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|. EINLEITUNG

Immun-mediierte  Polyneuropathien (IMPN) sind sowohl beim Menschen,
beispielsweise in Form des Guillain-Barré Syndroms (GBS) und der chronischen
inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie (CIDP) (1), als auch bei Katze
und Hund, beschrieben worden und werden hinsichtlich ihrer Immunpathogenese in
zahlreichen Studien miteinander verglichen (2-14).

Aufgrund der haufigen, histopathologisch gestellten Diagnose (bis zu 59% der
Einsendungen des Nervenmaterials) der IMPN im neuropathologisch spezialisierten
veterinarmedizinischen Labor (4) und den wenigen Studien groferer feliner
Populationen (mehr als 10 Individuen) mit IMPN (3, 4), ergibt sich hier ein relevanter

Forschungsbedarf.

Es fehlen bisher breiter angelegte Studien der Erkrankung IMPN unter Einbeziehung
unterschiedlicher Rassen und Kreuzungen im Hinblick auf histologische
Untersuchungen des peripheren Nervens und Skelettmuskels, die mit klinisch-
prognostischen Werten korreliert werden. Bei Katzen wurde bisher davon
ausgegangen, dass Tiere bestimmter Rassen pradisponiert sind (3, 4) und bei
Sibirischen Katzen eine hereditare Komponente zu tragen kommt (15).

Bei Haussaugetieren wird die Nervenbiopsie im Gegensatz zum Menschen als
diagnostisches Mittel haufig eingesetzt, insbesondere bei unklarer Kklinischer
Prasentation. Die Diagnose des GBS und der CIDP stutzt sich vornehmlich auf die
klinische Prasentation, sowie elektrophysiologische Untersuchungen und die
Liquordiagnostik. Biopsien sind nicht Teil der Standarddiagnostik und werden lediglich
bei untypischer klinischer Prasentation oder Therapieresistenz im Falle der CIDP als
diagnostisches Mittel eingesetzt (1). Die experimentelle autoimmune Neuritis (EAN)
dient als Tiermodell, welches in Maus, Ratte, Kaninchen und Meerschwein induziert
werden kann (1, 16). Histopathologisch festgestellte Veranderungen am Nerven von
Hund und Katze im Zuge einer spontan auftretenden, nicht experimentell induzierten

IMPN erlauben somit wertvolle Ruckschlisse auf die humanen Erkrankungen (4).

Ziel dieser Studie war es, in einer grof3en Population europaischer Katzen, die IMPN
histologisch zu evaluieren und mittels Clusteranalyse eine objektivierte Gruppierung
der Schadigungsmuster zu erstellen und diese mit klinischen Parametern zu

korrelieren (17). Die Ergebnisse dieser Studie wurden fur die Veroffentlichung in einen
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histologisch orientierten Artikel und einen Artikel mit klinischem Schwerpunt unterteilt
(17, 18). Die klinischen Aspekte der Partnerpublikation von van Renen et al. (18)
werden im Folgenden sowohl in der Literaturibersicht als auch in der Diskussion mit

einbezogen.

Aufgrund der klinischen Relevanz des Themas und des histomorphologischen
Ansatzes der Studie wird im Folgenden naher auf den allgemeinen Aufbau und

ausgewahlte morphologische Schadigungsmuster des Nervens eingegangen.
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Il. LITERATURUBERSICHT

2.1. Allgemeiner Aufbau des peripheren Nervens und

Zielstrukturen fir das Immunsystem

Die auldere Umhullung des peripheren Nervens wird als Epineurium bezeichnet und
schlieBt die einzelnen Faszikel des Nervens ein (19). Wenn nach
Nervenaufzweigungen nur noch ein Faszikel vorhanden ist, findet sich kein Epineurium
mehr (20). Die Faszikel wiederum sind einzeln eingefasst vom Perineurium, welches
die Zugfestigkeit des Nerven sichert (19). Innerhalb der Faszikel umgibt das
Endoneurium als feines Bindegewebsnetz die einzelnen Nervenfasern (19, 21). Die
Nervenfasern bestehen aus einem Axon, welches von einer Myelinscheide umgeben
sein kann (20). Eine schematische Darstellung des peripheren Nervens findet sich in
Abbildung 1.

Epineurium

Perineurium

e Endoneurium . ————
: A Blutgefale ~{a=n.\_’
(6 : 0O 3]/
' ' > Axon A
©
) )

Blutgefale

Schwannzelle  Ranvier-Schniirring

scheide
\ Axon

Abbildung 1. Schematische Darstellung des peripheren Nervens mit myelinisierten und unmyelinisierten Fasern,
nach der Darstellung von Lee et al. (19), modifiziert.

Die Membran des Axons wird als Axolemm bezeichnet. Aul3erhalb desselben findet
sich zunachst der periaxonale Raum nach Klebs und dann die umgebende
Schwannzelle. Schwannzellen unterteilen Axone in einzelne Gruppen und konnen bei
grof3en Fasern eine Myelinscheide bilden. Die Myelinscheide erlaubt hierbei durch ihre
elektrische Isolierfunktion im Hinblick auf das Axon die schnelle, diskontinuierliche
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(saltatorische) Weiterleitung einer Depolarisation (20). Dabei myelinisiert eine
Schwannzelle ein einzelnes Axon Uber eine bestimmte Distanz und bildet damit das
Internodium. Die Dicke der Myelinscheide ist proportional zum Axondurchmesser. Im
Durchmesser gro3ere Axone besitzen eine dickere Myelinschicht, kleine Axone
weisen eine dunnere Myelinschicht auf. Dagegen werden mehrere unmyeliniserte
Axone von einer nicht aufgerollten Schwannzellmembran und dem Zytoplasma der
Schwannzelle umgeben (21). Die Ranvier-Schnurringe bilden die Lucken zwischen
zwei myelinisierten Internodien und erlauben den extrazellular-intrazellularen
Austausch von lonon infolge des Aktionspotentials am Schnurring und damit dessen
lokale Repolarisation (20, 21).

In den meisten peripheren Nerven findet sich eine Mischung aus myelinisierten und
unmyelinisierten Nervenfasern, wobei die meisten Axone mit mehr als 3 pm
Durchmesser myelinisiert sind. (20). Eine mogliche Einteilung der peripherer
Nervenfasern erfolgt hinsichtlich ihres Durchmessers und der
Nervenleitgeschwindigkeit in drei Klassen A, B und C und sind in der Tabelle 1

zusammengefasst (21).

KLASSE/ NERVENFASER- DICKE DER NERVENLEITGE- FUNKTION
TYP DURCHMESSER MYELIN- SCHWINDIGKEIT
SCHEIDE
Aa Grof3 (5-20um) Dick Schnell (30-120 m/s) Somatomotorisch
Schnell (35-75 m/s) Somatische Propriozeption

AB MittelgroB (6-12um)  Mitteldick Mittelschnell (5-30 m/s) Somatische Propriozeption
Somatische Thermozeption

AS Klein (2-5um) Mitteldick Somatische Nozizeption

B Klein (1-3um) Dinn Langsam (3-14 m/s) Autonom praganglionar

C Klein (0.1-1um) Unmyelinisiert Sehr langsam (<2 m/s)  Autonom postganglionar
Viszerale Nozizeption
Viszerale Thermozeption

Tabelle 1.Unterteilung der peripheren Nerven in Klassen basierend auf der GroRe, Nervenleitgeschwindigkeit und
Funktion, entnommen aus und modifiziert nach Lanigan, Russell (21).

Ein weiteres Element des feinstrukturellen Aufbaus der Myelinscheide sind die
Schmidt-Lanterman Einkerbungen, welche aus einer kontinuierlichen Spirale aus
Schwannzellzytoplasma hervorgehen, die vom aul3eren Anteil der Schwannzelle mit
deren Zellkern nach innen zum paraaxonalen Teil der Schwannzelle hin verlauft und
dabei einen Winkel von ca. 9° gesehen zur Langsachse des Axons einnehmen. Die
Schmidt-Lanterman Einkerbung erlaubt somit den Austausch von Substanzen
zwischen den verschiedenen Zytoplasmaanteilen der Myelinscheide-bildenden
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Schwannzelle. Die Anzahl der Einkerbungen korreliert wiederrum mit dem
Durchmesser des Axons: Je grolder der Axondurchmesser ist, desto mehr Schmidt-
Lanterman Einkerbungen finden sich. Ahnlich verhalt es sich mit dem Abstand
zwischen zwei Ranvier-Schnurringen, die ungefahr proportional zur Dicke der
Myelinscheide sind. Histologisch hangt das gesehene Bild im Querschnitt also davon
ab, an welcher Stelle die periphere Nervenfaser getroffen wird. In der paranodalen
Region, wenn also ein Ranvier-Schnurring naht, kann das Axon kreuzférmig
erscheinen, wodurch Furchen in der umgebenden Myelinscheide entstehen. Im
Bereich des Schnurrings betragt der Axondurchmesser dann nur ein Drittel oder ein
Sechstel verglichen mit dem internodalen Bereich (20). Besonders gut konnen die
Ranvier-Schnurringe in Nervenfaserzupfpraparaten identifiziert werden (20), bei
denen mit Osmiumtetroxid geschwarzte Nervenfasern gezupft, auf einen Objekttrager
aufgezogen und lichtmikroskopisch betrachtet werden (4). Hier kann eine longitudinale
Feinbeurteilung des internodalen, nodalen, paranodalen und juxtaparanodalen

Bereichs erfolgen (4).

Die Blutversorgung des Nervens wird durch oberflachlich aufliegende und zwischen
den Faszikeln liegende Blutgefalle gewahrleistet. Die Blutgefal3e penetrieren den
Nerven in unregelmalligen Abstanden. Endoneuriale Kapillaren stellen dabei die
semipermeable Blut-Nervenschranke dar bestehend aus dem Endothel und mehreren
Schichten von perineurialem Bindegewebe. Im Vergleich zum zentralen
Nervensystem, in dem Astrozytenfortsatze die Blut-Hirnschranke mitgestalten, ist die
Blut-Nervenschranke empfanglicher fur Penetrationen beispielsweise durch infektidose
Agentien (21).

2.2. Ausgewabhlte morphologische Reaktionsmuster des
peripheren Nervens und des Skelettmuskels als Effektororgan auf

lichtmikroskopischer Ebene
2.2.1. Anzeichen axonaler Schadigung

Axonale Degeneration

Wenn das Axon eines peripheren Nervens Schaden nimmt, beispielsweise durch
Traumata, Einklemmen/Durchtrennen oder Ischamie, geht der distal befindliche Teil
des Axons unter und kann sich im weiteren zeitlichen Verlauf regenerieren (20). Das



LITERATURUBERSICHT 6

erste lichtmikroskopisch sichtbare Anzeichen der axonalen Degeneration ist ein Zerfall
des Axons gefolgt von der Formation von Ellipsoiden im Internodium (22).

Die axonale Degeneration wurde von Augustus Waller beschrieben und daher als
Wallersche Degeneration benannt (20), die in unterschiedliche Stadien nach dem
zeitlichen Verlauf eingeteilt werden kann (23). Das klassische Beispiel hierfur ist ein
akuter, fokaler, mechanischer Insult im Sinne einer Durchtrennung des Nervens (24).
Innerhalb von 24 Stunden beginnt das distal gelegene Axonsegment zu degenerieren,
wobei Schwellungen auftreten, welche degenerierte Organellen enthalten, die nach
ca. 48 Stunden sichtbar werden (20, 24). Es formen sich internodal Ellipsoide, welche
ublicherweise von den Schmidt-Lanterman Kerben begrenzt werden und aus
Axonfragmenten und Mpyelinresten bestehen (22). Wenn der Zelldebris durch
Makrophagen abgeraumt ist, formen sich sogenannte Blngner-Banden bestehend
aus proliferierenden Schwannzellen, wobei auch Fibroblasten in den
Regenerationsprozess involviert sind (20, 24, 25). Gleichartige Veranderungen finden
sich auch proximal des Insults Uber die Lange mehrerer Internodien. Unter gunstigen
Bedingungen konnen sich Auslaufer des axonalen Stumpfes bilden und entlang der
Schwannzellbanden zum distalen Ende gelangen, wobei am Ende nur ein axonaler
Spross zuungunsten der anderen Sprosse regeneriert wird. Die Remyelinisierung
erfolgt durch Schwannzellen, wobei die neu gebildete Myelinscheide dunner im
Vergleich zum urspringlichen Zustand ist, die Lange des Nodiums ist variabel und
insgesamt kurzer. Gelingt die axonale Regeneration nicht, persistieren die
Schwannzellbanden und es entsteht eine endoneuriale Fibrose. Ob die Regeneration
gelingt, hangt vom Zusammenspiel zwischen Axon und Schwannzellen, der
Teilungsfahigkeit und metabolischen Belastbarkeit von Schwannzellen und dem
Erhaltungszustand der Basalmembran um das Axon ab (24).

Axonale Schwellung

Axonale Schwellungen sind die Folge einer Akkumulation von Teilen des Zytoskeletts
und der Organellen, welche den axonalen Transport unterbricht. In toxikologischen
Studien konnte diese Art der Schadigung auf die Quervernetzung von Proteinen
zuruckgefuhrt werden. Die axonale Schwellung tritt asymmetrisch paranodal auf,
wobei immer der proximal vor dem Ranvier-Schnurring gelegene Teil betroffen ist. Der
distal der axonalen Schwellungen gelegene Anteil der Nervenfaser kann im weiteren

Verlauf degenerieren (22).
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2.2.2. Demyelinisierung und Remyelinisierung

Die Demyelinisierung bezeichnet den Verlust von kompaktem Myelin und kann das
Internodium oder den paranodalen Bereich des peripheren Nerven betreffen (23).
Zumeist tritt eine segmentale Demyelinisierung auf (20), was den Verlust von Myelin
innerhalb des Internodiums bezeichnet (23) und fur eine primarere Schadigung des
Myelins oder der Schwannzelle spricht (22). Die segmentale Demyelinisierung ist
zuerst in Nervenfaserzupfpraparaten als paranodaler Verlust des Myelins sichtbar, da
dieser Anteil die grofte Entfernung zum ernahrenden Schwannzellkern aufweist,
welcher sich mittig im Internodium befindet. Im spateren zeitlichen Verlauf werden
Schwellungen der Myelinscheide und Anteile ohne Myelin sichtbar (22). Diese
,nackten® Axone konnen ebenso im Semidlnnschnitt lichtmikroskopisch gesehen
werden und bleiben bei der segmentalen Demyelinisierung in der Regel intakt auler
bei hochgradigen Fallen, in denen es zu einer sekundaren axonalen Degeneration
kommen kann (20). Die Erhaltung des Axons ermoglicht die Remyelinisierung (22),
welche nach wenigen Tagen beginnt und nach zwei Wochen bereits weit
fortgeschritten ist (20). Im Zuge dessen erscheint das Internodium verkurzt und weist
lediglich eine dunne Myelinscheide auf (20, 22). Im Semidunnschnitt zeigen sich
hypomyelinisierte Nervenfasern (20). Zurick bleibt nach einiger Zeit eine nahezu
normale oder leicht in ihrer Dicke reduzierte, aber unregelmaliige Myelinscheide,
wobei die betreffenden Internodien verkurzt bleiben. Dies kann mit geringgradigen
Funktionsstorungen einhergehen (22). Wiederkehrende Demyelinisierung mit
darauffolgenden Remyelinisierungsversuchen zeigen sich in der Formation im
Englischen sogenannter  ,Onion-bulbs®, lichtmikroskopisch erkennbaren
zwiebelschalenartigen  Proliferationen von  Schwannzellfortsatzen  inklusive

Basalmembranen, welche konzentrisch um das Axon angeordnet sind (20, 26).

Ein anderes lichtmikroskopisch am Nervenfaserzupfpraparat feststellbares Phanomen
im Zuge einer Demyelinisierung sind sogenannte Tomakula, welche

Myelinscheidenverdickungen darstellen (23).

Bei der paranodalen Demyelinisierung kann das Myelin lichtmikroskopisch dunner
erscheinen oder der Ranvier-Schnurring wirkt verlangert, was auch als interkalierend
beschrieben wird. Nach Ersatz durch eine neue Schwannzelle, erscheint das

Internodium verkuirzt (23).
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Die im Englischen als ,myelin crenation® beschriebene paranodal auftretende
Aufhellung des Myelins kann sowohl artifiziell als auch als Folge eines toxischen
Insults oder einer hochgradigen axonalen Schwellung auftreten. Ein weiteres
mogliches Artefakt stellt das sog. ,beading” dar, womit unregelmaRige Verdickungen
entlang des Internodiums einer intakten Nervenfaser beschrieben werden, was durch
eine  Uberdehnung des Nerven wahrend der Entnahme oder der

Nervenfaserzupfpraparation entstehen kann (22).

2.2.3. Der Muskel als Effektororgan des peripheren Nervens und Spiegel
der IMPN

Erkrankungen des Nervens konnen sich im Muskel in Form der Denervationsatrophie
widerspiegeln. Mit dem Begriff der Muskelatrophie wird allgemein die Reduktion des
Muskelvolumens oder der Muskelmasse bezeichnet, welche generalisiert auftreten
oder sich auf einzelne Muskeln beschranken kann. Die Atrophie einzelner
Muskelfasern kann wiederum generalisiert auftreten oder nur manche Fasern
betreffen, wobei auch selektiv bestimmte Muskelfasertypen betroffen sein konnen.
Weitere Grunde fur eine Muskelatrophie umfassen Inaktivitat, Mangelernahrung,

endokrine Erkrankungen oder Kachexie (27).

Denervationsatrophie

Die Denervationsatrophie tritt infolge von Schadigungen des motorischen Neurons
oder seines axonalen Fortsatzes auf (28) und betrifft in der Regel Muskelfasern sowohl
vom langsam kontrahierenden Typ 1 Fasern als auch die schnell kontrahierenden Typ
2 Fasern (27), welche anhand von Enzymhistochemie hinsichtlich ihrer Adaptation auf
posturale oder phasische Funktionen unterschieden werden konnen (29). Eine milde
Denervation muindet in einzelnen oder kleinen Gruppen von atrophischen
Muskelfasern, welche von den umliegenden, regular innervierten Fibrillen in angulare
Formen komprimiert werden. Eine hohergradige Storung der Innervation resultiert in
grolRen Gruppen von kleinen Muskelfasern, welche ihre ursprianglich Form behalten,
da keine benachbarten, normal innervierten Fasern mehr tbrig sind (27).

In denervierten Skelettmuskeln hypertrophieren die Ubrig gebliebenen, normal
innervierten Muskelfasern in der Regel, um die Funktion der ausgefallenen Fasern zu
kompensieren, wobei hier Typ 1 Fasern haufig dominieren. Wenn diese Fasern mit
einem hoheren Durchmesser neben atrophischen Fasern gefunden werden, stellt dies
einen starken Hinweis auf eine chronische Denervation dar. Bei hochgradigen Fallen
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kann es zu irreversiblen Verlusten der denervierten Muskelfasern kommen, welche

dann durch Binde- und Fettgewebe ersetzt werden (27).

