisher einzig bekannte Amloidoseform bei Vogeln darstellt.
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SUMMARY

Zollner, A. (1997), Studies about amyloidosis in captive and wild birds, with special regard to

the histochemical and immunohistochemical characterization of the avian amyloid protein.

The aim of these studies was to obtain more detailed information on the occurrence and
distribution of amyloidosis in captive and wild birds, to analyse the relationship of
amyloidosis to other diseases and influential factors, and to characterize the avian amyloid

protein histochemically and immunohistochemically.

The studies were performed the Institute for Zoo and Wildlife Research in Berlin. Their
basis were post-mortem reports and a diversity of organ specimens embedded in paraffine wax

from birds autopsied between 1970 and 1992.

The post-mortem reports on 8456 autopsied birds belonging to 23 avian orders were analysed
in the first part of this study. All records on birds with the diagnose amyloidosis were
evaluated in relation to species, sex, date of death, accompanying diseases and causes of
death.

The object of the second part of this study was to performe a histochemical and immuno-
histochemical characterization of the amyloid protein. For the histochemical examinations the
potassium permanganat reaction (WRIGHT et al., 1977) was used on 100 selected birds from
13 orders. This method is suitable for distinguishing the amyloid protein AA from other
varieties of amyloid on the basis of a strongly reduced or lost Congo red binding after
exposure to potassium permanganate. For this distinction, tissue sections pretreated with
potassium permanganat were stained with Congo red and compared with parallel sections
without potassium permanganat exposure. Amyloid was considered permanganat-sensitive
(and identified as amyloid AA protein) if all amyloid deposits present in the tissue section
totally or nearly totally (with more than 90 % loss) lost their Congo red affinity. The immuno-
peroxidase technique (with diaminobenzidine as the chromogen) was used for immuno-
histochemical characterization of the amyloid protein on 50 selected birds from 13 orders. As

primary antibodies a commercially available monoclonal human anti-AA antibody and a
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polyclonal rabbit anti-duck amyloid-A antibody were applied. By using appropriate controls,
all deposits in the tissue sections showing a light to dark brown colour were identified als

amyloid-A positive.

The results of these examinations can be summarized as follows:

1. In partial confirmation of studies performed by other authors the avian ohehsesi-
formes, Phoenicopteriformes, Gruiformes and Charadriifornvesre shown to be
especially prone to amyloidosis. Differences in the incidence of amyloidosis were found
also among families, genera and tribes within these orders.

2. According to the results of these studies, the somewhat higher incidence of amyloid
occurence in winter and spring, as compared with the summer and autumn months, can not
be considered as evidence for a true seasonal variation, as it was claimed by some other
authors. In considering the age of the birds, a distinctly higher proportion of young birds
with a very low incidence of amyloidosis was generally autopsied in summertime as
compared to wintertime. In addition, beginning and course of amyloidosis can not be
determined at autopsy due to the chronicity of this disease. Taking into account all these
circumstances, a seasonal character of amyloidosis with a peak value in winter and spring
can not reliably be demonstrated with certainty.

3. Avian amyloidosis occurred as so-called secondary form associated with chronic diseases
or inflammations in the majority of cases. Idiopathic amyloidosis without a recognizable
accompanying disease was found in 28,4 % of all cases. According to present knowledge,
the two formes can be identified as a reactive amyloidosis which seems to be caused by the
same or a similar pathogenetic mechanism.

4. The distribution pattern of the amyloid deposits is consistent with that of the systemic
amyloidosis. Amyloid deposits occurred in more than one organ in most cases. Primarily
involved were liver, spleen and kidneys.

5. According to the histochemical and immunohistochemical studies the avian amyloid
examined belongs to the type AA. That means that the amyloid fibrils are derived from the

acute phase protein SAA in all cases.

In conclusion, it can be stated that all cases of amyloidosis in birds hitherto examined are of

the reactive type or type AA.
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6 ABBILDUNGEN

Abb. 5: Lichtmikroskopische Darstellung von mit Kongorot gefarbten Amyloidablagerungen
in der Leber eines Mittelsagers (400fache VergroRerung)

Abb. 6: Immunhistochemische Darstellung der Amyloidablagerungen desselben Falles
(vgl. Abb.5)
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Abb. 7: Immunhistochemische Darstellung des Leberamyloids bei einem Astrild
(400fache VergroRerung)

