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Im Anschlul an die in der II. Mitteilung erfolgte Besprechung der
Affenpoliomyelitis durch attenuierte Polioviren nach intralumbaler
Injektion wird in der vorliegenden Studie iiber die Ergebnisse entspre-
chender Versuche mit intrathalamischer Injektionstechnik berichtet.

Die Injektionstechnik, die Technik der Aufbereitung des Untersuchungsmaterials
und die Bewertungskriterien fiir die Einzellssionen sind in der L. Mitteilung be-
schrieben. '

Eigene Befunde

Die Befunde stiitzen sich auf die Untersuchung von insgesamt 704
Rhesusaffen, von denen 504 Tiere mit attenuiertem Poliovirus Typ I,
99 Tiere mit Typ LI und 101 Tiere mit Typ III injiziert wurden.

Die Ergebnisse sind, wie in der IT. Mitteilung fiir den intralumbalen
Versuch, wiederum in Diagrammen dargestellt, die ein Bild von dem
Ausbreitungsmuster und der Abhéngigkeit der Lisionshiufigkeit von
der Virusdosis vermitteln sollen.

Um die Unterschiede zwischen den Virustypen einigermafen anschaulich zu
machen, muBte fiir die Darstellung der Lasionshiufigkeiten auf der Ordinate ein
anderer MaBstab gewahlt werden. Die hier wiedergegebenen Diagramme sind also
mit denen der IT. Mitteilung nur nach Verkleinerung der Siulenhohe auf ein Fiinftel
vergleichbar.

Ganz allgemein kann festgestellt werden, daB die Haufigkeit der
geweblichen Alterationen beider Qualitdten (mesodermal-glids und
Nervenzelluntergang) nach intrathalamischer Injektion wesentlich gerin-
ger ist als nach intralumbaler Injektion. Dabei fillt zudem auf, daf sich
die Tiere innerhalb der einzelnen Gruppen mit jeweils gleicher Virusdosis
nicht so gleichférmig verhalten wie in den Gruppen des intralumbalen

Arch. Psychiat. Nervenkr., Bd. 208 1



2 F. UnterEARNSCHEIDT, O. Bowin, K. ScamroT und I. ScaMrpT:

Versuches. Vielmehr mufl man nach intrathalamischer Injektion er-
warten, dall Tiere derselben Gruppe itberhaupt keine oder aber iiber das
ganze Nervensystem verteilte, stark ausgeprigte gewebliche Verdnde-
rungen zeigen. Bei einer derartigen Verteilung der Lisionshiufigkeit in
der einzelnen Gruppe, d. h. dem Befall von nur wenigen Tieren, mull man
folglich mit einer groferen Streuung der Ergebnisse rechnen, wenn es
sich um Einzelversuche mit relativ kleiner Tierzahl pro Gruppe handelt.
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Abb.1. Prozentsatz der Schnitte mit histologischen Lésionen im ZNS von Rhesusaffen nach intra-
thalamischer Inoculation von attenuiertem Poliovirus Typ IT, Stamm P 712 Ch 2ab

Die Ergebnisse mit den einzelnen Virustypen werden, wie in der
II. Mitteilung, in der Reihenfolge ihrer Schwere (Wertreihe der Neuro-
virulenz) beschrieben.

Mit Virus Typ II (Abb. 1) wurden 99 Rhesusaffen injiziert; davon
erhielten 49 Tiere 1,0 ml wunverdiinntes Virus (10%° — 1075 Gewebe-
kultur-Infektionsdosen = dim) und 50 Tiere das gleiche Volumen einer
1:10 Verdiinnung des Virus. Das Virusmaterial entstammte fiinf ver-
schiedenen Vermehrungsansitzen des Impfvirus, Typ Il von SasIN,
Stamm 712 Ch 2ab, wobei mit jedem Ansatz etwa die gleiche Zahl Tiere
injiziert wurde.

Nervenzelluntergang wurde bei diesen Tieren nur im Mittelhirn und
der Cervicalregion becbachtet. Der Befund ist duberst selten: Die Ver-
anderungen im Mittelhirn (392 untersuchte Schnitte) und im Halsmark
(1.174 untersuchte Schnitte) betrafen jeweils nur ein Tier. Beide Tiere
boten in den iibrigen Regionen des ZNS keinerlei Lésionen.