Klinisch auldert sich eine Denervationsatrophie neben der Abnahme der Muskelmasse
in Muskelschwache und kann elektrophysiologisch anhand von abnormer
Spontanaktivitat mit Fibrillationen und positiven scharfen Wellen festgestellt werden.
Die Denervationsatrophie kann regeneriert werden, wenn die zugehodrige motorische
Einheit reinnerviert wird. Dabei orientiert sich der regenerierte Muskelfasertyp am
innervierenden Neuron, wodurch Gruppen an Fasern vom selben Typ entstehen
konnen, was als Fasertypgruppierung bezeichnet wird. Falls auch das reinnervierende
Neuron oder Axon sich auflost, atrophieren diese regenerierten Fasergruppen erneut,
was als typspezifische Gruppenatrophie bezeichnet wird und auf eine anhaltende

Denervationserkrankung hinweisen kann (27).

Differentialdiagnostische Atrophieformen

Inaktivitatsatrophie

Eine Inaktivitatsatrophie des Muskels tritt bei verminderter kontraktiler Aktivitat des
Muskels auf, wie beispielsweise bei einer schmerzhaften Lahmheit, Frakturen oder
Erkrankungen des Knochens oder der Immobilisation einer Gliedmale. Bei Menschen
und experimentellen Tiermodellen betrifft diese Form der Muskelatrophie zuerst Typ 2
Muskelfasern, wobei bei Haussaugetieren auch gemischte Faseratrophien
beschrieben worden sind. Eine kompensatorische Hypertrophie wurde hier nicht
beobachtet (27).

Muskelatrophie infolge von Mangelernahrung oder Kachexie

Bei Hungerzustanden kdnnen Muskelproteine als Nahrstoffquelle flr den restlichen
Korper mobilisiert werden. Bei Kachexie infolge chronischer Erkrankungen oder
Neoplasien ist die Muskelatrophie Zytokin-mediiert, wobei praferentiell Typ 2
Muskelfasern betroffen sind. Der Grad der gesehenen Atrophie reicht hier jedoch
ublicherweise nicht an den der Denervationsatrophie heran. Vorberichtliche
Informationen sollten hier eine Unterscheidung zu anderen Atrophieformen

ermoglichen (27).

Muskelatrophie bei endokrinen Erkrankungen

Beim Hund sind infolge von Hypothyreoidismus und Hyperadrenokortizismus
neuromuskulare Schwache und Muskelatrophie beschrieben, welche Typ 2
Muskelfasern betreffen und nicht in einer kompensatorischen Hypertrophie von Typ 1
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Fasern munden. Die Unterscheidung zur Denervationsatrophie kann hier mittels
Immunhistochemie erbracht werden, wobei auch hier der Grad der Atrophie nicht an

den bei der Denervationsatrophie gesehenen heranreicht (27).

Myopathische Atrophie und myopathische Veranderungen

Bei primaren Muskelerkrankungen  kdonnen  unspezifische  myopathische
Veranderungen beobachtet werden in Form einer erhOhten Variabilitat der
MuskelfasergrofRe. Eine selektive Typ 1 Muskelfaseratrophie tritt beispielsweise bei
der Nemalin-Myopathie der Katzen auf, wobei die Enzymhistochemie bei der Diagnose

hinzugezogen werden sollte (27).

2.3. Funktionelle versus strukturelle Einteilung von Neuropathien

Periphere Nervenerkrankungen konnen nach zahlreichen verschiedenen Aspekten
klassifiziert werden. Im Folgenden werden die fur das Verstandnis der IMPN

wichtigsten Begrifflichkeiten kurz erlautert.

Einerseits kann unterschieden werden, ob ein einzelner Nerv betroffen ist bei
sogenannten Mononeuropathien, mehrere Nerven involviert sind bei Polyneuropathien
(PN) oder kraniale, spinale oder autonome Nerven geschadigt sind, wobei in den

meisten Fallen bei Mensch und Tier Polyneuropathien vorliegen (21).

Nach morphologischen Diagnosekriterien konnen periphere Neuropathien einerseits
primar das Axon betreffen, sogenannte Axonopathien, oder die Myelinscheide,
sogenannte Myelinopathien (21). Eine Ubersicht dazu findet sich in Abbildung 2.
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Abbildung 2. Schematische Darstellung verschiedener morphologischer Einteilungsmoglichkeiten von
Nervenschaden nach Lanigan et al. (21), modifiziert.

Ebenso konnen nicht-neuronale Bestandteile des peripheren Nervens angegriffen
werden, wie beispielsweise Blutgefalle oder Bindegewebe, wodurch Ischamien,
Odeme und Fibrosen entstehen kdnnen und es zu sekunddren Schiaden am
peripheren Nerven kommen kann (21).

Eine funktionelle Unterscheidung kann in motorische, sensorische, gemischte

sensorimotorische und autonome Neuropathien getroffen werden (30).

24. Uberblick iiber die klinische Prasentation und Diagnostik
feliner neuromuskularer Erkrankungen

Storungen des unteren motorischen Neurons zeigen sich klinisch allgemein meist mit
Muskelschwache und neurologischen Ausfallen wie mit Paresen, Paralysen,
Muskelatrophie, Hyporeflexie, Hypotonie, abnormem Gangbild, leistungsinduzierter
Schwache, Dysphagie, Regurgitieren, Dyspnoe und Dysphonie (31).

FUr die diagnostische Aufarbeitung werden das Signalement und die Anamnese

erhoben, es konnen Bluttests, elektrophysiologische und bildgebende
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Untersuchungen vorgenommen und Zerebrospinalflissigkeit (CSF) sowie Muskel- und
Nervenbiopsien entnommen werden (31, 32). Die Elektromyografie (EMG) misst dabei
mittels Elektroden die elektrische Muskelaktivitdt, welche grafisch anhand von
Potentialen in Wellenform dargestellt und hinsichtlich der Amplitude, Dauer,
Phasenanzahl, Polaritat, Frequenz und Wiederholung ausgewertet werden. Dabei
werden vier Muster abnormer Spontanaktivitat unterschieden: Fibrillationspotentiale,
positive scharfe Wellen, komplexe repetitive Entladungen und myotonische Potentiale.
Weiterhin gibt die Messung der Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) Auskunft Uber die
Integritat von Nervenfasern innerhalb peripherer Nerven. Evozierte Potentiale kdnnen
mittels wiederholter Stimulation des Nervens ausgelost und aufgezeichnet werden und

geben Auskunft Giber den Zustand der neuromuskularen Ubertragung (31).

Bei Erkrankungen des Axons oder des Nervenzellkdrpers motorischer Nerven finden
sich sogenannte Denervationspotentiale in Form von positiven scharfen Wellen und
Fibrillationspotentialen in der EMG der Gliedmalen, der paravertebralen Muskeln und
der Kopfmuskulatur. Sollten nur die Myelinscheiden oder Schwannzellen des
peripheren Nervensystems betroffen sein, konnen diese Denervationspotentiale
ausbleiben. Die NLG hingegen ist herabgesetzt bei segmentaler Demyelinisierung,

axonaler Konstriktion und bei Vorhandensein von regenerierenden Nervenfasern (7).

Die Maoglichkeit zu einer definitiven Diagnose zu kommen, bietet die Untersuchung von
Muskel- und Nervenbiopsien (31, 32).

2.5. Feline Polyneuropathien

Feline Polyneuropathien (PN) kdnnen unterteilt werden in angeborene oder erworbene
PN.

2.5.1. Angeborene Polyneuropathien

Sphingomyelinase-Defizienz Polyneuropathie

Zu den angeborenen Polyneuropathien gehort beispielsweise die Sphingomyelinase-
Defizienz Polyneuropathie Morbus Niemann-Pick, welche beim Menschen eine
autosomal-rezessiv vererbte lysosomale Speicherkrankheit darstellt. Klinisch zeichnet
sich die Erkrankung durch progressive Tetraparese und Ataxie mit palmi-/plantigrader

FuBung, Tremor und herabgesetzte bis ausbleibende propriozeptive und spinale



LITERATURUBERSICHT 13

Reflexe aus und tritt Ublicherweise bei Tieren zwischen zwei und sieben Monaten auf
(7, 31, 33).

Glykogenose Typ 4 Polyneuropathie

Bei norwegischen  Waldkatzen ist die autosomal rezessiv vererbte
Glykogenspeicherkrankheit Glykogenose Typ 4 beschrieben. Die Tiere zeigen klinisch
im Alter von ca. funf Monaten Tremor, Schwache und Tetraparese begleitet von
Muskelatrophie und Kontraktion der Sehnen. Histologisch findet sich Glykogen in
Nerven und Muskulatur (7, 32, 34).

Hyperchylomikronamie-assoziierte Neuropathie

Bei Hyperchylomikronamie-assoziierten Neuropathien wird ein autosomal rezessiver
Erbgang vermutet (31, 35). Klinisch wird die Erkrankung mit einer Hyperlipidamie,
Lipemia retinalis und einer peripheren Neuropathie, die durch die Beschreibung des
Horner Syndroms, Paralyse der Nn. facialis, trigeminalis, laryngeus recurrens, tibialis,
peroneus oder femoralis sowie den plantigradem Stand, charakterisiert wird, wobei
Fettgranulome die Nerven komprimieren und sich in entsprechenden neurologischen
Symptomen auldern (7, 31, 35). Die Erkrankung tritt Uberwiegend bei Tieren alter als
acht Monate auf (31).

Hyperoxalurische periphere Neuropathie

Die hyperoxalurische periphere Neuropathie ist ein weiteres Beispiel aus der Gruppe
der angeborenen PN, wobei die primare Hyperoxalurie vermutlich autosomal-rezessiv
vererbt wird (31), Europaische Kurzhaarkatzen (EKH) zwischen funf und neun
Monaten betrifft und mit einer Nierenerkrankung und dem Nachweis von
Oxalatkristallen in den renalen Tubuli einhergeht. Zusatzlich tritt eine Erkrankung des
unteren motorischen Neurons auf mit Schwache, Muskelatrophie und herabgesetzten
spinalen Reflexen, welche auf eine histologisch sichtbare Wallersche Degeneration
und eine immunhistochemisch nachweisbare Akkumulation von Neurofilamenten in
den ventralen Nervenwurzeln, proximalen Axonen und intramuskularen Nervenasten
zuruckzufuhren ist ohne bekannten zugrundeliegenden Pathomechanismus (31, 36,
37).

Distale Axonopathie bei Birmakatzen

Bei drei weiblichen Birmakatzen ist eine distale Axonopathie beschrieben, die sowohl
das zentrale als auch das periphere Nervensystem betrifft und bei der ein rezessiver
Erbgang vermutet wird. Klinisch auffallig werden die Tiere im Alter von acht bis zehn
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Wochen mit progressiver Ataxie, Hypermetrie und Hinterhandschwache mit
plantigradem Standbild und propriozeptiven Defiziten (7, 31, 32, 38). Histologisch

findet sich eine distale axonale Degeneration und Myelinopathie (38).

Axonale Polyneuropathie bei Snowshoe Katzen

Des Weiteren ist bei zwei verwandten mannlichen Snowshoe Katzen im Alter von vier
und sechseinhalb Monaten eine vermutlich vererbte axonale Polyneuropathie
beschrieben, die sich klinisch mit einer wiederkehrenden Hinterhandschwache und
histologisch mit einer axonalen Degeneration mit sekundarer Demyelinisierung
darstellt (39).

2.5.2. Erworbene Polyneuropathien

Die erworbenen Polyneuropathien kdnnen anhand ihrer Atiologie eingeteilt werden in
metabolische, vaskulare, toxische, neoplastische und paraneoplastische, infektiose
und immun-mediierte oder idiopathische PN (18, 32).

Metabolische Polyneuropathien

Zu den metabolischen Polyneuropathien bei Katzen zahlt eine distale PN, welche bei
Tieren mit Diabetes mellitus auftreten kann. Neurologisch aufiert sich dies in
Hinterhandschwache, plantigradem Standbild, progressiver Para- oder Tetraparese,
Muskelatrophie, Patellahyoreflexie und verzogerten Stellreaktionen (31, 40-42).
Elektrophysiologisch findet sich eine sensomotorische Neuropathie mit verminderter
Nervenleitgeschwindigkeit, erhohten F-Wellen und cord dorsum
Potentialverzogerungen in den Vorder- und Hintergliedmalien. Bei der Untersuchung
von Nervenbiopsien finden sich Myelinscheidendefekte, wie beispielsweise Aufsplitten
oder Ballonieren, De- und Remyelinisierung, Verlust von myelinisierten Fasern und

axonale Degeneration (41, 42).

Vaskulare Polyneuropathien
Die ischamische Neuromyopathie tritt im Zusammenhang mit Thrombosierungen der
kaudalen Aorta oder ihren Hauptabzweigung auf, wobei eine ischamische Nerven- und
Muskelschadigung auftritt (31).

Toxische Polyneuropathien

Toxische Neuropathien sind nach Gabe von Chemotherapeutika, der Aufnahme von
bestimmten Antibiotika sowie im Rahmen von toxikologischen Studien zur Erforschung
von beispielsweise Acrylamid, Thalliumacetat und Organophosphaten beschrieben (7,
21, 31).
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Nach Gabe des Chemotherapeutikums Vincristin ist eine sensorische und motorische
Polyneuropathie, welche sich klinisch mit Tetraparese darstellt, beschrieben.
Histologisch sind fokale axonale Schwellungen, welche Akkumulationen von
Neurofilamenten  darstellen,  Wallersche  Degeneration und  paranodale

Demyelinisierung darstellbar (7, 43).

Katzen, die Salinomycin in Form von kontaminiertem Huhnchenfleisch aufgenommen
haben, zeigten klinisch eine progressive Paraparese, Tetraparese, Verlust von
spinalen Reflexen, Dyspnoe, Dsyphagie und generalisierte Muskelatrophie (7, 32, 44).
Histologisch findet sich eine distale Axonopathie, welche sowohl die sensorischen als

auch die motorischen Nerven betrifft (7, 44).

Neoplastisch und paraneoplastische Polyneuropathien
Neoplasien wie beispielsweise Lymphome haben zumeist ein asymmetrisches
Verteilungsmuster und finden sich praferentiell am N. ischiadicus aufgrund der Nahe

zum Ln. inguinalis (32).

Eine paraneoplastische Polyneuropathie wird im Zusammenhang mit Lymphomen
aullerst selten bei der Katze gesehen (31, 32). Klinisch ist in einem Fallbericht
progressive Schwache in den Gliedmalien, Tetraparese mit bilateraler Flexion der
Karpalgelenke und AufRenrotation des Antebrachium beschrieben. Histologisch stellt
sich die Erkrankung mit Demyelinisierung, axonaler Degeneration und

Muskeldenervation dar (45).

Erndhrungsbedingte Polyneuropathien

Die unzureichende Aufnahme von Phenylalanin und Tyrosin fuhrt experimentell zu
einer sensorischen Neuropathie, welche sich klinisch in abnormem Stand- und
Gangbild sowie Vokalisation zeigen. Histologisch finden sich degenerierte Axone, im
Englischen sog. “Myelin ovoids” und phagozytisch aktive Makrophagen, welche
zusammen mit der normalen Myelinscheidendicke der nicht oder wenig betroffenen
Nervenfasern als eine primare Axonopathie mit sekundarer Demyelinisierung

interpretiert werden (46).

Infektiose Polyneuropathien
Nach experimenteller Infektion mit Felinem Immundefizienz-Virus ist bei Katzen eine
Neuropathie mit Atrophie von myelinisierten Fasern, verringerter Myelinscheidendicke

sowie peri- und endoneurialen Infiltraten mit mononuklearen Zellen beschrieben (47).
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Im Zusammenhang mit einer Mykobakterien-Infektion wurden bei einer Katze
progressive Lahmheit mit Paralyse einer Monoparalyse in der Hintergliedmalle

festgestellt, welche sich histologisch als pyogranulomatése Neuritis darstellt (48).

Idiopathische bzw. immun-mediierte Polyneuropathien (IMPN)

Idiopathische bzw. immun-mediierte Polyneuropathien gehdren zu den haufigsten bei
der Katze Uber Nervenbiopsien diagnostizierten Erkrankungen (4) und treten
ublicherweise bei jungen Katzen von unter zwei Jahren auf mit plotzlich oder

schleichend auftretender Schwache und Tetraparese (3, 4, 18, 49).

In der neurologischen Untersuchung konnen reduzierte spinale Reflexe, spinale
Schmerzen, Hyperasthesie, Probleme beim Kot- und Harnabsatz und Defizite der
Gehirnnerven auffallen (3, 4, 8, 18, 49). Bei der bisher grofdten untersuchten
Tierpopulation in Europa (Partnerstudie der vorliegenden Studie) zeigte sich bei 74%
der betroffenen Katzen klinisch eine progressive Phase, welche durchschnittlich 14
Tage andauerte (18). In der elektrophysiologischen Untersuchung werden spontane
Muskelaktivitat mit Fibrillationen und positiven scharfen Wellen, eine reduzierte NLG
motorischer Nerven, erhohte Latenzzeiten, reduzierte Amplituden, abnorme F-Wellen
und temporale Dispersion beschrieben (3, 7, 18, 49-51). Der Verlauf wird in der
klinischen Partnerstudie am haufigsten als remittierend bzw. remittierend-
wiederkehrend beschrieben, wahrend Stagnation, Progression oder intermittierende
Verlaufe seltener gesehen wurden (18). Ruckfalle sind in der Literatur haufig
beschrieben (3, 4, 8, 18, 52).

Histologisch kann sich die Erkrankung mit Entzindung der peripheren Nerven,
Nervenwurzeln oder auch Ganglien darstellen (2-5, 50). Dabei sind mononukleare
Zellinfiltrate auffindbar eventuell begleitet von De- und Remyelinisierung (2, 3, 5, 6, 50,
52). Angriffspunkt der Zellinfiltrate konnen in den peripheren Nerven die Schmidt-
Lanterman Kerben und/oder der nodo-paranodale Bereich sein. Das erste
morphologisches Klassifikationsschema fur verschiedene IMPN Subtypen bei Hunden
und Katzen mit Mustern von Angriffspunkten fur die entzindliche Reaktion und
Demyelinisierung wurde von Gross et al. erstellt und ist in Abbildung 3 dargestellt.
Subtyp 2a wurde dabei bei Katzen nicht gesehen, daflr wurde Subtyp 4 ausschliel3lich

bei felinen Patienten festgestellt. (4).
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der IMPN  Subtypen von Gross et al. (4):
(1) Beim IMPN Subtyp 1 sind die Zellen angeheftet an die Schmidt-Lanterman Kerben oder dringen in diese ein.
(2a) Frih-invasiver IMPN Subtyp 2 mit hochgradiger Demyelinisierung, dysmorphen Paranodien, paranodaler
Retraktion und nur wenigen Zellen am Ranvier-Schniirring.

(2b) Infiltrativer IMPN Subtyp 2 mit Zell-Clustern im Bereich des Ranvier-Schniirrings.

(3) IMPN Subtyp 3 mit einer diffusen Zellinfiltration.

(4) Gemischter IMPN Subtyp 4 mit nodo-paranodaler Pradominanz.

Zusatzlich zu den Veranderungen der peripheren Nerven ist in der Muskulatur eine
Denervationsatrophie beschrieben, wobei die intramuskularen Nervenaste ebenfalls

entzindet und von einem Verlust von Nervenfasern betroffen sein kdnnen (3, 50).

Therapeutisch werden Kortikosteroide, nicht-steroidale Antiphlogistika,

Supplementierung mit L-Carnitin und Physiotherapie eingesetzt (2, 3, 7, 8, 15, 18).