Abb. 8: Lichtmikroskopische Darstellung von Amyloidablagerungen in der Darmschleimhaut
eines Schwarzhalsschwanes (Kongorotfarbung, 400fache VergroRerung)
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Abb. 9: Lichtmikroskopische Darstellung von Amyloidablagerungen entlang der Basalmem-
branen der Tubuli in der Niere eines Bussards (Kongorotfarbung, 400fache Vergro3erung)

Abb. 10: Gleiche Lokalisation wie in Abb.9 bei Betrachtung unter dem Polarisationsmikroskop
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Abb. 11: Immunhistochemische Darstellung von Amyloidablagerungen in den GefalRwanden
und Glomeruli der Niere eines James-Flamingos (400fache Vergrof3erung)

Abb. 12: Immunhistochemische Darstellung der Amyloidablagerungen entlang der Basal-
membranen der Tubuli in der Niere eines Kappensagers (400fache Vergrolerung)
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Abb. 13: Lichtmikroskopische Darstellung von Amyloidablagerungen im Herz eines Mittelségers
(Kongorotfarbung, 400fache Vergrof3erung)

Abb. 14: Gleiche Lokalisation wie in Abb.13 bei Betrachtung unter dem Polarisationsmikroskop
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Abb. 15: Lichtmikroskopische Darstellung von Gefalwandamyloid in der Iris eines
Chile-Flamingos (Kongorotfarbung, 400fache Vergrof3erung)

Abb. 16: Gleiche Lokalisation wie in Abb.15 bei Betrachtung unter dem Polarisationsmikroskop



Abb. 17: Immunhistochemische Darstellung von Amyloidablagerungen im Gehirn einer
Rotkopfgans (400fache VergréRerung)
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8 ANHANG

8.1 Bezugsquellen fur Chemikalien und AntikGrper

a ) Antikorper

Polyklonaler Kaninchenantikorper gegen Entenamyloid A-Protein
freundlicherweise zur Verfliigung gestellt von: Nils Eriksen , Ph. D.
Dept. of Pathology (SJ - 60)
University of Washington, USA

Monoklonaler Mausantikérper gegen humanes AA (mc 1):
DAKO® Diagnostika GmbH, Hamburg

b ) Chemikalien

Chemische Fabrik E. Nicke, Seligenthal - Schmalkalden
Kaliumpermanganat , krist.

Dr. K. Hollborn und S6hne, Medizin- und Umweltchemie Leipzig
Neutralbalsam ( Caedax )

E. Merck, Darmstadt
Glycerin
Kongorot-Pulver, pH 3.0 - 5.2
Natriumchlorid, krist., reinst
Xylol, reinst

Lipshaw, Pittburgh (USA)
OmniTags® (Immunperoxidase-KIT mit DAB-Chromogen, Universal Streptavidin/Biotin
System)

Riedel-de Haen AG, Seelze-Hannover
Thymol krist.

Sigma ®

Phosphate buffered saline
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Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ethanol, absolut
Methanol, reinst
Natriumhydroxid

Wasserstoffperoxid , 30 %

Laborchemie Apolda

Acidum oxalicum crist. (€H, O, +2 H, O)
Schwefelsaure, 3 %



- 103 -

8.2 L6sungen

a) Eiweil3-Glycerin
Eiklar und Glycerin im Verhaltnis 1:1 mischen und durch Mull filtrieren, einige

Thymolkristalle zugeben

b) Puchtler 1 - Stammlésung
80 % unvergalltes Ethanol
NaCl im Uberschuf? zugeben

24 h vor Gebrauch ansetzen

c) Puchtler 2 - Stamml6sung

80 % unvergalltes Ethanol

NaCl im UberschuRR zugeben
Kongorot-Pulver im Uberschul zugeben

24 h vor Gebrauch ansetzen

d) Losung fur Kaliumpermanganatoxidation
50 ml 0,3 % HSO,
50ml 5% KMnQ@-L6sung

ausreichend fur die Behandlung von ca. 15 Objekttragern

e) 3 % - Wasserstoffperoxid-Lésung
10 ml 30% Wasserstoffperoxid
90 ml Methanol

Losung immer frisch ansetzen !
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8.3 Abkirzungsverzeichnis

Au
Da
Entz.
Ge
Inf.
Hz
Le
Lu
Ma
Mi

Ni
NN
Oe
Pa
Sch

sonst.

Tbc

val
z.T.

Auge
Darm
Entztindung ( chronisch )
Gehirn
Infektion ( chronisch)
Herz
Leber
Lunge
Drusenmagen
Milz
Mykose
Niere
Nebennniere
Oesophagus
Pankreas
Schilddruse
sonstige
Tuberkulose
vergleiche
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