Auch die mesodermal-gliosen Reaktionen waren im Mittelhirn am
hiufigsten; sie wurden nach Injektionen von unverdiiuntem Virus in
etwa 59/, der histologischen Schnitte festgestellt. Zum Vergleich sei
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erwihnt, daf} diese Alterationen nach intralumbaler Injektion desselben
Virus in etwa 459/, auftraten. Noch seltener wurden mesodermal-glidse
Reaktionen in der Medulla oblongata, der Cervicalregion und der moto-
rischen Region gefunden; die Lumbalregion blieb bei sémtlichen Tieren
frei.

Bemerkenswert erscheint uns, daf in allen Regioneﬁ, mit Ausnahme
der unmittelbaren Nachbarschaft der Injektionsstelle, die relativen
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Abb.2. Prozentsatz der Schnitte mit histologischen Lisionen im ZNS von Rhesusaffen nach intra-
thalamischer Inoculation von attenuiertem Poliovirus Typ I, Stamm L Sc¢ 2ab

Hiufigkeiten mesodermal-gliéser Reaktionen nach intrathalamischer und
intralumbaler Injektion ungefihr gleich sind. Stets war das Mittelhirn
am hiufigsten betroffen, danach, in abnehmender Reihe, die Medulla
oblongata, die Cervical- und motorische Region (vgl. Abb.1 mit Abb.1
der II. Mitteilung).

Mit Virus Typ I (Abb.2) wurden insgesamt 504 Rhesusaffen injiziert,
wobei wiederum etwa die Hélfte der Tiere unverdiinntes, die andere
Halfte 1:10 verdiinntes Virus erhielt. Das Material entstammte 13 ver-
schiedenen Vermehrungsansétzen des Sabinschen Impfvirus Typ I Stamm
LSc 2ab, von denen 11 nur einmal und 2 in wiederholten Versuchen mit
jeweils 20 Tieren (je zur Hélfte mit unverdiinntem und 10! verdiinntem
Virus) getestet wurden.

Nervenzelluntergangkam in allen untersuchten Regionen in annihernd
gleicher Haufigkeit vor (Abb.3 und 4). Wie schon bemerkt, betrafen diese
Veranderungen nur wenige Tiere, bei denen sie aber in simtlichen Regio-
nen zu finden waren.

Dagegen fanden sich die mesodermal-gliésen Reaktionen in Mittelhirn
und Medulla oblongata deutlich hiufiger als in den tibrigen Regionen.

1*
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Abb. 3. Rhesusaffe, Lumbalregion. Intrathalamische Inoculation von attenuiertem Poliovirus Typ I.

Fast vollstdndiger Ausfall der Nervenzellen in der grauen Riickenmarksfigur, besonders ausgeprigt

in den Vorderhdrnern. Fleckférmige und disseminierte Proliferation von Astro- und Mikroglia. In

den weiBen Strangarealen geringfiigige lymphocytar-plasmacellulire GefiBsiume. In den weichen
Hiuten nur stellenweise Einlagerung von Rundzellen, Nissl; 16:1

Abb. 4. Rhesusaffe, Cervicalregion, Intrathalamische Inoculation von attenuiertem Poliovirus Typ I.
Neuronophagien an der Basis des linken Vorderhornes. Disseminierte und fleckformige Reaktion
der Glia. Geringgradige lymphoecytir-plasmacellulire GefiBsiume, Nissl; 16:1
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Abb.5, Prozentsatz der Schnitte mit histologischen Lisionen im ZNS von Rhesusaffen nach intra-
thalamischer Inoculation von attenuiertem Poliovirus Typ 111, Stamm Leon 12a.b

Abb. 6. Rhesusaffe, Lumbalregion. Intrathalamische Inoculation von attenuiertem Poliovirus Typ III.