Die uberwiegende Anzahl der Tiere in den beiden grof3ten Studien zur IMPN erholt
sich (3, 18), wobei eine Erkrankung in jungem Alter mit plotzlich auftretenden
Symptomen mit der Erholung korreliert wurde (18). Ruckfalle sind in der Literatur bei
Katzen haufig beschrieben (3, 4, 8, 18, 52).

Die Atiologie der Erkrankung ist bisher in weiten Teilen unklar. Es werden immer
wieder Parallelen zu den humanen IMPN Guillain-Barré Syndrom und der chronischen
inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie gezogen (2-8, 18, 49). Die
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Autoimmunreaktion soll auch bei Tieren durch eine sogenannte molekulare Mimikry
ausgelost werden, bei der nach Kontakt mit einem exogenen Antigen die
Immunantwort gegen endogene Epitope umgeleitet wird. Der Angriff gilt hier Proteinen
oder Glykolipiden in der Myelinscheide oder der axonalen Membran, wodurch
verschiedene IMPN Subtypen zustande kommen konnen (4). Eine serologische Studie
konnte bei betroffenen Katzen vergleichbar zum humanen GBS anti-Gangliosid
Antikorper der IgG Klasse als Biomarker nachweisen, genauer anti-GM2 and anti-
GalNAc-GD1a (49).

In mehreren Studien wurden vorwiegend Katzen der sogenannten B-Rassen
beschrieben, was eine Rassepradisposition bei Bengalkatzen, Britisch
Kurzhaarkatzen und Birmakatzen nahelegt (3, 4). In einer anderen Studie bei eng
verwandte Sibirischen Katzen eine genetische Komponente vermutet (15).

2.6. Immun-mediierte Polyneuropathien bei anderen Tierarten

Die IMPN ist als eine haufige Form der peripheren Neuropathien bei Hunden
beschrieben, wobei die Erkrankung 23% aller kaninen Einsendungen im
spezialisierten Histopathologielabor ausmacht (4). Im Vergleich zur Katze sind Hunde

unterschiedlichen Alters betroffen (4, 10).

Klinisch zeigen die Hunde ebenfalls Schwache, Tetraparese oder Tetraplegie mit
reduzierten spinalen Reflexen, eventuell unter Einbezug der Gehirnnerven (4, 10, 13).
Weiterhin sind neurogene Muskelatrophie, Hyperasthesie sowie Harn- und
Kotabsatzschwierigkeiten beschrieben (13). Die progressive Phase der Erkrankung ist
mit 5 bis 10 Tagen angegeben. Im Anschluss daran konnen die Lahmungen in einem
Zeitfenster zwischen zwei Wochen bis hin zu sechs Monaten anhalten (13).

In atiologischem Zusammenhang wurde bei Hunden als erstes der Kontakt mit
Waschbarenspeichel beschrieben, welcher zur Namensgebung bei der Coonhound
Paralyse fuhrte (12). In der folgenden Literatur wurden aul3erdem kurzlich erfolgte
Impfungen, virale Infektionen des oberen Respirationstraktes oder kuirzlich
stattgefundene bakterielle oder virale Infektionen des Gastrointestinaltrakts bei der
IMPN beschrieben (13, 53).

Serologisch konnten bei betroffenen Hunden vergleichbar zu Katzen anti-GM2 und
anti-GalNAc-GD1a IgG Antikorper als Biomarker nachgewiesen werden (9, 10, 49).
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Therapeutisch kommt bei Hunden vor allem die Physiotherapie zum Einsatz (13, 54).
In einer Studie wurden vergleichbar zur Humanmedizin bereits intravenos verabreichte
Immunglobuline (IVIG) eingesetzt, wobei die behandelten Tiere eine Tendenz zu einer
schnelleren Erholung unter dieser Therapie zeigten (54). Kortikosteroide haben sich in
der Therapie der IMPN beim Hund als nicht effektiv erwiesen (13, 54).

Die meisten Hunde erholen sich innerhalb von mehreren Wochen bis hin zu sechs
Monaten vollstandig, wobei in schweren Fallen auch Spatschaden zuruckbehalten

werden konnen (13).

Die IMPN ist ebenfalls bei weillen Leghorn Hihnern und beim Schimpansen spontan
auftretend beschrieben (55, 56).

Das gebrauchliche Tiermodell fur die humanen Erkrankungen Guillain-Barré Syndrom
und die chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie ist die
experimentelle autoimmune Neuritis (EAN), welche bei Ratten, Mausen, Kaninchen
und Meerscheinen Uber eine Immunisierung mit einem peripheren Nervenhomogenat,
Myelin/Myelinbestandteilen oder adoptivem Transfer von autoreaktiven P2 Proteinen
oder Myelin Protein PO Peptid-spezifischen T Zell Linien induziert werden kann (1, 16).
Eine Ubersicht der spontan auftretenden Erkrankung und der Tiermodelle findet sich
in Abbildung 4.
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Abbildung 4. Uberblick tiber die spontan auftretende IMPN und experimentelle Tiermodelle.
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2.7. Ausgewahlte Beispiele immun-mediierter Polyneuropathien

des Menschen

Im Folgenden werden die bisher zur felinen und kaninen IMPN zu Vergleichen
herangezogenen humanen IMPN Erkrankungen dargestellt. (2-14).

2.7.1. Guillain-Barré-Syndrom (GBS)

Das erstmals von Georges Charles Guillain, Jean Alexandre Barré und André Strohl
1916 beschriebene Guillain-Barré-Syndrom stellt eine Form der IMPN beim Menschen
dar, welche vergleichbar zum Tier ebenfalls die Axone und Myelinscheide schadigt
und zu Lahmungserscheinungen fuhrt (57, 58). Die jahrliche Inzidenz ist mit 0,5 bis 2
Fallen pro 100.000 Einwohnern angegeben und somit die weltweit haufigste Ursache
fur akute und subakute nicht-traumatische Paresen beim Menschen. Die Inzidenzrate
steigt mit dem Alter an, wobei GBS selten bei Kindern unter zwei Jahren auftritt. Im
Vergleich zu Frauen sind Manner ca. 1,5 Mal haufiger betroffen (59). Teilweise findet
sich eine regionale Haufung der Anzahl an Erkrankungen, welche eventuell auf eine
hohere Expositionsrate gegenlber infektiosen Triggern, welche das Syndrom
auslosen, zuruckzufuhren sein konnte (60). Des Weiteren gibt es regionale
Unterschiede hinsichtlich des Auftretens bestimmter Subtypen des GBS (59, 60).

Klassifizierung des GBS

Die in den westlichen Landern verbreitetste Form des GBS stellt die akute
inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (AIDP) dar. Daneben gibt es
mehrere Varianten, darunter die akute motorische axonale Neuropathie (AMAN) sowie
die akute motorische und sensorische axonale Neuropathie (AMSAN) (59, 61). Es
existieren auch Formen unter Einbezug des zentralen Nervensystems, von denen als
die Wichtigste das das Miller-Fisher-Syndrom (MFS) zu nennen ist, welches klinisch

mit Ophthalmoplegie, Areflexie und Ataxie einhergeht (62-64).

Klinische Symptomatik, Diagnosestellung und Therapie

Bei den meisten Patientinnen dufert sich die klassische Form des GBS in einer
monophasischen, akuten Neuropathie, welche nach zwei bis vier Wochen ein Plateau
erreicht. Klinische Symptome umfassen unter anderem eine bilateral symmetrische
progressive Schwache der Beine und Arme, Hyporeflexie bis hin zur Tetraparese. 20-
30% der Patientinnen erleiden ein Atemversagen und sind von kunstlicher Beatmung
abhangig. Weiterhin konnen eine erhdhte Proteinkonzentrationen in der CSF sowie
elektrophysiologische Veranderungen festgestellt werden. Zusatzlich zu oben
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genannter Schwache konnen sensorische Defizite, Ataxie und autonome
Dysfunktionen hinzukommen (59, 60, 65-67).

Diagnostisch werden aullerdem serologische Tests hinzugezogen. Inzwischen
konnten verschiedene anti-Gangliosid-Antikorper bei Patientinnen identifiziert werden,
wie anti-GM1, anti-GM2, anti-GD1a, anti-GD1b, anti-GalNac—-GD1a, anti-GQ1b, anti-
GD3, anti-GT1a, und teilweise spezifischen Subtypen, infektiosen Triggern sowie
Phanotypen zugeordnet werden (61, 68). Wahrend bekannt ist, dass die AMAN und
das MFS mit spezifischen anti-Gangliosid-Antikorpern einhergehen, sind die genauen
Zielstrukturen der fehlgeleiteten Immunantwort bei der AIDP noch unbekannt (69). Im
Fokus der Forschung steht unter anderem die ldentifikation von anti-Gangliosid-
Komplex-Antikorpern. Diese sind gegen sogenannte Glykolipid-Domanen gerichtet
und binden folglich an heteromere oder multimere Lipid-Komplexe und sind schwer
nachweisbar (60).

Therapeutisch kommen neben moglicherweise bendtigten intensivmedizinischen
Mallnahmen vor allem die Plasmapherese oder IVIG zum Einsatz mit
physiotherapeutischer Begleitung, wobei auch noch weitere immuntherapeutische
Ansatze erforscht werden (59, 70).

Nach der akuten Phase haben Patientinnen insgesamt gute Chancen auf Erholung,
wobei sich mehr als 80% innerhalb von sechs Monaten erholen. Wahrend der akuten
Phase versterben weniger als 5% der betroffenen Personen. Mittlerweile behalten
weniger als 20% schwere Behinderungen zuruck (70, 71).

2.7.1. Chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie
(CIDP)

Mit einer Inzidenz von 0,8 bis 8,9 Fallen pro 100.000 Personen ist die CIDP die
haufigste IMPN beim Menschen (1, 72). Ob eine regionale Haufung wie beim GBS
vorliegt, wurde bislang nicht systematisch erfasst (1). Die CIDP kann in allen
Altersstufen auftreten (73), wobei das durchschnittliche Alter betroffener Individuen bei
48 Jahren liegt (1). Manner sind mit einem Verhaltnis von 2:1 deutlich haufiger
betroffen im Vergleich zu Frauen (1, 72).

Vorangegangene Infektionen sind zwar beschrieben, treten aber im Vergleich zum
GBS deutlich seltener auf, ebenfalls konnten keine bestimmten Erreger mit der

Erkrankung assoziiert werden (1, 73).
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Klassifizierung der CIDP

Verschieden Subtypen der klassischen CIDP sind beschrieben. Dabei wird in eine rein
motorische und eine rein sensorische CIDP unterteilt, wobei die sensorische Variante
nach Jahren auch in die motorische ubergehen kann (1). Weitere Varianten umfassen
die demyelinisierenden Neuropathien mit monoklonaler Gammopathie unbestimmter
Signifikanz aulRer IgM, die chronische inflammatorische axonale Polyneuropathie, die
distale erworbene demyelinisierende symmetrische Neuropathie sowie die multifokale
erworbene demyelinisierende sensorische und motorische Neuropathie (auch bekannt
als Lewis-Sumner Syndrom) (1, 72).

Klinische Symptomatik, Diagnosestellung und Therapie

Vergleichbar zum GBS tritt die CIDP als progressive symmetrische sensomotorische
Neuropathie auf, welche sich fur langer als acht Wochen progressiv entwickeln muss,
um die zugrunde gelegten diagnostischen Kriterien zu erfullen. Motorische Defizite
umfassen eine chronisch-progressive, schrittweise voranschreitende oder
wiederkehrende symmetrische proximale und distale Muskelschwache und eine
sensorische Dysfunktion aller Extremitaten. Klinisch findet sich eine Hypo- bis
Areflexie, die Gehirnnerven kdnnen mit betroffen sein (1, 74).

Fir die Diagnosestellung mussen verschiedene klinische, labordiagnostische und
elektrophysiologische Kriterien erfullt sein. Es gibt hierbei eine Fulle an Katalogen flur
die diagnostischen Punkte (1), wobei die Kriterien der European Federation of
Neurological Societies (EFNS) in Kooperation mit der Peripheral Nerve Society (PNS)
(74) die beste Sensitivitat und Spezifizitat aufweisen (1). Elektrophysiologische Tests
sollen zur Detektion von Demyelinisierung beitragen und umfassen eine verlangerte
distale motorische Latenz, eine reduzierte NLG, erhdohte F-Wellen Latenzen,
Leitungsblocks und temporale Dispersion. Ein erhdhter Proteingehalt im CSF ist ein
zusatzliches hinweisendes diagnostisches Kriterium, wohingegen ein erhohter
Zellgehalt (>50 Leukozyten ul') die Diagnose ausschlieft. AuBerdem werden
bildgebende Verfahren in der Routinediagnostik implementiert. Mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) kann eine erhOhte Signalstarke oder
Kontrastmittelanreicherung in den Nervenwurzeln oder -plexus bei mehr als der Halfte
der Patientlnnen festgestellt werden. Eine Ultraschalluntersuchung kann eine

GroRenzunahme der Nerven zeigen (1).
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Therapeutisch kommen vergleichbar zum GBS ebenfalls neben Physiotherapie die
Plasmapherese sowie IVIG zum Einsatz. Zusatzlich haben sich auch Kortikosteroide

als effektiv erwiesen (1, 72).

2.8. Pathophysiologie humaner immun-mediierter Neuropathien

Bei immun-mediierten Neuropathien wird allgemein angenommen, dass die humorale
und zellvermittelte Immunantwort zusammenwirkend zur Schadigung des Nervens
fuhren (1, 75).

Getriggert durch Infektionen kann es zu einer Aktivierung und Proliferation
autoreaktiver T Zellen Uber eine sogenannte molekulare Mimikry kommen, welche auf
die Ahnlichkeit zwischen bakteriellen Epitopen und Antigenen peripherer Nerven
zuruckzufuhren ist (1). Daraufhin sezernieren die autoreaktiven T Zellen Zytokine,
welche die Produktion von Autoantikdrpern durch B Zellen stimulieren. Die aktivierten
T Zellen passieren die Blut-Nervenschranke mittels Interaktion zwischen
Adhasionsmoleklulen auf der Oberflache der T Zellen und Endothelzellen
endoneurialer Blutgefale. Durch Seziernieren von Metalloproteinasen durch die
aktivierten T Zellen wird ein Durchdringen der Basalmembran ermoglicht,
infolgedessen Immunzellen, grof3ere Molekule und auch I6sliche Serumbestandteile
wie Autoantikdrper oder Komplementfaktoren passieren kdnnen. T Zellen sezernieren
im peripheren Nerven pro-inflammatorische Zytokine, welche die Entzindungsreaktion
verstarken durch das Anlocken weiterer Immunzellen. Aktivierte Makrophagen konnen
Mediatoren wie pro-inflammatorische Zytokine, reaktive Sauerstoffspezies und
Proteasen sezernieren, welche die Entzindung erhalten und sowohl Schwannzellen
als auch Axone direkt schadigen (1, 75). Zusatzlich kdnnen sie als Antigen-
prasentierende Zellen agieren (75). Die erwahnten Autoantikdrper binden an Myelin-
Glykoproteine oder Proteine am Ranvier-Schnurring oder in der paranodalen Region.
Diese Bindung kann zur Aktivierung des Komplementsystems, zu durch Makrophagen
mediierte axonale Degeneration oder Demyelinisierung und zum Zusammenbruch der
nodalen Architektur fuhren (1). Die gebundenen Autoantikdrper behindern die
Reizweiterleitung entlang des Nerven und hemmen die Signalubertragung auf den
Muskel (75). Makrophagen tragen ebenfalls zur Beendigung der Immunantwort bei,
indem sie die Apoptose von T-Zellen stimulieren und anti-inflammatorische Zytokine

sezernieren (795).
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2.8.1. Immunpathogenese des GBS

Die Immunpathogenese des GBS ist bisher nur in Teilen klar, da nur wenige
pathomorphologische Untersuchungen beim Menschen durchgefuhrt werden und sich
das Hintergrundwissen daher hauptsachlich auf Erkenntnisse aus der EAN stutzen
(69).

Bei circa zwei Dritteln der Patientlnnen hat innerhalb von vier Wochen vor dem
Einsetzen der Symptome eine immunologische Auseinandersetzung mit einem
infektiosen bakteriellen oder viralen Trigger stattgefunden (69), wie beispielsweise mit
Campylobacter jejuni, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Cytomegalievirus, Hepatitis E Virus, Epstein-Barr Virus, Zikavirus oder Influenza A
Virus (69, 76-85). Im Fokus der derzeitigen Forschung steht die Assoziation mit einer
Infektion mit SARS-CoV-2 (69, 86). Auch in Verbindung mit Impfungen wurden in der
Vergangenheit Ausbriche von GBS festgestellt wie nach einer Impfung mit Semple
Tollwutvirusimpfstoff und verschiedenen Influenza A Virus Impfstoffen (87-89).
Ebenfalls sind bei der Immunisierung mit COVID-19 Impfstoffen Falle von GBS
berichtet worden (90).

Die Assoziation mit infektiosen Triggern hat die Rolle der oben bereits erwahnten
molekularen Mimikry in Bezug auf die autoimmune Reaktion beim GBS nahegelegt
(69). Diese Hypothese konnte bei Infektionen mit C. jejuni bei motorischen Varianten
des GBS nachgewiesen werden. Bei 30-66% der AMAN Patientinnen fand im
Vorhinein eine Infektion mit C. jejuni statt, wobei Antikorper, die gegen
Lipooligosaccharide (LOS) in der Wand des Bakterium gerichtet sind, umgeleitet
werden auf das Axon. Da jedoch geschatzt wird, dass weniger als eine von 1000
Personen mit einem symptomatischen Verlauf der Infektion tatsachlich AMAN
entwickeln, wird angenommen, dass eine Kombination zwischen korpereigenen und
mikrobiellen Faktoren bestimmt, ob es zur Produktion der Autoantikorper kommt. Ein
bekannter Faktor vonseiten des Bakteriums stellt das Vorhandensein von sialylierten
LOS dar. Die exakten pradisponierenden Faktoren im menschlichen Genom konnten
bisher noch nicht identifiziert werden (1).

Bei der motorischen Variante des GBS binden anti-GM2 und anti-GD1a Antikorper am
Ranvier-Schnurring. Hierbei kommt es zu Storungen und daraus resultierendem
Mangel an geclusterten Natriumkanalen, wodurch sich die Verteilung von lonen und

Wasser verandert, was in eine reduzierten axonalen Reizweiterleitung muindet.
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Alternativ konnen die Autoantikorper auch an die Nervenendigungen binden, wodurch
in Modellen eine Degeneration der prasynaptischen Nervenendigungen gezeigt
werden konnte. Die Bindung von Komplementfaktoren an die gebundenen
Autoantikorper resultiert in der Bildung des Membranangriffskomplex. Die Aktivierung
des Fcy Rezeptors auf infiltrierenden Makrophagen durch Antikorper-Antigen
Immunkomplexe fuhrt auBerdem zur Freisetzung von toxischen Mediatoren und
Phagozytose von Myelin. Es kommt zur paranodalen Abloésung von Myelin mit
Ausweitung des nodalen Bereichs, wobei sich Demyelinisierung und lymphozytare
Infiltrate in Grenzen halten. Dieser Prozess kann sich bis axonalen Degeneration
fortsetzen, welche mit einem Weiterleitungsblock einhergeht (1).