Fast vollstindiger Nervenzelluntergang mit massiver Gliazellproliferation. M#Biggradige GefiB-

infiltrate im Entzindungsfeld nnd in den weiBen Strangarealen. Bbenfalls Proliferation der Glia

in der weiBlen Substanz. In den weichen Hiuten stellenweise massive Binlagerung von Lymphocyten
und Plasmazellen. Nissl; 16:1
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Abb.7. Rhesusaffe, Cervicalregion, Intrathalamische Inocwlation von attenuiertem Poliovirus

Typ TI1. In der grauen Substanz beiderseifs, jedoch am ausgeprigtesten in den Vorderhdrnern, aus-

gedehnte Neuronophagien. Herdférmige und disseminierte Proliferation der Glia. Nur geringgradige
adventitielle Siume von Lymphocyten und Plasmazellen. Nissl; 16:1

Abb. 8. Rhesusaffe. Mittelhirn, Intrathalamische Inoculation von attenuiertem Poliovirus Typ III.
Tn der Substantia nigra Nervenzelluntergang mit Reaktion der Glia und méaBiggradigen adventitiellen
Infiltraten. Nissl; 16:1
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Hier besteht ein dhnliches Verteilungsmuster wie nach' intralumbaler
Injektion des Virus (vgl. Abb.2 mit Abb.3 der II. Mitteilung), wo aller-
dings die Lumbalregion hiufig befallen ist.

Mit Virus Typ I1I (Abb.5) wurden insgesamt 101 Rhesusaffen inji-
ziert; 51 Tiere erhielten unverdinntes Virus, 50 Tiere eine 1:10 Verdiin-
nung. Das Material entstammte finf verschiedenen Vermehrungsansitzen
des Sabinschen Impfvirus Typ ITI, Stamm Leon 12a, b.

Virus Typ III verursachte noch hiufigeren Nervenzelluntergang als
Virus Typ I (Abb.6, 7 und 8). Wahrend wir bei Typ I nach intrathala-
mischer Injektion keine Abhéngigkeit zwischen Haufigkeit des Nerven-
zellunterganges und Virusdosis feststellten, war diese Beziehung bei
Typ III eindeutig. Die einzelnen Regionen des ZNS unterschieden sich
nicht deutlich hinsichtlich der Haufigkeit und Schwere des Befalls; nur
die motorische Region war etwas weniger oft betroffen.

Wiein den Versuchen mit intralumbaler Injektion, nahm die Hiufigkeit
mesodermal-glidser Reaktionen — bezogen auf die Frgebnisse mit den
anderen Virustypen — nicht im gleichen Verhaltnis mit der Hiufigkeit
des Nervenzelluntergangs zu. Das charakteristische Verhéltnis beider
Qualitdten geweblicher Verdnderungen in der Wertreihe der Neuro-
virulenz (siehe II. Mitteilung, S.469) 1a8t sich also auch mit dem intra-
thalamischen Versuch zeigen. Im Gegensatz zu Virus Typ I fand sich bei
Typ IIT beziiglich der mesodermal-glidsen Reaktionen eine deutliche
Dosisabhingigkeit (wobei sich die motorische Region wieder etwas
anders zu verhalten schien alg die tbrigen Bereiche).

Diskussion

Obwohl bei den Versuchen mit intrathalamischer Injektion ein
grofleres Virusinoculum (107-0—107% dim/Tier) verabreicht wurde, traten
Lésionen bloB bei weniger als einem Fiinftel der Tiere auf, die lediglich
108:2*—10%:8 dim des gleichen Virus intralumbal erhalten hatten.

Auffillig war dabei die Tatsache, daB in den Versuchen mit intra-
thalamischer Injektionstechnik nur einzelne Tiere in praktisch allen
Regionen des ZNS stirkere Lésionen zeigten, wogegen alle anderen Tiere
aus einer gleichbehandelten Versuchsgruppe keine oder nur #uBerst
geringfiigige Alterationen aufwiesen. Die Reaktion des Einzeltieres auf
die intrathalamische Virusinjektion ist also bei weitem nicht so gleich-
méiBig wie nach intralumbaler Injektion. Die Befunde nach intra-
thalamischer Injektion erinnern an eine Alles-oder-Nichts-Reaktion:
Wenn es in wenigen Féallen zur Ausbreitung der Erkrankung kommt,
dann reicht diese praktisch iiber das gesamte ZNS, wobei die Altera-
tionen in allen untersuchten Regionen etwa gleich schwer sind. Es hat
den Anschein, daBl sogar die Seitendifferenzen im Befall der Lumbal-
region geringer als nach intralumbaler Tnoculation sind.
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SaBmv hatte versucht, diese Unterschiede mit der Hypothese zu er-
kldren, daB es nach intrathalamischer Virusinfektion nur dann zu einer
Ausbreitung der Poliomyelitis komme, wenn das Virus die relativ un-
empfindlichen Zellen von Hirnstamm und Halsmark tiberwunden habe.
In unseren Versuchen erwiesen sich aber gerade Mittelhirn und Medulla
oblongata als haufig befallen.

Im Mittelhirn wurden nach Inoculation von unverdinntem Virus
Typ IT bei 3 Tieren gewebliche Alterationen gefunden, in der Ver-
diinnungsstufe 10— zeigten alle Tiere ein unauffalliges Bild.

Von diesen 3 Affen zeigte einer Nervenzelluntergang mit Gliazellreaktion und
Gefafinfiltraten in der Substantia nigra beiderseits und in den Pyramidenbahn-
arealen; die anderen Tiere wiesen Gefdf- und Gewebsinfiltrate in der Substantia
nigra einseitig auf.

Im Mittelhirn lagen nach intrathalamischer Inokulation des un-
verdiinnten Virus vom Typ I bei 17 Affen gewebliche Alterationen vor.

Bei 2 Tieren bestand Nervenzelluntergang mit konsekutiver Gliazellproli-
feration, einmal disseminiert in der Mittelhirnhaube, einmal in der Substantia nigra
eingeitig. Die restlichen 15 Tiere zeigten nur mesodermal-glidse Alterationen. Bei
7 Tieren war die Substantia nigra einseitig befallen, wobei einmal die Verdnderungen
bis in die Pyramidenbahnareale reichten. Ein beidseitiger Befall der Substantia nigra
wurde nicht beobachtet. Im zentralen Hohlengrau waren bei 3 Tieren Veréinderun-
gen nachweisbar. Die Vierhiigelplatte war bei einem Affen, die Formatio reticularis
bei 3 Tieren betroffen.

In der Verdiinnungsstufe 10— zeigten insgesamt 25 Affen gewebliche
Verandernngen im Mittelhirn,

Bei 8 Tieren bestand Nervenzelluntergang mit konsekutiver Gliazellprolifera-
tion, in 2 Fillen disseminiert in Mittelhirnhaube und -fufl, besonders im Nucleus
oculomotorius, Nucleus trochlearis und den Nuclei pontis. Bei einem weiteren Tier
war die Substantia nigra beiderseits befallen, bei 4 Tieren einseitig und je einmal
war auBerdem der Nucleus oculomotorius und die Formatio reticularis befallen. Bei
den tibrigen 17 Affen bestanden nur mesodermal-glidse Alterationen. Davon in
8 Fillen in der Substantia nigra einseitig, einmal mit zusdtzlichen Verdnderungen
im Nucleus trochlearis, einmal in der Formatio reticularis und einmal in den Nuclei
pontis. Bei 3 Affen war die Substantia nigra beidseitig befallen, einmal auch das
Pyramidenbahnareal einer Seite. Die Formatio reticularis war in 2 Féllen betroffen.
Bei 2 Tieren fanden sich einseitig im Nucleus ruber gewebliche Verinderungen,
jeweils verbunden mit Verinderungen in der Formatio reticularis, bzw. in der Mittel-
hirnhaube. Einmal wurden doppelseitige Verdnderungen im Nucleus ruber beobach-
tet, einmal disseminierte Verdnderungen in der Mittelhirnhaube.

Nach intrathalamischer Inokulation von unverdinntem Virus TypIIL
zeigten 7 Affen im Mittelhirn Nervenzelluntergang mit Gliazellreaktion
bzw. mesodermal-gliose Infiltrate.

1 Tier wies massiven beiderseitigen Befall von Substantia nigra, Nucleus troch-

learis und zentralem Hohlengrau auf. 2 andere Tiere zeigten beidseitige Veréinde-
rungen in der Substantia nigra, einmal auch entziindliche Alterationen in der
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Formatio reticularis. Einseitiger Befall der Substantia nigra fand sich noch dreimal,
und ein Tier zeigte Verinderungen lediglich im zentralen Hoéhlengrau.

In der Verdinnungsstufe 10~ zeigten 3 Affen entziindliche Altera-
tionen, jedoch bestand kein sicherer Nervenzelluntergang.