Bei der AIDP konnten die Mechanismen der molekularen Mimikry bisher nicht
identifiziert werden, obwohl auch hier Infektionen mit hoher Inzidenz der Erkrankung
vorangehen (1). Einige Studien legen nahe, dass Autoantikorper bei dieser Variante
gegen Schwannzellepitope gerichtet sind, wobei es dann ebenfalls zur Bindung von
Komplementfaktoren kommen soll, welche zur Zerstérung von Myelin und durch
Makrophagen mediierte Demyelinisierung fuhren (1, 69). Serologische Studien
konnten jedoch auch Antikdrper nachweisen, die gegen nodale und paranodale
Regionen gerichtet sind, wobei die genauen Zielstrukturen auf molekularer Ebene

noch weitestehend unklar bleiben (1).

Histologisch werden typischerweise eine Infiltration mit T Zellen und Makrophagen in
die betroffenen Nerven, Nervenplexus und Nervenwurzeln festgestellt. Segmentale
Demyelinisierung mit Ablagerung von Immunglobulinen und Komplement und

prominenter Infiltration mit Makrophagen sind ebenfalls beschrieben (1).
2.8.2. Immunpathogenese der CIDP

Die der CIDP zugrundeliegende Immunpathologie ist noch unzureichend bekannt. Es
handelt sich auch hier um eine Autoimmunreaktion, welche sowohl die zellulare als
auch die humorale Immunkomponente beinhaltet und am peripheren Nerven zu
Demyelinisierung und axonalen Schaden fuhrt (69). Eine molekulare Mimikry wie beim
GBS soll allerdings keine Rolle spielen, wobei die Identifikation infektioser Trigger auch
durch die chronische und verzogert auftretende Natur der Erkrankung bedingt sein
konnte (91).

Die Immunantwort der klassischen CIDP fuhrt zur segmentalen Demyelinisierung mit

Infiltration von Makrophagen und T Zellen mit Nachweis von Immunglobulinen und
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Komplementaktivierung an der aufleren Oberflache der Schwannzellen sowie an
kompaktem Myelin (69). Zusatzlich tragen die genannten Entzindungszellen zum
Zusammenbruch der Blut-Nervenschranke bei, was im Gewebeschnitt in Form von
Makrophagen und in geringerer Anzahl auch CD8+ und CD4+ T Zellen angeordnet um
endoneuriale Blutgefalle beobachtet werden kann (1).

Im Zuge der zellularen Immunantwort wird davon ausgegangen, dass am peripheren
Nerven gebundene Autoantikorper die Zerstorung der Myelinscheide durch
Makrophagen entweder Uber das Erkennen von Immunglobulinen oder uUber eine
Aktivierung der Komplementkaskade aktivieren. Alternativ konnten auch T Zellen oder
ortsstandige Makrophagen die Makrophagen-induzierte Demyelinisierung einleiten. Im
Serum betroffener Patientinnen konnte eine erhdhte Anzahl an aktivierten T Zellen
ebenso wie erhohte proinflammatorische Zytokinwerte festgestellt werden sowie CD4+
und CD8+ T Zellen in N. ischiadicus Bioptaten. Daruber hinaus wurden vermehrt
naturliche Killerzellen und CD8+ T Zellen im CSF betroffener Patientinnen
nachgewiesen, was die Rolle zytotoxischer Zelltypen bei der Immunpathogenese der
CIDP unterstreicht (69).

Mit dem Nachweis von 1gG4 Antikorpern, welche gegen Proteine am Ranvier-
Schndrring gerichtet sind, konnten spezifische Phanotypen der CIDP korreliert werden
(69). Die identifizierten nodalen und paranodalen Antigene umfassen Contactin 1,
Neurofascin (NF) 155, sowie NF186 und NF140 (1).

Histologisch sind bei der CIDP neben perivaskularen Infiltraten auch
Entzindungszellen im Peri- und Endoneurium, Hypomyelinisierung, Onion-bulbs,

Schwannzellpathologien und irregulare paranodale Areale beschrieben (1, 69).

2.9. Forschungsbedarf zur in der Veterinarmedizin

Aufgrund der Haufigkeit der Diagnose IMPN bei Katzen im histopathologisch
spezialisierten Einsendungslabor (4) und der geringen Anzahl an Publikationen mit
groReren felinen Patientenzahlen mit dieser Erkrankung (von mehr als 10 Individuen;
wie in der vorgelegten Studie, wobei die klinische Partnerstudie nicht bertcksichtigt
wurde) (3, 4), ergibt sich ein wichtiger Forschungsbedarf im Hinblick auf Signalement,
histomorphologische Prasentation, Verlauf und Prognostik, Therapie und
Immunpathogenese. Die spontan auftretende Erkrankung IMPN bei Hund und Katze
bietet zudem die Moglichkeit, wichtige Erkenntnisse zur humanen IMPN anhand der
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Untersuchungen der zu diagnostischen Zwecken eingesandten felinen Nerven- und
Muskelbioptaten zu erhalten (4). Dabei entstehen fur das jeweilige Tier keine

zusatzlichen Belastungen.

Die vorliegende Studie ist Teil einer groReren Forschungsinitiative zur IMPN, welche
in Abbildung 5 naher dargestellt wird. Neben dem zentralen Motiv der
histopathologischen Untersuchung sollen innerhalb dessen die klinischen Parameter
(Signalement, infektiose Trigger, Verlauf und Stadium der Erkrankung,
Elektrodiagnostik, Therapie und Outcome), die Bedeutung gewebsgebundener
Antikorper, involvierte T-Zell-Mechanismen und die Bedeutung zirkulierender
Antikorper aufgeklart werden. Zwei der vorgelegten Studie vorangehende Arbeiten von

Gross et al. sind bereits publiziert worden (4, 92).



29

LITERATURUBERSICHT

Suninapag
ayasidojoig

-suolie|NWIls
-ualhzoydwAhy

Suninapag

shesse

$359158unJaIxly
-uawa|dwoy

ayosidojolg

édadagynuy

!

Y
ayasixo103Az

Jadionuy

Juapiam
uasaimadyoeu
uajuuoy

Jadigyuy-pisol|Buen-nuy
Jadioyiuy-pidijoad|n-nuy

Juawwesnz
uasseq

INpnIs|alz

Jadigynuy

3puaJais|jesnan

-3qaman

Suiseal

-Juawa|dwoy

dladioynuy
apualalAie
-Juawajdwoy

dnssaIday
énIssaldoid

iualopiey
anIPELd

ﬁ dAL-|[92434jH-L

Juawwesnz
uassed

uaiopjey

_ 19sgns|jz g H

AuP|oIAZ E

A

21q14 anIBN

A

Sunmjuesys3
Jap wnipejs
pun jnejsap

128311

‘Quawsa|eudis

NdIAIl 3[BWIBIA

ayosi8o|olsiH

Bunuaisidhagng sunyejssne
ds
shesse Suiseay EINENTIVE]
AessepidijodA|n | _uassepy Y¥odLub
-0AIy oI
/vsn3 AOPIA a44id Mo -wapue|
t i t %

i

Abbildung 5. Uberblick tiber die Forschungsinitiative zur IMPN bei Katze und Hund. Die Felder, welche von der

vorliegenden Studie inklusive der klinischen Partnerstudie abgedeckt werden, sind blau markiert. Die rot

markierten Felder stellen bereits publizierte methodische Vorarbeiten dar, welche unter dem Abschnitt VII.

genannt werden.
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Inflammatory polyradiculoneuropathy (IMPN) is one of the causes of sudden onset of
neuromuscular signs such as para-/tetraparesis in young cats. Even though most cases
have a favorable outcome, persistent deficits, relapses, and progressive courses are
occasionally seen. As clinical presentation does not always appear to predict outcome
and risk of recurrence, this study was initiated to screen for prognostic biopsy findings
in a large cohort of histologically confirmed IMPN cases with clinical follow-up. In
total, nerve and muscle specimens of 107 cats with biopsy diagnosis of presumed
autoreactive inflammatory polyneuropathy and 22 control cases were reviewed by two
blinded raters for a set of 36 histological parameters. To identify patterns and subtypes
of IMPN, hierarchical k-means clustering of 33 histologic variables was performed.
Then, the impact of histological parameters on IMPN outcome was evaluated via an
univariate analysis to identify variables for the final multivariate model. The data on
immediate outcome and follow-up were collected from submitting neurologists using a
purpose-designed questionnaire. Hierarchical k-means clustering sorted the tissues into
4 main categories: cluster 1 (44/129) represents a purely inflammatory IMPN picture,
whereas cluster 2 (47/129) was accompanied by demyelinating features and cluster
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3 (16/129) by Wallerian degeneration. Cluster 4 (22/129) reflects normal tissues from
non-neuropathic control cats. Returned questionnaires provided detailed information
on outcome in 63 animals. They were categorized into recovered and non-recovered.
Thereby, fiber-invasive infiltrates by mononuclear cells and mild fiber loss in intramuscular
nerve branches correlated with higher probabilities of recovery. Remyelination in semithin
sections, on the other hand, is correlated with a less favorable outcome. Animals
grouping in cluster 1 had a tendency to a higher probability of recovery compared to other
clusters. In conclusion, diagnosis of feline IMPN from nerve and muscle biopsies allowed
for the identification of histologic features that were positively or negatively correlated

with outcome.

Keywords: feline, neuromuscular, histology, histopathology, tetraparesis, CIDP, GBS, outcome

INTRODUCTION

Acquired polyneuropathies in cats are described as either
of metabolic, toxic, paraneoplastic, immune-mediated, or
idiopathic origin (1-14). Idiopathic, presumably immune-
mediated, inflammatory polyneuropathy (IMPN) is sparsely
reported in the current literature (1-3, 8, 15, 16), whereas in a
previous study, we showed that 59% of all feline nerve biopsies
submitted for diagnostic evaluation at a referral center were
compatible with IMPN (6). Young animals of under 2 years
of age are typically affected and present with sudden onset of
neuromuscular signs, progressive course, and multiple episodes
of relapses (1, 6, 15, 17, 18). Some studies suggest a breed
predilection in Bengal cats (15), and a hereditary component
has been proposed in Siberian cats (15, 16). Clinically, feline
patients commonly present with progressive neuromuscular
weakness, para- or tetraparesis, and show reduced to absent
spinal reflexes (1-3, 6, 8, 16, 18). Involvement of cranial nerves is
reported in a subset of patients (3, 6-8). Presumptive diagnosis of
IMPN is based on the clinical presentation and electrodiagnostic
evaluation, whereas histopathological evaluation of nerve and
muscle specimens is required for confirmation and providing
prognostic insights about the outcome (4, 18-20).

The limited literature describing the histopathologic
changes in IMPN in cats reports most striking features of
inflammation in nerve roots, especially in the ventral root
(2), but dorsal root involvement and ganglioneuritis are
also reported (7, 8) illustrating a heterogeneous motor and
sensory neuropathy. Common histopathological findings in the
peripheral nerves of IMPN-affected cats comprise mononuclear
inflammatory infiltrates with or without signs of demyelination
and remyelinating features (2, 6, 8, 15). Subsequently, muscle
biopsies are affected by muscle atrophy of denervation type,
and intramuscular nerve branches (IMNB) can display signs of
inflammation or nerve fiber loss (2, 15). The outcome is variable
ranging from full recovery, to partial recovery, and more rarely
to fatal cases (1-3, 7, 8, 15, 18). The largest cohort study of Bengal
cats by Bensfield et al. (15) reports a complete or partial recovery
in 29 of 33 cats, and a fatal outcome in 4 cats during the first
episode, followed by relapse in 12 feline patients with subsequent
euthanasia in 2 further animals. Studies on large cohorts of feline
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patients with IMPN comparing histopathological changes and
clinical outcome are currently lacking.

Immune-mediated polyneuropathies are presumed to
be the veterinary correlate to the human Guillain-Barré
syndrome (GBS) (3, 6, 7), the most frequent cause of acute
paralytic neuropathy in people (21). Whereas the diagnosis in
human medicine is entirely based on clinical, serologic, and
electrodiagnostic evaluation (21), histopathological investigation
of muscle and nerve biopsies is usually performed on companion
animals (22). As IMPN in cats is a spontaneously occurring
disease, much insight into the underlying immunobiology and
prognostic indicators can be gained by the evaluation of nerve
biopsies in this animal model.

The objective of this study was to perform a systematic
histopathological investigation of nerve and muscle biopsies
obtained from cats diagnosed with inflammatory neuropathy
of presumably immune-mediated origin, and to correlate these
findings with the clinical outcome. The following hypotheses
were postulated: (1) IMPN can be subcategorized into histologic
subtypes; (2) these subtypes correspond to diverse clinical courses
and/or disease stage; (3) prognostic indicators correlating with
the outcome can be identified from analysis of nerve and
muscle biopsies.

MATERIALS AND METHODS

Case Selection

Nerve and muscle biopsies of cats submitted for diagnostic
purposes to the Section of Clinical and Comparative
Neuropathology, Institute for Veterinary Pathology, Center
for Clinical Veterinary Medicine, Ludwig-Maximilians-
Universitaet Muenchen, Munich, Germany from 2011 to
2019 were retrospectively reviewed. Inclusion criteria for case
eligibility comprised: (1) submission of at least one nerve and/or
one muscle biopsy; (2) histologic diagnosis of inflammatory,
presumed immune-mediated, neuropathy, based on the
changes detected on peripheral nerve biopsies and/or terminal
intramuscular nerve branches on muscle biopsies. Age-matched
animals submitted to the necropsy service for reasons unrelated
to this study and without a history of neurologic disease
represented the control group. These latter underwent the same
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standard neuromuscular biopsy protocol for commonly biopsied
sites including common peroneal or sciatic nerve, and cranial
tibial muscle. Infectious agents were excluded by the referring
neurologists according to the standard protocols for diagnostic
workup of neuromuscular patients and to financial restrictions
imposed by the owner.

Tissue Processing

Surgical biopsies were sent overnight either as fresh
and adequately cooled or formalin-fixed samples to the
neuromuscular laboratory. After submission, epineurial and
mesoneurial tissue was removed from the nerve samples. In case
of unfixed tissue, nerves were fixed in 2.5% glutaraldehyde for
1 to 2h depending on the thickness of the submitted material.
Thereafter, nerves were rinsed and immersed in modified
Serensen phosphate buffer (pH 7.4) until further processing.
One part of the sample was divided into four segments,
contrasted to 1% buffered osmium tetroxide after Caufield for
1.5 to 2h depending on thickness, and embedded in epoxy
resin (Glycidether 100, Serva®), Heidelberg, Germany) after
dehydration in an ascending alcohol series. Semithin sections
(0.5um) were cut transversally as well as longitudinally and
stained with toluidine blue and safranin O. The other part of
the nerve sample underwent also osmium contrast enhancement
with 2% buffered osmium tetroxide after Caufield for 1.5-2 h for
nerve fiber teasing preparation. At least 30 fibers per nerve were
prepared on each glass slide for detailed microscopic longitudinal
analysis. In case, there was no formalin-fixed muscle specimen
available, a part of fresh muscle was fixed in 10% neutral-buffered
formalin and subjected to paraffin-embedding in longitudinal
and transverse orientation, and slides were stained with
hematoxylin-eosin (H&E), as well as Giemsa stain according to
the standard protocols. Remaining fresh muscle samples were
snap frozen in isopentane, cooled in liquid nitrogen (—130 to
—150°C), and stored at —80°C until processing. Transverse
cryosections (10 um) were stained by the standard protocols
including H&E, Engel’s modified Gomori trichrome, periodic
acid Schiff, oil-red O, cytochrome oxidase, and nicotinamide
adenine dinucleotide dehydrogenase-tetrazolium reductase
histochemistry, and fiber typing through immunolabeling of
myosin heavy chains.

Morphological Evaluation

Histological evaluation was performed by two blinded
veterinarians experienced in neuropathology using light
microscopy (Zeiss Axiophot(®), Zeiss Instruments, Oberkochen,
Germany). Cryosections and paraffin sections of skeletal muscle
and nerve fiber teasing and semithin sections of peripheral
nerves were investigated.

General algorithms for diagnostic evaluation of muscle and
nerve biopsies were applied and subsequently implemented by
a tailored grading scheme for nerve inflammation including
36 histological variables. Briefly, the scheme focused on
topographic distribution and degree of severity of inflammatory
infiltrates, axonal changes, Schwann cell pathology, nerve
fiber degeneration, and regenerative features. Where applicable,
semiquantitative scores were applied by grading each variable
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as summarized in Table 1. The dominant feature of each
case was summarized and assigned to one of the following
categories: infiltrative, degenerative, or mixed. Further details on
the histomorphological criteria can be found in Table 1. Based
on the nerve fiber teasing, the IMPN subtype after Gross et al. (6)
was also classified (summarized in Table 2).

Clinical Questionnaire

An online questionnaire was sent to submitting veterinary
neurologists to  gather information about patient’s
history, onset of clinical signs, and course of the disease,
neurological examination, results of the electrophysiological
examination, imaging findings including MRI and
CT, laboratory workup, and outcome. The survey
(https://forms.office.com/Pages/ResponsePage.aspx?id=DQSIkW
dsWOyxEjajBLZtrQAAAAAAAAAAAAN__ iDTpglUQVVXTzN
MNIc1UlpFUlo4UEdQOTNOVZRWMy4u) was performed
using Microsoft Forms (Microsoft, Redmond, Washington,
USA) in accordance with the General Data Protection
Regulation, and with permission of the data protection officer
of the Ludwig-Maximilians-Universitaet Muenchen, Munich,
Germany. Participating clinicians were specialized in the field
of veterinary neurology comprising board certified neurologists
[European College of Veterinary Neurology and/or American
College of Veterinary Internal Medicine (Neurology)] or an
equal national qualification.

Statistical Analysis

Hierarchical k-means clustering of 33 histologic variables was
performed to identify similar histological patterns. Missing
values were occasionally detected across the 33 variables
and needed to be imputed, since cluster analysis requires
complete dataset. Imputation was conducted via the missRanger
approach, a non-parametric multivariate imputation by chained
random forest algorithm with 1,000 trees (23). This method
combines random forest imputation (24, 25) with predictive
mean matching (26) and thus iterates multiple times until
the average out-of-bag prediction error of the models stops
to improve. After clustering, cluster features were analyzed to
identify salient histological appearances. Individual animals were
manually corrected, if the overall histological pattern was more
suitable to a different cluster with confirmation of validity using
Cohen’s Kappa analysis. The impact of histological parameters
on the outcome (recovery) and premedication was evaluated
via univariate Bayesian generalized linear models to identify
variables for the final multivariate model. Any variable havinga p
< 0.2 during the univariate test was selected as a candidate for the
multivariate analysis (27). A stepwise variable selection among
those variables leads to the final combination of predictors. All
analyses were done by the R Statistical software (version 4.0.3).

RESULTS
Signalment and Biopsy Site

Nerve and muscle biopsies of 107 affected cats were included in
the study. Investigated cases originated from various countries in
Europe including: Germany (n = 50), United Kingdom (n = 25),
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TABLE 1 | Morphologic criteria applied for histological examination.