Einmal lagen Gefdl3- und Gewebsinfiltrate im Nucleus trochlearis, in der Radix
mesencephalica nervi trigemini und in der Substantia nigra einseitig vor. In zwei

weiteren Fillen war die Substantia nigra beiderseits betroffen, einmal auerdem
das zentrale Hohlengrau.

Es zeigte sich also, dall — im Gegensatz zur Auffassung von SABIN —
praktisch alle Kerngebiete des Mittelhirns fiir attenuierte Polioviren
empfindlich sind. Man mufl daher versuchen, die Unterschiede in der
Lasionsverteilung nach beiden Injektionsarten auf andere Weise zu
deuten. So ist es vorstellbar, dali eine massive Virusausbreitung aus-
gel6st wird, wenn an der Injektionsstelle in der Thalamusregion oder in
ihrer unmittelbaren Nachbarschaft eine hochgradige Virusvermehrung
stattfindet, mit der eine bestimmte Schwellenkonzentration iiberschritten
wird. Fir eine solche Annahme wiirde die in unseren Versuchen ge-
machte Beobachtung sprechen, daB nach intrathalamischer Injektion
von Virus Typ I keine ausgesprochene Abhingigkeit der Lasionshaufig-
keit von der Virusdosis festzustellen war.

Wir haben eingangs ausgefiithrt, daB nach intralumbaler, wie nach
intrathalamischer Injektion attenuierter Polioviren aller drei Typen die
relativen Haufigkeiten geweblicher Alterationen im Mittelhirn ungefihr
gleich grof sind. Die einzelnen Kerngebiete des Mittelhirns waren aber
je nach Injektionstechnik in verschiedenem MaBe befallen. Auf diese
Befunde wollen wir niaher eingehen.

Nach intralumbaler Injektion war der Nucleus ruber besonders oft
befallen; es zeigten sich Alterationen bei 31 von 38 Affen, die un-
verdiinntes Virus des attenuierten Typs IT erhalten hatten. In der Ver-
dinnungsstufe 10~* verursachte Typ IT noch bei 12 von 33 Tieren
Verdnderungen im Nucleus ruber, in der Verdiinnung 10~2 bei 6 von
37 Tieren und in der Verdinnung 10-3 nur noch bei einem von 37 Tieren.
Entsprechendes gilt fiir den Virus Typ I nach intralumbaler Injektion.
Bei gleicher Injektionstechnik bestanden auBerdem vereinzelt entziind-
liche Verdnderungen im zentralen Hohlengrau, im Nucleus oculomotorius,
Nucleus trochlearis, in der Substantia nigra und in der Formatio reti-
cularis.

Nach intrathalamischer Injektion der drei Typen attenuierter Polio-
viren des Sabinschen Satzes war dagegen die Substantia nigra bevorzugt
befallen; die Verinderungen im Nucleus ruber traten weit zuriick. Da-
neben waren im Mittelhirn Nucleus oculomotorius, Nucleus trochlearis,
das zentrale Hohlengrau, die Vierhiigelplatte, die Radix mesencephalica
nervi trigemini, die Formatio reticularis und die Nuclei pontis betroffen.
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Diese Verdnderungen traten jedenfalls gegentiber dem hiufigen und aus-
gepragten Befall der Substantia nigra in den Hintergrund.

‘Wir kénnen also zusammenfassen, daB nach intralumbaler wie nach
intrathalamischer Inokulation das Mittelhirn zwar je nach Virus in ver-
schiedenem Mafle, aber doch stets bevorzugt beteiligt ist. Die intra-
lumbale Inoculation begiinstigt den Befall des Nucleus ruber, die intra-
thalamische den Befall der Substantia nigra. Das Auftreten von Pri-
dilektionsstellen in Abhingigkeit der Inoculationsstelle findet sich nur
bei den von uns untersuchten attenuierten Polioviren des Sabinschen
Satzes. Nach intralumbaler Injektion des neuropathogenen Poliovirus
Typ IIT (Stamm Saukett) liel sich kein bevorzugter Befall von be-
stimmten Mittelhirnteilen feststellen. Hier waren die geweblichen Verdnde-
rungen gleichméafig auf die verschiedenen Regionen verteilt, Ruberkerne
und Substantia nigra waren etwa gleich haufig befallen. Hinsichtlich der
Verteilung geweblicher Alterationen im Mittelhirn nach intrathalamischer
Injektion des Stammes Saukett liegen uns keine Erfahrungen vor.