Histologic Subtypes of Feline Polyneuritis

Material and histological processing

Nerve fiber teasing

Inflammatory
features

Site of inflammatory infiltrates

= Nodal

= Paranodal

* Nodo-paranodal

* Schmidt-Lanterman cleft-directed

* Diffuse

= Diffuse predominantly nodo-paranodal
Overall extensivity of fiber-directed inflammatory
infiltrates

= Score 0 (not present)

* Score 1 (mild)

= Score 2 (moderate)

= Score 3 (severe)

Degree of fiber-directed inflammatory cells
= Score 0 (not present)

= Score 1 (mild)

* Score 2 (moderate)

= Score 3 (severe)

Changes of the
myelin sheath

Myelin sheath pathology
Site of demyelination:

* Nodal

* Paranodal

= Internodal

* |nter-/paranodal
Segmental
Nodal-segmental
Paranodal-segmental
* Mixed

e e 0

Axonal features Stage of Wallerian Degeneration:

e 1

.2

*3

.4

Distribution of Wallerian Degeneration
« Continuous

+ Discontinuous

Temporary stadium of Wallerian Degeneration:
* Synchronous

= Asynchronous

Regenerative
features
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Semithin sections of nerve Muscle (FFPE and cryosections)
Interstitial inflammatory infiltrates
Fiber-directed inflammatory infiltrates
Vasculitis

Inflammatory infiltrates in intramuscular
nerve branches

= Score 0 (not present)

* Score 1 (mild)

* Score 2 (severe)

Percentage of nerve fiber bundle affected by
de-/remyelination:

* <12,5% of nerve fiber bundle

* up to 25% of nerve fiber bundle

* 50-75% of nerve fiber bundle

* >75% of nerve fiber bundle

Degree of de-/remyelination

* Score O (not present)

* Score 1 (mild)

= Score 2 (moderate)

= Score 3 (marked)

Onion bulb formation

Schwann-cell pathology and/or hypertrophy

Degree of nerve fiber loss Degree of nerve fiber loss in intramuscular

* Score O (not present) nerve branches
* Score 1 (mild) * Score 0 (not present)
* Score 2 (moderate) * Score 1 (mild)

* Score 3 (severe)

Type of fibers affected by fiber loss:
* Small fibers

* Large fibers

* Mixed

Wallerian degeneration
Post-resorptive macrophages
Changes in axonal diameter
* Score 0 (not present)

* Score 1 (mild)

* Score 2 (moderate)

* Score 3 (severe)

Remyelination
Regenerative clusters

* Score 2 (moderate)
* Score 3 (severe)

Degree of muscle atrophy

* Score 0 (not present)

* Score 1 (mild)

= Score 2 (mild to moderate)

* Score 3 (moderate)

* Score 4 (severe)

Stadium of muscle atrophy

* Score 0 (not present)

* Score 1 (non-reactive muscle atrophy)
* Score 2 (mild reactive changes)
* Score 3 (fibrosis)

Muscle fiber hypertrophy

* Score 0 (not present)

* Score 1 (mild)

= Score 2 (moderate)

* Score 3 (severe)
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TABLE 2 | IMPN subtypes according to Gross et al. ().

IMPN subtype Histological features

1 Cells are attached or enter the Schmidt-Lanterman clefts.

2A Early invasive IMPN subtype 2 with marked demyelination,
dysmorphic paranodes, paranodal retraction, and a only few
cells located at the node of Ranvier.

2B Infiltrative IMPN subtype 2 with cell-clusters in the area of the
node of Ranvier.

Cells show an overall distribution along nerve fibers,
4 Mixed subtype with nodo-paranodal predeminance.

Ttaly (n = 12), France (n = 11), Switzerland (n = 8), and Estonia
(n = 1). Age-matched control animals were solely submitted by
veterinarians or private owners in Germany (n = 22).

The age of affected cats ranged from 3 months to 10.4 years
with a median age of 0.9 years. About 30.8% of the cats (33/107
cats) were domestic shorthair cats (DSH), whereas 64.5% (69/107
cats) were purebred cats, 2.8% (3/107 cats) were mixed breeds,
and for two cats’ breed information was not available. Among
purebred cats, British shorthair cats were overrepresented with
16.8% (18/107 cats) together with 12.1% of Bengal cats (13/107
cats), followed by 8.4% Maine Coon cats (9/107 cats), 4.7% of
Persian cats (5/107 cats), and 3.7% of Siamese cats (4/107 cats).
Other affected breed with 3 or less individuals comprised Siberian
cat (n = 3), Birman cat (n = 3), Ragdoll (n = 2), Devon Rex (n =
2), Abyssinian cat (n = 2), and one of each Russian Blue, Turkish
Angora, Savannah cat, Munchkin cat, Chartreux, Scottish Fold,
Norwegian Forest cat, and a Thai cat. Gender distribution of
the affected cats was 43 intact males (40.2%), 30 male neutered
(28.0%), 26 intact females (24.3%), and 8 female spayed (7.5%).

Control samples were collected from 22 cats at 1.3 months to
11 years of age (median 4.3 years) consisting of 13/22 DSH, 6/22
purebred cats, and 3/22 mixed breed cats with 5 males, 7 male
neutered, 7 females, and 3 female spayed cats.

Nerve biopsies were available in all of the cases and were
collected from the hindlimb in 99 animals, from the forelimb
in 3 animals, and from both in one cat. In 4 animals, the
localization of nerve biopsy was not indicated. Muscle specimens
were available in 105/107 cats and gained exclusively from the
hindlimbs in 64 feline patients, from the forelimb in one animal,
and from both in 34 animals. In 6 animals, information about
localization of muscle biopsy was not provided.

Histologic Features

Inflammatory Features Within the Nerves

The diagnosis of IMPN was based on the evidence of nerve
fiber adhesive and/or invasive inflammatory infiltrates within the
endoneurium, directed at the axons, nodes of Ranvier, and/or
Schwann cells. Biopsies of cats without signs of inflammation
in the intramuscular nerve branches and/or peripheral nerve
biopsies were excluded from the study. IMPN was diagnosed in
105/107 animals based on findings in the main nerve trunk, and
in 2/107 based on intramuscular nerve fiber branches. All animals
showed inflammatory cells seen either in nerve fiber teasing
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(96/104; 92.3%), semithin preparations of the nerve (100/105
cats; 95.2%), or in the intramuscular nerve branches (69/79;
87.3%). Reduced numbers of animals result either from lacking
of intramuscular nerve branches within muscle sections (26/105),
and from lacking of either semithin sections or nerve fiber
teasing preparations in case of limited nerve material submitted
for diagnostic purposes. Only a subset of cases (38/105; 36.2%)
showed fiber-invasive infiltrates in semithin sections, whereas
interstitial inflammatory cells could be found in 87.3% (69/79, see
above) of feline patients.

IMPN Subtypes According to Gross et al. (6)

The majority of cases with 42.1% (45/107 cats) presented with
IMPN subtype 3 with diffuse inflammatory cell distribution.
About 25.2% (27/107 cats) matched subtype 1 with focus
of inflammation to the Schmidt-Lanterman clefts, and 16.8%
(18/107 cats) were compatible with mixed subtype 4 with nodo-
paranodal predominance. Only a small proportion with 5.6%
(6/107 cats) fitted the criteria for the nodo-paranodal subtype 2,
especially 1 animal with subtype 2a and 5 cats with subtype 2b. In
5 cats, inflammatory features presented only in semithin sections
or in intramuscular nerve branches, and therefore, the subtype
could not be determined. In 4 animals, IMPN type could not be
defined as teasing preparations were not available due to low yield
of nerve fibers from submitted material. In 2 patients, the subtype
remained unclear.

Muscle Atrophy

Muscle samples were available for 105/107 cats. Of these, 86.7%
(91/105) showed changes compatible with denervation atrophy.
About 5.7% (6/105) of the cases had a mixed atrophy, and 7.6%
(8/105) could not be further classified.

Cluster Analysis

Hierarchical k-means clustering sorted results of histologic
scoring into 4 main clusters: cluster (1) (44/107) purely
inflammatory IMPN; cluster (2) (47/129) IMPN accompanied by
demyelinating features; cluster (3) (16/129) IMPN with signs of
Wallerian degeneration; and cluster (4) (22/129) normal tissues
from control animals. The cluster analysis dendrogram is shown
in Figure 1.

Cluster 1: Purely Inflammatory IMPN

Cluster 1 comprised 41.1% (44/107) of the cats. All cases
showed lesions characteristic for IMPN as shown in Figure 2.
Semithin sections of 93.2% (41/44) of the cats showed interstitial
inflammatory cells, of these 24.4% (10/41) displayed additionally
also fiber-directed infiltrates. Nerve fiber teasing preparations
were available for 42/44 animals and showed inflammatory
cell infiltration in 88.2% (37/42) of the cases. Semiquantitative
measurement of the overall extensivity of inflammatory infiltrates
in teasing preparations was mild in 45.2% (19/42), moderate in
16.7% (7/42), and severe in 26.2% (11/42) of the cases. Degree
of inflammatory cell infiltrates per single fiber was graded mild
in 54.8% (23/42), moderate in 21.4% (9/42), and severe in 11.9%
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FIGURE 1 | Dendrogram of hierarchical cluster analysis. Violet tree resembles cluster 1, turquoise tree cluster 2, green cluster 3, and orange cluster 4. Manual
correction of single animals are shown with an asterisk (') in the color of the final cluster.

(5/42) of the cats. A total of 3 of 4 cases of vasculitis observed in
semithin sections were present in Cluster 1.

Affected breeds comprised 34.1% (15/44) DSH, 13.6% (6/44)
Bengal cats, 11.4% (5/44) BSH, 9.1% (4/44) Maine coon cats, 6.8%
(3/44) Persian cats, 4.5% (2/44) Siamese cats, one of each Siberian
cat, Birman cat, Ragdoll, Devon Rex, Abyssinian cat, Scottish
Fold, Thai cat, and also one mixed breed cat. In 2 cats, the breed
was not known. There was no significant relationship [xf,emon(Q)
= 10.34, p = 0.32] between different breeds and specific clusters.
Median age of the affected cats was 0.8 years (range 0.3-10.1
years). Gender distribution showed 54.5% (24/44) male or male
neutered animals and 45.5% (20/44) female or female spayed cats.

Cluster 2: IMPN Accompanied by De-/remyelination

About 43.9% (47/107) of affected cats grouped in cluster
2. The hallmark of this cluster was the detection of de-
[/remyelination additionally to inflammatory infiltrates as shown
in Figure 2. Demyelinating changes were seen in nerve fiber
teasing preparations (33/46; 71.7%), and/or semithin sections
of the nerve (32/45; 71.1%). The reduced number of animals
in both preparation types results from lacking of teasing
preparations in one cat or semithin preparations in 2 cats due
to limited size of submitted nerve material. Demyelination could
be localized in 33 cats via teasing preparation as paranodal
(8/33; 24.2%), internodal (2/33; 6.1%), paranodal and internodal
(1/33; 3.0%), segmental (17/33; 51.5%), nodal-segmental (1/33;
3.0%), paranodal-segmental (2/33; 6.1%), and mixed (2/33;
6.1%). The overall degree of de-/remyelination of individual
nerve fibers could be semiquantitatively measured as mild in
62.5% (20/32) and moderate in 37.5% (12/32) of the cases with
de-/remyelination present in semithin sections of the nerve.
Remyelination was identified on semithin sections in 62.5%
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(20/32) of the cases. Extensiveness of de-/remyelinated fibers
could be determined via semithin sections in 95.6% (29/32) of
which 69.0% (20/29) with < 12,5% of nerve fiber bundle affected,
31.0% (9/29) up to 25% of de-/remyelinated nerve fiber bundle,
and 3.4% (1/29) of the cats with >75% of affected fibers. Onion
bulb formation observed in semithin sections was present in
22.2% (10/45) of the cats. The remaining forth case of vasculitis
was present in this cluster 2.

Breeds in this group comprised 27.7% (13/47) DSH, 21.3%
(10/47) BSH, 12.8% (6/47) Bengal cats, 6.4% (3/47) Maine coon
cats, 6.4% (3/47), Birman cat, 4.3% (2/47) Persian cats, 4.3%
(2/47) mixed breed cats, one of each Siamese cat, Abyssinian
cat, Russian blue, Turkish Angora, Savannah cat, Munchkin cat,
Chartreux, and Norwegian Forest cat. Median age of cats in
cluster 2 was 1 year (range 0.3-10.3 years). About 74.5% (35/47)
of cats in cluster 2 were male or male neutered animals and 25.5%
(12/47) female or female spayed.

Cluster 3: IMPN Accompanied by Wallerian
Degeneration

About 15.0% (16/107) of the patients grouped in cluster 3.
Wallerian degeneration was the unique feature in this cluster
besides inflammatory infiltration shown in Figure 2. Wallerian
degeneration was identified in nerve fiber teasing preparations in
all but one animal (15/16; 93.8%) and in 37.5% (6/16) of the cases
within semithin nerve sections. Stage of Wallerian degeneration
could be determined based on nerve fiber teasing as follows: 1
in 6.7% (1/15), 2 in 13.3% (2/15), 3 in 26.7% (4/15), and 4 in
53.3% (8/15) of the affected cats. Along single teased nerve fibers,
changes were considered as continuous in 80.0% (12/15) and
discontinuous in 40.0% (6/15) of the cases. Temporal relationship
of Wallerian degeneration among affected nerve fibers could be
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FIGURE 2 | Histopathological changes in semithin sections (stained with toluidine blue and safranin O) and nerve fiber teasing preparations (contrasted with Osmium
tetroxide) in the three different clusters. (A) Cluster 1. (A1) Transverse section of fibular nerve with interstitial and fiber-adhesive mononuclear infittrates (arrows). (A2)
(Continued)
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Wallerian degeneration. Scale bar: 50 um.

FIGURE 2 | The same cat shows mononuclear cell infiltrates directed to the nodo-paranodal area (arrows). (B) Cluster 2. (B1) The sciatic nerve with a moderately
reduced number of myelinated fibers and multiple hypomyelinated fibers (arrows) on top of mononuclear interstitial and fiber-invasive infiltrates. (B2) Teasing
preparations of the same animal shows paranodal retraction as a sign of demyelination (black dotted line). (C) Cluster 3. (C1) The peroneal nerve with markedly
reduced number of myelinated fibers, endoneurial fibrosis, and signs of Wallerian degeneration (arrows). (C2) The fibular nerve of another cat with sings of stage II

determined in 12 animals and defined as synchronous in (11.7%;
11/12) and asynchronous (8.3%; 1/12).

In cluster 3, 31.3% (5/16) were DSH, 18.8% (3/16) BSH, 12.5%
(2/16) Maine coon cats, 12.5% (2/16) Siberian cats, and one
of each Bengal cat, Siamese cat, Ragdoll, and Devon Rex. The
median age of cluster 3 animals was 0.7 years (range 0.3-10.4).
Male or male neutered cats in cluster 3 comprised 87.5% (14/16)
and 12.5% (2/16) female cats.

Online Questionnaire

A total of 73 survey answers were obtained, 3 were considered
incomplete for further analysis, and 70 were valid surveys. Data
on outcome were available in 63 animals, and information
about therapies prior to biopsies collection was indicated in
70 survey responses. Outcome was classified into 2 categories,
namely, recovered and not recovered. Recovery was defined as
the state in which the cat could walk without assistance and could
jump onto objects. Results of patient history, onset of clinical
signs, course of the disease, neurological examination, results of
the electrophysiological examination, imaging findings including
MRI and CT, laboratory workup, and outcome are described by
van Renen et al. (28).

Prognostic Histologic Parameters

A univariate model with 31 of the histological parameters
revealed 9 variables as significantly related to recovery of the
animal (Table 3), which were then used for the final multivariate
model. In the final model, remyelination in semithin sections
was most significant related to recovery (p = 0.006), followed
by fiber-invasive infiltrates in semithin sections (p = 0.022),
and intramuscular nerve fiber loss (p = 0.045). The presence of
remyelination was correlated with a lower probability of recovery
compared to the absence of remyelinating features. When
animals presented with fiber-invasive infiltrates, the probability
of recovery was higher compared to cats where these infiltrates
were mainly endoneurial. Fiber loss in intramuscular nerve
branches observed in muscle sections was inhomogeneously
correlated with probability of recovery. When fiber loss was
moderate or absent, the probability of a favorable outcome was
lower compared to mild fiber loss. Probabilities of recovery are
shown in Figure 3.

Histopathology Compared to Clinical Data
Therapies Prior to Biopsy Collection

About 62.9% of the cats (44/70) received medication prior to
biopsy collection. Evaluation of the impact of medications on
distribution and magnitude of inflammatory infiltrates on nerve
biopsies did not reveal significant differences between pretreated
and untreated patients. Medications included corticosteroids (all
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TABLE 3 | Significance of histological parameters in the univariate model.

Histological phenomenon P-value
Paraffin sections of the muscle

Nerve fiber loss in intramuscular nerve branches 0.035
Semithin sections of the nerve

Remyelination 0.044
Wiallerian degeneration 0.076
Fiber-invasive infiltrates 0.105
Degree of de-/remyelination 0.130
Regenerative clusters 0.166
Nerve fiber teasing preparations

Extensivity of inflammatory infiltrates 0.068
Degree of inflammatory infiltrates observed on single teased 0.103
nerve fibers

Demyelination 0.198

p > 0.395), non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) (all
p > 0.601), and L-carnitine (all p > 0.123).

Outcome

The probability to recover among the three clusters did not differ
significantly, but showed a tendency toward a higher rate of
recovery in cluster 1, compared to cluster 2 (p = 0.188), and
3 (p = 0.201) as shown in Figure 4. A correlation between the
course of the disease (chronic: clinical signs lasting longer than 1
month; acute: clinical signs lasting less than 1 month) to the three
different clusters could not be identified.

DISCUSSION

To date, this is the largest retrospective study on
histopathological findings and clinical features of presumed
IMPN in cats. Hierarchical cluster analysis defined three groups
of IMPN with different histologic phenotypes: cluster 1 purely
inflammatory, cluster 2 IMPN with additional demyelination,
and cluster 3 where IMPN was accompanied by Wallerian
degeneration. Salient histologic features with impact on patients’
outcome were also identified through a multivariate analysis
combining clinical and histologic data. Premedication with
corticosteroids, NSAIDs, and L-carnitine had no significant
impact on the magnitude of inflammatory features observed by
neuropathologists on peripheral nerve biopsies.

In this cohort, 30.8% of cats were DSH and 64.5% purebreds
with BSH being the most common breed accompanied by
various purebreds not reported to be affected by IMPN. Previous
studies  described  inflammatory/demyelinating/idiopathic
polyneuropathy mainly in purebred cats (1, 3, 6, 15-17, 19),
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FIGURE 3 | Probability of recovery in the multivariate model. (A) The impact on recovery, if remyelination on semithin sections was observed. (B) The correlation
between presence of fiber-invasive inflammatory infiltrates on semithin sections and recovery. (C) Correlates the semiquantitative fiber loss score of intramuscular
nerve branches seen on paraffin sections of the muscle in degree; 0, absent; 1, mild; 2, moderate; 3, severe (n = 0).

Frontiers in Veeterinary Science | www.frontiersin.org 9 June 2022 | Volume 9 | Article 928309



PUBLIKATION

41

Kolb et al. Histologic Subtypes of Feline Polyneuritis
100%
[ ]

80%
=
3] - [ ]
8
@ [ ]
Y
o
:é* 60%
=
@
a -
o
(=8

40%

1 2 3
cluster group
FIGURE 4 | Probability of recovery in different cluster groups. 1, Purely inflammatory IMPN; 2, IMPN accompanied by de-/remyelination; 3, IMPN accompanied by
Wallerian degeneration.

leading to the hypothesis of a hereditary neuropathy and/or a
genetic predisposition in Siberian and Bengal cats (15, 16). Based
on our findings, an inherited breed predisposition appears less
likely as the number of breeds increased considerably with the
present observations compared to previous descriptions, and
biopsies were submitted from several referral centers distributed
in 6 European countries. Breeds were distributed among all
three different clusters with DSH as the most common. In a case
series of Gerritsen et al. (3), DSH was also the most reported
breed with 5/9 cases. Histopathology in DSH in other studies
comprised also inflammatory infiltration, demyelination, and
axonal degeneration with fragmentation in peripheral nerves
(3, 8). Also, Bengal cats were found in all clusters, which fits
to the previous study by Bensfield et al. where inflammation,
demyelination, and axonal degeneration were described. In a
Siberian cat, histologic evaluation of Crawford et al. (16) revealed
a mononuclear cell infiltration within IMNB and the peripheral
nerve. In our study, Siberian cats were present in clusters 1 and
3, but not in the de-/remyelinating cluster 2. In a case report of
Jeandel et al., an Abyssinian cat showed loss of myelinated fibers
and inflammatory infiltrates in the peripheral nerve. The two
Abyssinian cats in our study were found in clusters 1 and 2, but
not in cluster 3. Statistical analysis of a possible association of
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specific breed dispositions to the three different clusters revealed
no correlation. Due to low numbers of animals in many breeds,
further studies are needed to further exclude breed dispositions
for specific histological subtypes.

As observed in previous investigations (1-3, 6, 8, 15, 17),
IMPN is a disease mainly manifesting in young patients with
0.9 years as median age of onset in this study. However,
15/107 cats were older than 4 years in addition to what was
described in the literature (6, 7, 18), we suggest to consider
IMPN among differential diagnosis of neuromuscular signs
even in adult cats. Gender distribution showed an overall
predominance of male or male neutered animals (68.2%).
This is in parallel with the biggest cohort study of Bensfield
et al. (15) in Bengal cats, where 65% were male, and also
Gross et al. (6) found 11/15 cats to be male or male
neutered. Gender distribution in case series or case reports
varies (1-3, 7, 8, 16, 17). Interestingly, gender distribution
was close to equal in cluster 1, whereas in clusters 2
and 3, the gender gap was markedly skewed toward male
sex. Similar findings are also recorded for human immune-
mediated polyneuropathies such as Guillain-Barré syndrome
(GBS) and chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy
(CIDP), where men are about 1.5 times more frequently

June 2022 | Volume 9 | Article 828308



PUBLIKATION

42

Kolb et al.

affected compared to women (21). The reason for this gender
predisposition remains unclear.

Diagnosis of IMPN was achieved from the evaluation of
biopsies of the main peripheral nerve trunk and/or terminal
nerve branches from muscle biopsies. Distribution of the lesions
in inflammatory neuropathies can vary and show proximal
(radiculitis), main nerve trunk (neuritis), and distal (terminal
neuritis) changes (2, 6-8, 15-17). Multifocal lesions can severely
affect one nerve fascicle and spare those neighboring as seen in
a study of Aleman et al. (19) and further complicate diagnostic
interpretation of peripheral nerve biopsies. Diagnosis of IMPN
was obtained from main nerve trunk in 105/107, terminal nerve
branches in 2/107, and from both sites in 67/79 animals. As in
87.3% of the investigated muscle biopsies intramuscular nerve
branches were affected, muscle biopsy can help in diagnostic
settings in case of multifocal distribution of the lesions. We
conclude that a combination of nerve and muscle biopsies
provides the highest yield of diagnostic samples in case of IMPN.
Influence of medical treatments prior to biopsies collection and
the yield of diagnostic features on submitted neuromuscular
samples was also evaluated. Patients are often referred to
veterinary neurologists with some delays from the onset of
clinical signs, and empirical treatments are already established by
the time of referral. In our population, corticosteroids, NSAIDs,
and L-carnitine were administered prior to biopsy in 62.9% of
the cases, but there was no significant impact on the diagnostic
yield of inflammatory features, and a histologic diagnosis of
IMPN could still be made. However, due to the retrospective
nature of this study, more sound conclusions on the effects
of prior therapies and their dosages (anti-inflammatory vs.
immunosuppressive) could not be drawn.

Systematic evaluation of nerve biopsies identified changes
comparable to those previously described including endoneurial
mononuclear cell infiltration, demyelination, and axonal damage
as indicated by Wallerian degeneration of nerve fibers (2, 3, 8,
15-17). Apart from unanimous identification of inflammatory
infiltrates in peripheral nerves, in this cohort, as well as in past
descriptions, there are some variabilities regarding distribution
of inflammation along nerve fibers and damage of the Schwann
cells and axons. According to Gross et al. (6), IMPN in cats and
dogs can be subclassified based on nerve fiber teasing analysis
of inflammatory cell distribution into 4 subtypes. In that study,
the most common subtype in a cohort of 15 cats was subtype
4 mixed predominantly nodo-paranodal, followed by subtype
3 mixed cell distribution, subtype 1 Schmidt-Lanterman clefts
distribution, whereas subtype 2 purely nodo-paranodal types
were only present in one cat (6). Application of that scheme
in this investigation revealed subtype 3 as the most common,
followed by 1, 4, and 2 possibly reflecting a homogeneous density
of antigenic triggering proteins along nerve fiber.

Hierarchical cluster analysis, applied in our study, sorted
cases into three clusters based on histopathologic similarities.
About 43.9% of affected cats grouped in cluster 2 making
demyelination and Schwann cell pathology one of the main
features of this condition besides inflammation. Demyelination
is frequently mentioned also in previous reports (3, 6, 8, 17),
and Bensfield et al. (15) report this feature in 11/17 Bengal
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cats, where peripheral nerves were available and pathologically
affected. Wallerian degeneration characterizing cluster 3 was
detected in 15% of our cases, and similarly, it has been rarely
described in previous studies (3, 6, 7, 15). Cluster 1 with 41.1%
of cats showed inflammatory changes in peripheral nerves only.

Histologic changes in our study are comparable to the
human diseases GBS and CIDP, where inflammatory infiltrates
in peripheral nerves and nerve roots, demyelination, and
signs indicative of Wallerian degeneration can be found (29).
Perivascular inflammatory infiltration can also be seen as
additional features in few cases (29). Diagnosis of CIDP
and GBS is based on clinical findings including muscle
weakness, paresthesia, and reduced or absent tendon reflexes,
electrophysiological examination, and CSF showing elevated
protein content (30-32). In contrast to GBS, which has an acute
onset, CIDP evolves over a course of more than 8 weeks (30).

At present, there is no clear reason and/or rational for patients
grouping into one cluster instead of the other. We hypothesize
that the pathomechanisms involved might be different, and that
epitopes differ in topography along the axon-Schwann cell unit.
As seen in human CIDP and GBS, multiple forms are described
and characterized by clinical, serologic, and electrodiagnostic
findings (30-33). Further studies are needed to elucidate and
further characterize our observations.

Association of these clusters with signalment and course of
the disease could not be identified. Though not statistically
significant, recovery showed minor differences among clusters
as cluster 1 had a tendency to a better outcome (Figure 4).
Demyelination, nerve fiber loss, and Wallerian degeneration
represent structural damage of the axon-Schwann cell unit
requiring prolonged timespan to regenerate, and if regeneration
is unsuccessful, residual deficits persist. In this vein, the
absence of remyelination in semithin sections of the nerves was
significantly correlated with a higher probability of recovery (p
= 0.006). Remyelination [histologically seen as hypomyelinated
nerve fibers (34)] follows segmental loss of Schwann cells and
requires different signaling pathways, transcriptional regulators,
and activation of epigenetic mechanisms (35, 36).

Mild fiber loss in intramuscular nerve branches was also
associated with recovery (p = 0.045). Distally accentuated IMPN
might have their target epitopes on the terminal portion of
peripheral nerves close to the end organ. In this scenario, re-
establishment of connectivity with the skeletal muscle benefit
from (1) integrity of the perineurial sheaths, (2) less time required
to fill a short gap, and (3) stimulation by trophic factors produced
by the effector organs (37, 38). In line with these findings, fiber-
invasive infiltrates in semithin sections were positively correlated
with recovery (p = 0.022), and this might partly reflect the
tendency to higher recovery seen in cluster 1.

In summary, our study shows three different clusters of
IMPN based on histologic evaluation of nerve and muscle
biopsies, characterized by inflammatory, demyelinating, and
axonal changes. Age, gender distribution, and predominance
of demyelinating features parallel findings of juvenile forms
of CIDP.

Even when medication was already started before biopsies
collection, diagnostic features of IMPN were still retained. Purely
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inflammatory changes are associated with a good prognosis,
whereas chronic remodeling of the myelin sheath, as seen with
remyelination, was negatively correlated with recovery.
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IV. DISKUSSION

Die vorliegende Publikation stellt die bisher grofte untersuchte Katzenpopulation mit
der histopathologisch gestellten Diagnose IMPN dar. Ziel der Studie war es, mithilfe
der histopathologischen Untersuchung peripherer Nerven- und Muskelbioptate
Korrelationen zur klinischen Prasentation anhand verschiedener morphologisch
unterscheidbarer Schadigungsmuster zu untersuchen (17).

In der statistischen Auswertung haben die nachgewiesene De-/Remyelinisierung und
axonale Degeneration unterschiedliche Cluster gezeigt. Diese Cluster, sowie einzelne
morphologische Parameter, wurden statistisch hinsichtlich einer Korrelation mit dem
klinischen Outcome und dem Verlauf der Erkrankung analysiert (17).

IMPN der Katze — eine Rasse-assoziierte Krankheit?
41. Epidemiologie und Signalement

In der vorliegenden Studie wurde die bisher grof3te Population europaischer Katzen
mit IMPN aus 6 verschiedenen europaischen Landern beschrieben, wobei die meisten
Tiere in Deutschland, gefolgt vom Vereinigten Konigreich GroRbritannien und
Nordirland, Italien, Frankreich, der Schweiz und einem einzelnen Tier in Estland
diagnostiziert wurden (17). Zusammen mit vorherigen Studien, welche Falle aus den
USA (3, 15), Australien (3), dem Vereinigten Konigreich GroR3britannien und Nordirland
(3, 5, 8, 49, 52), den Niederlanden (6), Schweden (3), Frankreich (50), Italien (49),
Belgien (49), Deutschland (49) und der Schweiz (2, 49) beschreiben, Iasst sich auf
eine weltweit in westlichen Landern vorkommende Erkrankung schlief3en. Ob die feline
IMPN ebenfalls im osteuropaischen, asiatischen, lateinamerikanischen und
afrikanischen Raum vorkommt und diagnostiziert wird, bleibt zu diesem Zeitpunkt
unklar und ist eine Fragestellung zukunftiger Studien. Beim Menschen sind regionale
Unterschiede hinsichtlich der Haufigkeit verschiedener Varianten des GBS
beschrieben (59, 60). Beispielsweise ist die AIDP die haufigste Variante in Europa und
Nordamerika, wohingegen in Asien axonale Varianten dominieren (59). Ob sich
derartige raumlich begrindbare Unterschiede auch bei den unterschiedlichen, in der
vorliegenden Studie definierten Subformen finden lassen (17), ist ebenfalls

Gegenstand kunftiger Forschung.
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Hinsichtlich des Signalements fand sich bei der vorliegenden Studie eine mannliche
Pradominanz, die einen Vergleichspunkt zu den humanen IMPN GBS und der CIDP
bietet, und ebenfalls in anderen Studien zu Katzen beschrieben sind (1, 3, 4, 17, 49,
59, 72). Die Grunde hierfur sind bisher ungeklart.

Sowohl in dieser als auch in mehreren anderen Studien wird die IMPN vorwiegend bei
jungen Tieren beschrieben (3, 4, 17, 18, 49), wobei auch altere Tiere uber alle drei
Cluster verteilt gefunden wurden (17). Beim humanen GBS und CIDP sind ebenfalls
Varianten beschrieben, die speziell Kinder betreffen, wobei die Inzidenz des GBS mit
dem Alter ansteigt und selten Kinder unter zwei Jahren betrifft (59) und das
Durchschnittsalter der CIDP Patientinnen bei 48 Jahren liegt (1). Weshalb die IMPN
bei Katzen vorwiegend in jungerem Alter auftritt und die Inzidenz mit dem Alter im
Gegensatz zum Menschen abnimmt, bleibt ebenfalls unklar.

Entgegen mehrerer bisheriger Studien, welche die IMPN vorwiegend bei bestimmten
Katzenrassen berichtete (3, 4, 15), sind in der vorliegenden Studie zahlreiche
verschiedene Rassen von Katzen betroffen, was eine Assoziation zu bestimmten
Rassen unwahrscheinlich macht (17), wobei weit verbreitete pradisponierende
genetische Variationen nicht ausgeschlossen werden kdnnen. Dartber hinaus konnte
bei den verschiedenen Clustern keine Pradisposition bestimmter Rassen statistisch
belegt werden (17). Bei Hunden sind sowohl verschiedene Rassen als auch Mischlinge
von der IMPN betroffen (4). In einer Studie wurde jedoch vorwiegend von
groRrahmigen Rassen berichtet (4) und in einer weiteren Studie aus GrofR3britannien
beschreibt Jack Russell am Terrier and West Highland White Terrier ein signifikant

hoheres Risiko diese Erkrankung zu entwickeln (93).

4.2. Subformen und Vergleichbarkeit

Die erste Hypothese der vorliegenden Studie besagt, dass die Erkrankung in
verschiedene histologische Subtypen unterteilt werden kann. Dies konnte mithilfe der
Clusteranalyse statistisch belegt werden. Die Cluster umfassen ein rein entzindliches
Cluster, ein zusatzlich von De-/Remyelinisierung gepragtes Cluster, ein Cluster mit
axonalem Schadigungsmuster zusatzlich zur entzindlichen Komponente und ein
Cluster von Kontrolltieren. Die meisten Tiere waren dabei vom rein entzindlichen oder
zusatzlich demyelinisierenden Nerven-Typ betroffen (17). In einer anderen Studie von
Gross et al. uber die feline und kanine IMPN wurden bereits verschiedene
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histologische Subtypen anhand einer morphologischen Analyse bestimmt (4). Die
Schemata unterscheiden sich einerseits in der Methodik, andererseits in der
Einteilung. Das Schema von Gross et. al befasst sich vornehmlich mit
unterschiedlichen Zielstrukturen von entzindlichen Infiltraten entlang des peripheren
Nervens (4), die Clusteranalyse gruppierte statistisch unterschiedliche
Schadigungsmuster wie entzindliche, de-/remyelinisierende und axonale Merkmale
(17). Die Subtypen nach Gross et al. wurden ebenfalls in der vorliegenden Studie
analysiert, wobei eine andere Pradominanz des Subtyps identifiziert werden konnte.
Am haufigsten trat in der vorliegenden Population der gemischte Subtyp auf.
Gleichzeitig fanden sich auch Tiere mit dem gemischten Subtyp mit gleichzeitiger
Betonung der Veranderungen auf den nodo-paranodalen Bereich oder die Schmidt-
Lanterman Kerben wie bereits von Gross et al. beschrieben (4, 17). Im Vergleich dazu
ist bei Hunden in der genannten Studie am haufigsten der Subtyp 2 aufgetreten,
welcher auf den nodo-paranodalen Bereich beschrankt ist, gefolgt vom auf die
Schmidt-Lanterman-Kerben gerichteten Subtyp 1 und dem diffusen Typ 3, Subtyp 4
wurde nicht identifiziert. Die verschiedenen Subtypen sowohl innerhalb einer Spezies
als auch zwischen den Spezies konnten auf unterschiedliche immunologische
Angriffspunkte am Nerven im Vergleich der beiden Spezies hindeuten. Gross et al.
weisen hierbei speziell auf den Subtyp 2 hin, welcher dem humanen AMAN Syndrom
ahnelt (4). Im Rahmen dieser Variante des GBS beim Menschen konnte der
Pathomechanismus der molekularen Mimikry in Assoziation mit einer C. jejuni Infektion
gezeigt werden (1). Bei Hunden konnte ein erhohtes Risiko an IMPN zu erkranken
bereits mit dem Verfuttern von rohem Huhnchenfleisch in Verbindung gebracht
werden, welche mdglicherweise auf eine Infektion mit Campylobacter spp.
zurUckzufuhren ist (53). Gleichartige Untersuchungen von Kotproben wie in der Studie
von Martinez-Anton et al. (53) waren auch bei Katzen ein interessanter zukunftiger

Forschungsansatz.

Die in der vorliegenden Studie charakterisierten Cluster (17) sind unter rein
morphologischen Gesichtspunkten sowohl zur kaninen IMPN (4, 13) als auch mit der
humanen GBS und der CIDP vergleichbar (17), wobei es beim Menschen
vergleichsweise wenig Erkenntnisse aus Nervenbioptaten gibt, da diese fur die
Standarddiagnostik beim Menschen nicht enthommen worden sind (1). Beim Hund
sind im peripheren Nerven faserinvasive lymphohistiozytare Infiltrate, dysmorphe
paranodale Areale, ein Ruckzug des Myelins im paranodalen Bereich, unregelmafige
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Abstande zwischen den Ranvier-Schnurringen, Hypo- und Demyelinisierung sowie
axonale Degeneration beschrieben (4, 13). Bei der AIDP des Menschen finden sich
endoneuriale mononukleare Zellinfiltrate unter Beteiligung von Makrophagen, T Zellen
und seltener B Zellen in den Nervenwurzeln und peripheren Nerven mit Makrophagen-
mediierter Demyelinisierung. Ein sekundarer Untergang von Axonen mit Myelin ovoids
oder Debris konnen vorkommen. Zusatzlich kann ein subperineurales oder
endoneurales Odem im Rahmen des Entziindungsprozesses auftreten. Auch Infiltrate
um endo- und epineuriale Gefalte wurden beschrieben (94). Bei der AMAN finden sich
Wallersche Degeneration der ventralen Nervenwurzeln und motorischen Fasern mit
proximaler Betonung, im Fall der sensorischen Variante AMSAN ebenfalls unter
Berucksichtigung der sensorischen Fasern (95). Bei der CIDP sind endoneuriale
mononukleare Zellinfiltrate im peripheren Nerven und der Nervenwurzel beschrieben,
wobei diese eher mit Makrophagen einhergehen, und eine Makrophagen-mediiierte
Demyelinisierung. Die Entzindungszellen konnen sich auch vermehrt um die Gefalle
anordnen. Bei prominenter Demyelinisierung konnen die Infiltrate auch fehlen,
Remyelinisierung kann vorkommen. Bei langanhalten Krankheitsverlaufen kénnen
Onion-bulbs gesehen werden. Ein sekundarer axonaler Schaden mit Myelin ovoids
oder Debris oder eine reduzierte Anzahl Axone kann genauso wie ein endoneuriales
Odem ebenfalls auftreten (94). Aufgrund der Uberschneidungen von histologischen
Charakteristika bei den Erkrankungen des Menschen fallt eine rein morphologische
Zuordnung der gefundenen Cluster zu einzelnen Subtypen an humanen IMPN schwer.
Allerdings wurden bei mehreren Tieren Zeichen fur Remyelinisierung, Onion-bulbs und
axonale Schadigung beobachtet (17), was fur chronische Verlaufe wie bei der CIDP
sprechen konnte. Fur eine genauere Zuordnung zu der CIDP oder einzelnen Subtypen
des musste in der Auswertung einzelner Tiere der klinische Verlauf zusammen mit
dem Auffinden von Autoantikorpern analysiert werden, um genauere Vergleiche zum
Menschen ziehen zu kdnnen und maoglicherweise weitere Erkenntnisse zur humanen
IMPN erhalten zu konnen. Das primare Ziel der vorliegenden Studie war eine genauere
Charakterisierung der felinen Erkrankung, wobei im Anschluss Ruckschlisse zur
humanen IMPN gezogen wurden und somit die Hypothesen nicht auf einen

komparativen Ansatz zugeschnitten waren.
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4.3. Klinische Prasentation und diagnostische Absicherung

Klinisch traten bei Katzen der vorliegenden Studie in beinahe allen Fallen Schwache
auf zusammen mit Tetraparese, reduzierten spinalen Reflexen und bei einigen Tieren
auch Defiziten der Gehirnnerven, spinale Schmerzen/Hyperasthesie und Problemen
beim Kot-/Harnabsatz (18). Dieser Befund deckt sich in weiten Teilen mit der
Symptomatik bei humanen und kaninen IMPN (1, 4, 10, 13, 59, 60). Ein Einbezug der
Hirnnerven ist beim Menschen nicht nur beim Miller Fisher Syndrom beschrieben,
sondern auch bei rein motorischen und sensorimotorischen Varianten des GBS und
seltener auch bei der CIDP (1, 66, 74). Beim MFS startet die Schwache in der aul3eren
Augenmuskulatur und Ataxie kann auftreten. Davon abgesehen ist das Symptom der
Ataxie auch bei der sensorimotorischen Variante des GBS beschrieben (66).
Spezifisch zur Diagnose des MFS sind IgG Antikorper gegen das Gangliosid GQ1b (1,
66), bislang der einzige Autoantikorper mit direkter diagnostischer Aussage (1),
welcher bei Katzen bisher nicht mit der Erkrankung in Verbindung gebracht werden
konnte.