Aus den geschilderten Eigentiimlichkeiten der Lisionshiufigkeit und
-verteilung nach intrathalamischer Injektion, ergeben sich fiir die Be-
wertung von KEinzelversuchen erhebliche Schwierigkeiten. Die hier be-
schriebenen charakteristischen Ausbreitungsmuster der verschiedenen
Virustypen werden zwar dann deutlich, wenn man ein grofes Tiermaterial
zusammenfassend bewerten kann; im Einzelversuch mit nur zehn Tieren
pro Virusverdiinnung wird jedoch infolge der unterschiedlichen Empfind-
lichkeit der Einzeltiere eine erhebliche Schwankung sichtbar.

So haben wir beispielsweise unter 65 Affen, die intrathalamisch mit dem US-
amerikanischen Bezugsvirus NTH-NA2 injiziert wurden, kein Tier mit einer Aus-
breitung vom mittleren Schweregrad 2 oder dariiber gefunden, wihrend wir diese
Stufe mit dem deutschen Bezugsvirus OP 2 bei 3 von 70 Tieren feststellten. In
einem Wiederholungsversuch mit je 30 Tieren zeigte jedoch Virus NA2 in 2 Fillen
schwere Ausbreitung, wogegen sie dieses Mal mit Virus OP2 nicht beobachtet wurde.

Aus dieser Beobachtung ist zu schlieflen, dafl das erstgenannte Versuchsergebnis
trotz der relativ groBen Tierzahl doch zuféllig bedingt war. Aufgrund gleichartiger
Erfahrungen hat das US-amerikanische Priifinstitut die Anzahl der intrathalamisch
zu injizierenden Tiere fiir jeden Impfstoff auf 30 erhoht und, um den Versuch nicht
untraghar auszuweiten, den intralumbalen Versuchsteil entsprechend verkleinert.

Die schwankungsbedingte geringere Empfindlichkeit des intrathala-
mischen Affenversuchs, die sich darin duBert, daB wir bei Versuchen
mit Virus Typ ITI nicht hiufiger eine Uberschreitung der doppelten
Standardabweichung der mittleren Gruppenbewertungsziffern finden als
bei Versuchen mit Typ I-Virus, ist unseres Erachtens nur Ausdruck eines
allgemeinen biologischen Prinzips: Bei intralumbaler Injektion geniigen
offensichtlich geringere Virusmengen als bei intrathalamischer Injektion,
um in einem bestimmten Prozentsatz aller Versuchstiere Lasionen hervor-
zurufen. Mit unserer Versuchsanordnung und den verwendeten Virus-
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dosen, deren relativ enge Grenzen ja die in der Virusziichtung erreich-
baren Konzentrationen festlegen, befinden wir uns in bezug auf den
intralumbalen Versuch im steilen Teil der S-formigen Dosis-Wirkungs-
kurve, in bezug auf den intrathalamischen Versuch dagegen im flach
ansteigenden Anfangsteil dieser Kurve, wo wir mit einem grofien, zufalls-
bedingten MeBfehler rechnen miissen. Auler durch drastische Erhéhung
der Tierzahl, 148t sich diese Schwierigkeit wahrscheinlich nur durch
eine starke Erhohung der Virusdosis pro Tier umgehen.

Zusammenfassung

Es wird die Pathomorphologie der Affenpoliomyelitis durch attenuierte
Polioviren nach intrathalamischer Inoculation unter besonderer Be-
riicksichtigung der Unterschiede zwischen den drei Typen des Sabin-
schen Satzes von Impfviren beschrieben.

Aufgrund der Untersuchungen eines groBen Tiermaterials kdénnen
die histologischen Charakteristika dieser Viren erkannt werden. Sie
unterscheiden sich durch Qualitét der Lisionen und Ausbreitung des
Prozesses. Im Einzelversuch mit Gruppen von nur zehn Tieren werden
die Unterschiede infolge der groBen individuellen Schwankung jedoch
nicht im gleichen Malle deutlich und erscheinen dann zufallsbedingt.
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