Die Elektrodiagnostik zeigte bei Katzen dieser Studie am haufigsten generalisierte
symmetrische spontane Muskelaktivitdten, eine herabgesetzte NLG motorischer
Nerven, abnorme F-Wellen Ableitungen, gefolgt von temporaler Dispersion, wobei die
sensorischen Tests ohne besonderen Befund ausfielen (18). Vergleichbare
Auffalligkeiten finden sich ebenfalls bei kaninen Patienten (10, 12, 18, 54, 93).
Spontanaktivtaten mit Fibrillationen und positive scharfen Wellen im Muskel sprechen
dabei fur eine Denervation (7), die histologisch am Muskel in Form einer
Denervationsatrophie bei einer Mehrzahl der histologisch untersuchten Falle
festgestellt werden konnte (17). Diese Potentiale konnen jedoch ausbleiben, sollte sich
die Erkrankung nur auf die Myelinscheiden oder Schwannzellen konzentrieren und das
Axon unbeschadigt bleiben (7), was erklaren konnte, weshalb die Spontanaktivitat
nicht bei allen Tieren klinisch festgestellt werden konnte (18), da Cluster 1 und 2
histologisch nicht von axonalen Schaden betroffen waren (17). Bei der
elektrophysiologischen Untersuchung der Nerven spricht die herabgesetzte NLG fur
eine veranderte Integritat der Nervenfasern. Abnorme F-Wellen deuten auf eine
Schadigung der ventralen Nervenwurzeln hin (31). Bei Hunden ist ein Einbezug der
Nervenwurzeln haufig beschrieben im Vergleich zur Katze (10, 12, 14, 53, 54, 93, 96).
Die temporale Dispersion weist auf eine Demyelinisierung hin (51), welche sowohl
klinisch als auch histologisch in der vorliegenden Population auftrat (17, 18). Bei einer
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Katze allerdings konnten keine elektrodiagnostischen Auffalligkeiten festgestellt
werden, obwohl in der histopathologischen Untersuchung eine Denervationsatrophie
gesehen wurde. Hier wurde die NLG an nur einem Nerven erfasst, was die Ergebnisse
erklaren konnte (18). Die elektrophysiologische Untersuchung zeigte bei Katzen der
vorliegenden Studie ebenfalls mit der IMPN des Menschen, besonders der CIDP,
Parallelen (18), wobei die Befunde der Nervenableitung beim Menschen vom IMPN
Typ abhangen, also bei AIDP und der CIDP im Gegensatz zur AMAN/AMSAN
Merkmale von Demyelinisierung auftreten (1). In der elektrophysiologischen
Untersuchung beim Menschen sind jedoch zahlreiche Falle beschrieben, bei denen
sich der Subtyp des GBS in Verlaufsuntersuchungen geandert hat, insbesondere von
demyelinisierenden oder uneindeutigen Fallen hin zu axonalen Formen. Daher wird
die elektrophysiologische Erstuntersuchung von Uncini et al. lediglich als hinweisend
auf einen bestimmten Subtyp beschrieben (97). Haufig liegt zwischen dem Auftreten
von Symptomen und der Uberweisung in eine neurologisch spezialisierte
veterinarmedizinische  Praxis oder Klinik mit der Moglichkeit — zur
elektrophysiologischen Untersuchung eine grof3ere Zeitspanne (nicht publizierte
Erfahrungswerte), welche sich auch in der Zeitspanne zwischen dem Auftreten der
klinischen Symptome und der Enthahme der Bioptate in dieser Studie widerspiegelt,
die median bei einem Monat lag, jedoch bis zu 28 Monate betragen konnte (18).
Aufgrund dieser Punkte ist eine Biopsie in der Veterinarmedizin zur raschen
Absicherung und Eingruppierung der Diagnose Mittel der Wahl (4).

Bei der uberwiegenden Anzahl der Katzen dieser Studie trat die Erkrankung
schleichend auf (69,1%), bei den restlichen Tieren setzte die klinische Symptomatik
akut ein. Daraufhin zeigten 74,3% der Tiere eine klinisch progressive Phase, wobei
nach 14 Tagen ein Plateau erreicht wurde (18). Dies kdnnte auf unterschiedliche,
zugrundeliegende pathobiologische Prozesse hindeuten. Eine andere Studie berichtet
bei Katzen von einem uUberwiegend akuten Auftreten der Symptome (4). Bei Hunden
mit IMPN tritt die Erkrankung vorwiegend akut auf (4), wobei eine progressive Phase
von 5-10 Tagen beschrieben ist (13). Bei Katzen ist die Bewertung von
Bewegungsauffalligkeiten jedoch im Vergleich zum Hund erschwert, da diese
korperlich nicht gleichwertig aktiv sind (18). Die Unterscheidung beim Menschen
zwischen dem GBS und der CIDP ergibt sich vornehmlich aus dem Verlauf der
Erkrankung. Die klassische Form des GBS tritt akut auf und erreicht nach zwei bis vier
Wochen ein Plateau (60), wohingegen sich die CIDP langer als acht Wochen
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progressiv entwickelt (1, 72). Somit spiegelt nach den vorliegenden Daten ein Teil der
Katzen einen GBS-artigen Verlauf wider mit einem akuten Auftreten der Symptome
bei einem kleineren Anteil der Tiere und einer Plateauphase nach 14 Tagen bei der
Uberwiegenden Anzahl an felinen Patienten. Ein anderer Teil der Tiere mit einem
schleichenden Auftreten der Erkrankung und einer langeren Zeitspanne bis zum
Erreichen eines Plateaus konnte eine CIDP-artige Erkrankung darstellen (18). Die
zweite Hypothese dieser Studie war, dass die histologischen Subtypen verschiedenen
klinischen Verlaufen bzw. Stadien der Erkrankung zugeordnet werden konnen. In der
statistischen Analyse konnte jedoch keine Korrelation zwischen einem akuten oder
chronischen Verlauf und den einzelnen Clustergruppen statistisch belegt werden (17).

Die histopathologische Diagnose stutzte sich bei 105/107 Tieren auf die Nervenbiopsie
und bei zwei Tieren allein auf die intramuskularen Nervenaste, wobei bei 67/79 Tieren
in beiden Lokalisationen die entsprechenden Veranderungen festgestellt wurden. Eine
Muskelbiopsie allein ist somit nicht in allen Fallen ausreichend, um die Diagnose der
IMPN stellen zu kénnen, da auch nicht in allen Muskelbioptaten intramuskulare
Nervenaste vorhanden waren (17) und diese zudem keine longitudinale Bewertung
erlauben. Die Denervationsatrophie des Skelettmuskels allein bietet keine
Absicherung der IMPN Diagnose. Auch andere Neuro- und Neuronopathien sowie
traumatische Ereignisse fuhren zu diesem histologischen Bild (27). Es empfiehlt sich
zur Sicherstellung der Diagnose, eine Biopsie aus beiden Lokalisationen zu
entnehmen (17), auch hinsichtlich moglicher Differentialdiagnosen bei uneindeutigem
klinischen Bild.

4.4. Ursachliche Assoziationen

Die IMPN bei Katzen tritt GUberwiegend bei jungen Tieren von unter zwei Jahren auf,
was sowohl in dieser als auch in vorherigen Studien gezeigt werden konnte (3, 4, 17,
18). Bei Hunden sind unterschiedlichste Altersgruppen betroffen (4, 9, 10, 12), was
einen von mehreren Aspekten darstellt, die fiir eine unterschiedliche Atiopathogenese
sprechen. Beim Hund konnte beispielsweise ein vorheriger Kontakt mit
Waschbarenspeichel mit der Entwicklung der Erkrankung korreliert werden (13).
Ebenfalls wurden infektiose Trigger wie C. jejuni und Toxoplasma gondii sowie
zeitliche Assoziationen mit gastrointestinalen oder respiratorischen Symptomen und
vorangehende Impfungen berichtet (9-11, 13, 53, 96, 98). Dies ahnelt der Entstehung
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des humanen GBS mit dem Pathomechanismus der molekularen Mimikry, welche bei
motorischen Varianten mit einer vorherigen Infektion mit C. jejuni belegt werden konnte
und mit der Bildung von bestimmen anti-Gangliosid Antikorpern vergesellschaftet ist
(1). Zusammen mit klinischen und morphologischen Uberschneidungen sowie dem
Nachweis von anti-Gangliosid Antikorpern wird daher die IMPN bei Hunden als
kanines Pendant zur humanen Erkrankung angesehen (4, 10-13). Bei den Katzen im
klinischen Teil der Studie und anderen Studien wurde nur bei einem Bruchteil von
Tieren innerhalb von sechs Wochen vor Auftreten der Symptomatik ein infektioses
Geschehen identifiziert oder eine Impfung verabreicht (3, 4, 6, 18, 49). Darunter fielen
in der vorliegenden Studie neben Impfungen u.a. gastrointestinale Infektionen,
Zeichen einer Infektion des oberen Respirationstraktes, eine Bisswunde und eine
Infektion mit dem felinem Leuké&mievirus. In der klinischen Untersuchung wurde
zusatzlich bei je einem Tier eine chronische Otitis externa, eine geringgradige
Lymphadenopathie, Pyrexie und Augenausfluss festgestellt (18). In vorherigen
Studien wurden respiratorische und gastrointestinale Symptome beschrieben (3, 49).
Zusammenfassend macht dies einen infektiosen Trigger bei der Mehrzahl der von
IMPN betroffenen Katzen unwahrscheinlich (18). Ein durch eine molekulare Mimikry
ausgeloster, eher sporadisch auftretender Subtyp der IMPN oder alternativ eine
zufallige  Assoziation mit Infektionen oder Impfungen sind mogliche
Erklarungsansatze.

Beim humanen GBS konnte in zahlreichen Studien kein signifikanter Zusammenhang
zu genetischen Alterationen nachgewiesen werden, wobei familiare Haufungen
beschrieben wurden (1). Eine Ausnahme bildet eine familiare IMPN-ahnliche
Erkrankung, bei der eine Mutation im CD59 Gen den Schutz kérpereigener Zellen vor
der komplementvermittelten Formation des Membranangriffskomplex verhindert (1,
99). Diese Erkrankung betrifft in einer Studie Kinder zwischen einem und funf Jahren
(99). In manchen Studien wurde eine genetische Pradisposition bei felinen Patienten
bestimmter Rassen angenommen (3, 4, 15). Aufgrund des vorwiegend jungen Alters
der von IMPN betroffener Katzen in diesen und vorherigen Studien (3, 4, 17, 18, 49),
konnten Genomanalysen groRerer Katzenpopulationen mogliche genetische
Pradispositionen naher  beleuchten. Die Berucksichtigung moglicher
Verwandtschaftsverhaltnisse in solchen weiterfuhrenden Studien ware ebenfalls

interessant, da Rassekatzen auch Uberregional in der Zucht zum Einsatz kommen.
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4.5. Therapie und Prognostik

Die Therapie der IMPN bei Hunden und Katzen unterscheidet sich vor allem im Einsatz
von Kortikosteroiden. Beim Hund haben sich diese als nicht effektiv erwiesen (13, 54).
Der therapeutische Ansatz bei Katzen unter Einsatz von Kortikosteroiden (2, 3, 7, 8,
15, 18) Dbietet einen weiteren Punkt zur Vergleichbarkeit mit der CIDP, in der diese
Medikamentengruppe ebenfalls zum Einsatz kommt (1, 72, 74). In Anlehnung an die
Humanmedizin (1) wurde bei Hunden in einer Studie bereits IVIG eingesetzt, wobei
die Tiere eine Tendenz zeigten, sich schneller zu erholen (54). Auf diesem Hintergrund
erscheint ein experimenteller Ansatz zum Nachweis des Effekts von IVIG bei felinen
Patienten besonders interessant, gegebenenfalls unter Berlcksichtigung von
Nervenbioptaten, um eine Reduktion von Entzindungsanzeichen morphologisch

belegen zu kdnnen.

Bei Katzen der vorliegenden Studie hat sich interessanterweise kein signifikanter
Unterschied bei der semiquantitativen Bestimmung der Entzindungszellen bei
vorbehandelten  Tieren  ergeben  unabhangig von der verwendeten
Medikamentengruppe (17). Aufgrund einer Vielzahl an Medikationsprotokollen der
behandelnden Tierarztinnen sowohl der an der Studie teilhabenden Einsenderinnen
als auch der Uberweisenden Haustierarztpraxen konnten in der klinischen
Partnerstudie der vorliegenden Katzenpopulation keine Aussage hinsichtlich
effizienter Therapien im Hinblick auf Erholung oder Ruckfalle getroffen werden (18).

Hinsichtlich der Erholung zeigt die vorliegende Studie bei Katzen vergleichbare Zahlen
zum Menschen. 79,4% der Katzen, bei denen Daten zum weiteren Verlauf vorlagen,
erholten sich (18). Beim Menschen sind ahnliche Werte beim GBS beschrieben mit
mehr als 80% der Patientlnnen, die sich innerhalb von sechs Monaten erholen.
Weniger als 5% versterben wahrend der akuten Phase und weniger als 20% behalten
schwere Behinderungen zurtck (70, 71). 29,7% der Katzen erholten sich innerhalb
von vier Wochen, 56,8% innerhalb von ein bis vier Monaten und bei 13,5% dauerte die
Erholung langer als vier Monate. 7.4% der Katzen verstarben oder wurden aufgrund
der IMPN euthanasiert (18). Diese erstaunlich genaue Ubereinstimmung der Werte
lasst auf eine gute Vergleichbarkeit zwischen der felinen und humanen Erkrankung
schlief3en (18). Auch die meisten Hunde mit IMPN erholen sich vollstandig, wobei bei
einem schweren Krankheitsverlauf Spatschaden nachbleiben konnen. Die Dauer der
Symptome ist mit Wochen bis hin zu vier bis sechs Monaten bei schwerer Erkrankung
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angegeben (13). Vergleichbar dazu zeigte auch die Uberwiegende Anzahl Katzen in
der vorliegenden Studie eine Erholung innerhalb der ersten vier Monate. Jedoch sind
Ruckfalle bei Katzen der vorliegenden Studie bei 35,7% der Tiere aufgetreten, teils
auch mit zwei oder mehr Episoden (18). Dies deckt sich mit der bisherigen Literatur zu
felinen Patienten, bei denen Ruckfalle haufig beschrieben wurden (3, 4, 8, 18, 52).
Junge Katzen und Tiere mit einem plotzlichen Auftreten der Symptome zeigten in der
vorliegenden Studie eine bessere Chance auf Erholung. Dies konnte eine Gruppe mit
einer gemeinsamen Atiologie und Immunogenese darstellen, wohingegen &ltere Tiere

eine sich davon unterscheidende Pathogenese widerspiegeln kdnnten (18).

Hinsichtlich der dritten Hypothese der vorliegenden Studie, welche besagt, dass
anhand von Nerven- und Muskelbioptaten Aussagen uber die Prognose der IMPN bei
Katzen getroffen werden konnen, konnten verschiedene morphologische Kriterien mit
einer hoheren Chance auf Erholung korreliert werden. Eine Tendenz fur eine hdhere
Wahrscheinlichkeit auf Erholung konnte in Cluster 1 gesehen werden (17). Um diese
Tendenz statistisch weiter untermauern zu kénnen, sind weitere Studien notwendig.
Eine mogliche Erklarung dafur, dass hier lediglich eine Tendenz beobachtet werden
konnte, ware, dass in dieser Gruppe ebenfalls altere Tiere betroffen waren (17), die
eventuell nicht mehr die Plastizitat der vollstandigen Nervenregeneration aufweisen
wie es beim Menschen beschrieben ist. Hier wird sogar eine Rolle des Immunsystems
mit der Pravalenz und der Schwere der Erkrankung diskutiert (100). Auch andere
nervenschadigende Erkrankungen im Sinne einer Overlap-Neuropathie sind denkbare
Erklarungsansatze bei alteren Tieren. Beispielsweise steigt das Risiko an Diabetes
mellitus zu erkranken bei alteren Katzen an (101) und kann auch mit einer Neuropathie
einhergehen (31, 40-42). Eine gesonderte Untersuchung von jungen und als auch
alteren Tieren ware somit ebenfalls ein Ansatzpunkt zukunftiger Forschung im Hinblick
auf die Chancen einer Genesung.

4.6. Datenerfassung, Methodik, Limitationen und Ausblicke

Da das GBS des Mensch als haufigste Ursache fur akute und subakute nicht-
traumatische Paresen angegeben wird (59) wund die Erfahrungen aus
histopathologisch spezialisierten Einsendungslaboren darauf schlieen lassen, dass
ein hoher Prozentsatz an felinen Patienten (59%) betroffen ist (4), waren
weiterfuhrende epidemiologische Studien wesentlich, um die Inzidenz bei Katzen
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bestimmen zu konnen. In der vorliegenden Studie konnte zwar auf die bisher grofite,
mit IMPN histopathologisch diagnostizierte Katzenpopulation zurtickgegriffen werden,
gleichzeitig waren mehrere europaische Lander nicht unter den einsendenden
Spezialisten vertreten oder mit einzelnen Tieren unterreprasentiert (17, 18), was
Ruckschliusse auf die regionale Verbreitung der Erkrankung einschrankt. Aufgrund
moglicher regionaler Rassepraferenzen und einer unterschiedlichen Pravalenz von
Infektionskrankheiten und -erregern in verschiedenen Landern empfehlen sich
international angelegte Studien dieser Art, um moglichst allgemeingultige Aussagen
uber mogliche Rassepradispositionen, infektiose Trigger und erbliche Komponenten
der IMPN treffen zu kdnnen. ZahlenmaRig grof3ere Populationen untersuchter Tiere
bieten aullerdem den Vorteil, dass sich die statistische Auswertung einzelner
Merkmale nicht auf zahlenmaRig kleine Gruppen bezieht, wodurch statistisch
signifikante Schlussfolgerungen erschwert werden.

Der histologische Teil der Studie wurde mittels eines morphologischen
Auswertungsschemas fur periphere Nerven- und Muskelbioptate durchgefihrt mit 36
verschiedenen Parametern, von denen 33 mittels der hierarchischen Clusteranalyse
untersucht wurden und verschiedene Cluster definiert werden konnten (17). Im
Vergleich zu mehreren vorherigen Studien erlaubt dies eine objektivierte Gruppierung
unterschiedlicher morphologischer Subtypen in Cluster. Dieses Auswertungsschema
kann auch in zukunftigen Studien auch auf andere Tierarten, wie den Hund, fur eine
systematische Auswertung von entzindlichen, axonalen, demyelinisierenden und

regenerativen Merkmalen angewendet werden.

Bei den untersuchten Katzen stutzte sich die Diagnose auf Muskel- und
Nervenbioptate, wobei die Proben von lebenden Tieren stammen (17). Aufgrund
dessen kann anhand des Materials keine Aussage uber mogliche morphologische
Alterationen proximal gelegener Segmente oder des kompletten Nervenstrangs bei
erkrankten Tieren getroffen werden. Jedoch empfiehlt sich eine longitudinale
Beurteilung des peripheren Nervens mit entsprechender Subtypisierung der IMPN in
Form von Nervenfaserzupfpraparaten, da diese eine hohere Chance auf die Detektion
von ungleichmaRig verteilten Entzundungszellinfiltraten oder Schadigungen des
Axons und der Myelinscheide bieten (4, 17) und die sensitivste Methode zur
Unterscheidung von fruher axonaler Degeneration und friher segmentaler

Demyelinisierung darstellen (22).
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Das gebrauchliche Tiermodell fur die Erforschung humaner IMPN stellt die
experimentelle autoimmune Neuritis (EAN) dar, welche mittels einer Immunisierung
mit einem peripheren Nervenhomogenat, Myelin/Myelinbestandteilen oder adoptivem
Transfer von autoreaktiven P2 Proteinen oder Myelin Protein PO Peptid-spezifischen
T Zell Linien bei Ratten, Mausen, Kaninchen und Meerscheinen induziert werden kann
(1, 16). Die EAN spiegelt dabei bestimmte Aspekte der Pathogenese von IMPN wider,
wie die Zellinfiltration in periphere Nerven, einen monophasischen klinischen Verlauf
mit motorischen Defiziten und elektrophysiologische Alterationen, kann jedoch nicht
exakt die individuellen Storungen darstellen (1). Die vorliegenden Nervenbioptate von
Katzen bieten daher eine Chance zum Vergleich von morphologischen
Veranderungen bei spontan auftretender Erkrankung und konnten zusammen mit den
klinischen Ergebnissen entsprechend den Subtypen der humanen IMPN genauer
zugeordnet werden. Dies bedarf jedoch einer speziellen Auswertung jedes einzelnen

Individuums, welcher in den vorliegenden beiden Studien nicht primar verfolgt wurde.

Die Untersuchung unterschiedlicher Typen an Immunzellen konnten bei der
Untersuchung von Nervenbiopsien bei Hund und Katze in Korrelation mit
unterschiedlichen zeitlichen Stadien der Erkrankung eine Untermauerung der bisher
angenommenen allgemeinen Pathogenese der IMPN erlauben und wichtige
Ruckschlisse auch im Vergleich zu humanen IMPN bieten. Insbesondere die
Typisierung verschiedener T-Helferzelltypen wie Th1, Th2 und Th17 mit den
zugehorigen Zytokinen und daraus abgeleiteten Aussagen zum Stadium der
Erkrankung bieten einen spannenden Ansatzpunkt wie er in der Humanmedizin
verfolgt wird (100).

Die Datenerhebung erfolgte Uber archivierte Falle von neun aufeinander folgenden
Jahren mittels histopathologischer Untersuchung von Muskel- und Nervenbioptaten
und einer Fragebogenstudie mithilfe der einsendenden Praxen und Kliniken. Aufgrund
dessen liegen unterschiedliche Protokolle zur Diagnostik und Therapie vor, welche
eine Limitation der Studie darstellen (17, 18).

Im Hinblick auf die weitere Forschung zur medikamentdsen Therapie bei Katzen waren
Placebo-kontrollierte Doppelblindstudien hinsichtlich der medikamentdsen Therapie
besonders wesentlich. Die im spezialisierten Histopathologielabor beobachtete
relative Haufung der Erkrankung beim Zellmaterial der Einsendungen, sowie der
Erkrankung von vorwiegend jungen Tieren (4), fur deren Anschaffung im Fall von
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reinrassigen Tieren ein nicht unerheblicher Geldwert eine Rolle spielt, unterstreicht die
Notwendigkeit objektiv kontrollierbarer Diagnose -und Therapieprotokolle. Der Einsatz
von IVIG, vergleichbar zu dem beim Hund, birgt hier eine Chance zur besseren
Erholung der Tiere (54) und ware besonders im Hinblick auf die gehauften Ruckfalle
bei Katzen (3, 4, 8, 18, 52) relevant fur die weitere Forschungsrichtung.
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V.ZUSAMMENFASSUNG

Die immun-mediierte Polyneuropathie (IMPN) stellt eine haufig diagnostizierte
neuromuskulare Erkrankung bei Katzen dar (4), von der sich die felinen Patienten in
vorausgehenden Studien haufig erholten, allerdings auch zahlreiche Falle mit
anhaltenden Beschwerden, wiederkehrenden Episoden und progressiven Verlaufen
auftraten (3, 4, 6, 8, 50-52). Bisher fehlten Studien, die prognostische Werte sowohl
klinischer als auch histopathologischer Natur definierten.

Die vorliegende Studie ist die grofdte bisher durchgefuhrte, retrospektive Arbeit zu
histopathologischen und klinischen Merkmalen zur IMPN bei Katzen. Die folgenden
Hypothesen wurden dabei zugrunde gelegt: 1) Die IMPN kann in verschiedene
histologische Subtypen unterteilt werden, 2) diese Subtypen spiegeln verschiedene
klinische Verlaufe/Krankheitsstadien wider und 3) morphologische Merkmale von
Nerven- und Muskelbioptaten lassen sich mit klinischen prognostische Indikatoren
korrelieren (17).

Eingeschlossen wurden 107 europaische Falle, die zur Diagnostik an Nerven- und
Muskelbiopsien eingesendet wurden, sowie 22 Kontrolltiere. In allen Fallen wurden
36 histologische Parameter bewertet, 33 davon wurden einer hierarchischen
Clusteranalyse statistisch untersucht (17). Von 70 Tieren konnten von den Einsendern
mittels eines Fragebogens klinische Daten gesammelt werden, die in einer
Partnerstudie im Detail dargelegt sind (18). Eine multivariates Modell wurde zur
Korrelation mit klinischen Daten zur Erholung von der Erkrankung durchgefihrt (17).

Die eingesetzte Clusteranalyse definiert drei verschiedene Cluster von IMPN
basierend auf der histologischen Auswertung von Nervenbioptaten mittels
Nervenfaserzupfpraparation und Semidunnschnitten sowie von Muskelbioptaten
mittels Gefrierschnitten und Paraffinschnitten. Die Cluster zeichnen sich mit dem
gemeinsamen Merkmal der inflammatorischen Komponente aus, wobei sich Cluster 1
rein entzandlich darstellt, in Cluster 2 zusatzlich demyelinisierende und in Cluster 3

axonale Alterationen festgestellt werden konnten (17).

Unterschiedliche klinische Verlaufe konnten in der Partnerstudie festgestellt werden,
wobei ein Plateau im Verlauf der Erkrankung nach ca. 14 Tagen erreicht wurde,
allerdings auch Falle mit chronisch-progressivem Verlauf auftraten, die mehrere
Episoden aufwiesen (18). Histopathologische Charakteristika fur wiederkehrende De-

/Remyelinisierung sind Onion-bulbs, die sich ebenfalls beim Nervenmaterial einiger
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Tiere histologisch nachweisen lieBen (17). Diese Verlaufe sind klinisch und
morphologisch ahnlich der humanen IMPN mit dem akut auftretenden Guillain-Barré
Syndrom und der chronischen inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie
(17, 18).

Die Diagnose der felinen IMPN konnte auch bei bereits erfolgter Pramedikation gestellt
werden, die keine signifikanten Auswirkungen auf die semiquantitativ bestimmte

Anzahl der Entzindungszellen und deren Extensivitat zeigten (17).

Rein entzindliche Veranderungen am peripheren Nerven zeigten eine Tendenz zu
einer hoheren Wahrscheinlichkeit einer  Erholung, wohingegen Katzen mit
chronischen Veranderungen an der Myelinscheide eine schlechtere Chance auf
Erholung aufweisen (17).
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VI. SUMMARY

Immune-mediated polyneuropathy (IMPN) is a frequently diagnosed neuromuscular
disorders of cats (4), which was previously reported with a favorable outcome in many
cases, but also ongoing disabilities, recurrent episodes, and progressive courses (3,
4, 6, 8, 50-52). So far, studies targeting prognostic values of clinical and
histopathological nature were lacking.

The current study comprises the biggest cohort study concerning histopathological and
clinical characteristics of IMPN in cats. The following hypotheses were claimed: 1)
IMPN can be divided into different histological subtypes, 2) these subtypes correlate
with different clinical courses/disease stages, and 3) morphological criteria of nerve
and muscle biopsies give a prognostic value (17).

107 European cat cases sent for histological evaluation of nerve and muscle biopsies
were included, as well as 22 control cases. In all cases, 36 histological parameters
were evaluated, 33 of these underwent an hierarchical k-means clustering (17). For 70
cats, clinical data could be collected by a clinical survey study, which is published in
detail in another article (18). A multivariate model was used to correlate
histopathological data with clinical outcome (17).

The cluster analysis defines three different clusters of IMPN based on histological
evaluation of nerve biopsies via nerve fiber teasing and semithin sections as well as
muscle biopsies processed via cryosections and paraffin-embedding. Inflammation
was the common component of all clusters, while cluster 1 was purely inflammatory,
cluster 2 showed additional demyelinating features, and cluster 3 was also affected by
axonal alterations (17).

Different clinical courses could be further defined in the clinical study reaching a clinical
plateau after approximately 14 days, while there were also cats with a chronic
progressive course and multiple episodes (18). Histopathological findings in terms of
de-/remyelination are onion bulbs, which were also found in some of the cats (17).
These courses are clinically in morphologically comparable to human IMPN with the
acute Guillain-Barré syndrome and the chronic demyelinating inflammatory
polyneuropathy (17, 18).
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Diagnosis of feline IMPN could be made even when patients received a premedication,
which showed no significant impact on semiquantitative numbers of inflammatory

infiltrates and their extensivity, respectively (17).

Purely inflammatory changes observed on peripheral nerves showed a tendency to a
higher probability of recovery, while cats with chronic myelin sheath or axonal changes
had a lower probability of recovery (17).
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IX. ANHANG

9.1. Methodische Erganzungen
9.1.1. Praparation, Fixation und Lagerung der frischen Nervenproben

Der frische Nerv wird zunachst vom umliegenden Fett- und Bindegewebe sowie vom
epineurialem und mesoneurialem Gewebe mittels Pinzetten befreit und daraufhin in
kleinere Bundel aufgeteilt, um ein rasches und vollstandiges Vordringen des

verwendeten Fixans zu gewahrleisten.

Die Fixation erfolgt mittels 2,5 %igem Glutaraldehyd (Serva, Heidelberg, Deutschland)
je nach Dicke der kleineren Nervenfaserbindel fur 1 bis 2 Stunden. Im Anschluss
erfolgt die Lagerung in der Waschldsung nach Soérensen bis zur Schwarzung mittels

Osmiumtetroxid.
9.1.2. Nervenfaserzupfpraparate

Ein Teil der Nervenprobe wird mit 2 %igem, gepuffertem Osmiumtetroxid (ChemPur,
Karlsruhe, Deutschland) fur 1,5 bis 2 Stunden geschwarzt. Daraufhin werden
mindestens 40 Nervenfasern (bei ausreichender Probenmenge) parallel auf einem
Objekttrager mittels Pinzetten unter einer Stereolupe aufgezogen. 10 von 20 Fasern
werden mittels Hamalaun (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) fur maximal 2
Minuten gegengefarbt, im Anschluss mit einem Deckglas bedeckt, mit 100%igem
Glycerin (Merck, Darmstadt, Deutschland) tropfenweise eingedeckelt und mithilfe von

Assistent®Histokitt (Karl Hecht, Sondheim vor der Rohn, Deutschland) versiegelt.
9.1.3. Semidunnschnitte des Nervens

Ein Teil der Nervenprobe wird in 4 Teile geschnitten, genauer 3 Teile fur eine spateren
Querschnitt und 1 Teil fur einen spateren Langsschnitt.

Die erhaltenen Stucke werden danach mittels 1%igem, gepuffertem Osmiumtetroxid
(ChemPur, Karlsruhe, Deutschland) geschwarzt fur 1 bis 2 Stunden abhangig von der

Probendicke.

Nach Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe erfolgt die Einbettung in
Epoxidharz (Glycidether 100, Serva®, Heidelberg, Deutschland) mit anschliellender
Aushartung Uber 48 Stunden bei 60 °C im Brutschrank.

Die erhaltenen Blocke werden getrimmt und daraufhin semidinn (0,5um) langs und

quer jeweils 3 mal geschnitten und auf einen Objekttrager aufgezogen. Die Farbung
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erfolgt mittels Toluidinblau und Safranin O. Toluidinblau wird fir 45 Sekunden auf die
Schnitte ausgelegt auf einer Warmeplatte (ca. 60°C) gegeben, im Anschluss mit Aqua
dest. gespult bis dieses optisch klar erscheint und der Schnitt luftgetrocknet. Daraufhin
erfolgt die Farbung mit Safranin O ausgelegt auf einer Warmeplatte (ca. 55°C) fur 15
Sekunden, im Anschluss wird ebenfalls mit Aqua dest., gespult bis sich dieses klar
darstellt und luftgetrocknet. Spater erfolgt die Eindeckung mittels Epoxidharz und

einem Deckglas.

9.1.4. Praparation, Fixation, Einbettung, Farbung und Histochemie der
Muskelpraparate

Ein Teil der frischen Muskelproben wird quer, im Fall von genugend Material auch
langs eingebettet und in 10%igem neutral gepuffertem Formalin fixiert. Im Fall von
bereits Formalin-fixiert eintreffenden Bioptaten erfolgt ein gleichartiger Zuschnitt.
Anschliel3end erfolgt die Einbettung in Paraffin und Hamatoxylin und Eosin (H&E)
sowie Giemsa Farbung nach Standartprotokollen.

Der andere Teil der frischen Muskelprobe wird in Tissue-Tek® O.C.T. Compound
(Sakura Finetek, California, USA) eingebracht, schockgefroren in Isopentan 100%
(Panreac, AppliChem, Darmstadt, Deutschland) mit flussigem Stickstoff (-130 bis -
150°C) und bei -80°C aufbewahrt bis zur weiteren Prozessierung. Nach Anfertigung
der Querschnitte mittels Kryostat folgen Farbungen nach Standartprotokollen mit H&E,
Engels modifizierter Gomori Trichrom Farbung, Perjodsdure Schiff Reaktion, Olrot-O,
Zytochromoxidase, Nictotinamidadenindinukeleotid-Dehydrogenase  Tetrazolium
Reduktase Histochemie und Fasertypisierung der Myosin-Schwerketten.

9.2. Materialien
9.2.1. Verwendete Losungen und Chemikalien

Sorensen Phosphatpuffer (0,067 M)

Losung A:

2,269 g Kaliumhydrogenphosphat (KI2P04) primar nach Sorensen (neoLab Art. Nr.
2830) CAS-Nr. 7778-77-0 in

250 ml Aqua dest. I6sen
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Losung B:

11,876 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4.2H20) sekundar nach
Sorensen (neoLab Ait.Nr. 4820) CAS-Nr. 10028-24-7 in

1000 ml Aqua dest. I6sen

Um einen pH-Wert von 7,4 zu erreichen, nimmt man 80,8 ml Lésung B und fullt mit
Lésung A auf 100 ml auf.

Waschlosung nach Sorensen (0,2 mol gepufferte D+-Saccharose (neoLab Art.Nr.
5015))

Auch hier zuerst wieder Sérensen-Phosphatpuffer nach Vorschrift mischen (s.o.)
6,84 g D+-Saccharose in 100 ml Sérensen-Phosphatpuffer |10sen.

Um die Losung haltbar zu machen, gibt man auf 100 ml Puffer 1-2 Tropfen einer
1%igen Merthiolatlosung.

1 %, Merthiolat (Athylmercurithiosalicylsdure-Natriumsalz) (Serva 1375)
*0.1 e Athylmercurithiosalicylsdure-Natrium Salz auf 10 ml Aqua dest.

Toluidinblau O - Losung: (Kern- und Zellstrukturen)
— 100 ml Aqua dest.
— 1 g di-Natriumtetraborat (Merck 6306)
— 1 g Toluidinblau O (Serva 36693 oder Roth 0300,2)

Borax (di-Natriumtetraborat) vollstandig in Aqua dest. I6sen, dann Toluidinblau O
dazugeben und gut rihren. Vor Gebrauch jeweils filtrieren.

Safranin O - Losung: (Faseranteile der Zwischenzellsubstanz / Bindegewebe)
— 100 ml Aqua dest.
— 1 g di-Natriumtetraborat wasserfrei z.A. (Merck 6306)
— 1 g Safranin O (Chroma 1B 463)
— 40 g Saccharose (Merck 7653)
— 2-3 Tropfen konzentriertes Formalin

Borax in Aqua dest. I16sen, dann Safranin und Saccharose zugeben und gut rahren.
Uber Nacht stehen lassen. Am nachsten Tag 2-3 Tropfen Formalin zugeben. Vor
Gebrauch jeweils filtrieren.
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9.2.2. Verwendete Gerate

Mikroskop zur Auswertung: Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Gottingen, Deutschland)

Mikroskop zur Fotografie von histologischen Praparaten: Nikon Eclipse Ci-L
(Nikon Deutschland, Zweigniederlassung der Nikon Europe B.V., Dusseldorf,
Deutschland)

Mikroskopkamera und Software: PathoZoom® Scan & LiveView (Smart In Media
AG, Koln, Deutschland)

Stereolupe: Stereomikroskop Zeiss Stemi DV4 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

Mikrotom zum Paraffinschnitt: Thermo Scientific Microm HM 355S und Microm HM
315 (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA)

Mikrotom zum Semidiinnschnitt: Ultracut E (Reichert-Jung, Wien, Osterreich)

Objekttrager: Star Frost adhesive (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik,

Edermiunde, Deutschland)

9.2.3. Verwendete Software
Text, Grafiken und Tabellen: Microsoft® Office 365 for Mac
Statistik: R Statistical Software (Version 4.0.3)

Literaturverwaltung: Endnote X20 (EndNote™ Software)
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