SLUTRAPPORT: Patomorfologi och immunbiologi vid Acquired Equine Polyneuropathy (AEP); en nyckel
till etiologin? (SHF H-14-47-014, NFR 248341/E50)

Karin Hultin Jaderlund, NMBU
Bakgrund:

Fran mitten av 1990-talet har en tidigare okdnd neurologisk sjukdom hos hast uppmarksammats i Norge,
Sverige och Finland. En forskarmdte avholls i Helsingfors 2009, dar namnet Acquired Equine
Polyneuropathy (AEP) introducerades for denna sjukdom. Med stéd fran Stiftelsen Hastforskning
(VO0747001) har vi tidigare genomfort en klinisk och epidemiologisk studie av AEP, som ar en férvarvad
polyneuropati, en sjukdom i nerverna, med 6verkotning pa bakbenen som karakteristiskt kliniskt
symptom.

Sjukdomen &r besattningsrelaterad. Vara epidemiologiska data tillsammans med resultat fran analyser
av blod och foder samt patologanatomiska fynd gor att genetiska eller direkt infektiosa orsaker, saval
som metaboliska dysfunktioner och bristsjukdomar har kunnat uteslutas eller bedémas vara hogst
osannolika. En gemensam ndmnare som forekommer i de allra flesta drabbade besattningar ar inplastat
vallfoder (hosilage). Detta ar en vanlig utfodringsregim i haststallar nufértiden, men var ovanligt pa 90-
talet. Prover tagna av grovfodret visade dalig hygienisk kvalitet i en tidigare studie, men kvaliteten pa de
foderprover fran gardarna som inkluderades i projektet V0747001 var inte lika ensartad.

| grava fall av AEP blev hastar liggande utan formaga att ta sig upp, vilket resulterade i avlivning.
Allvarlighetsgraden liksom tidsforloppet fér kulmination och avklingande av symptom varierade
betydligt mellan de sjuka hastarna. Mikroskopiska undersokningar av nerverna visade degenerativa
forandringar bade i nervernas myelinskidor och inne i deras axoner. Forandringar sags i lika hog grad i
nerver fran fram- och bakben. Inflammatoriska mononukleara celler aterfanns i och kring de skadade
nervfibrerna. De Schwannska cellerna, de celler som bildar myelinskidorna, inneholl en 6kad mangd
cytoplasma. | de Schwannska cellernas cytoplasma fanns inklusioner med ett utseende unikt fér AEP.

Trots den forskning som har utforts hittills, ar etiologin till AEP inte faststalld. Huvudhypotesen, att det
finns en utlésande miljofaktor i form av nagon foder-relaterad toxisk substans i grovfodret som orsakar
AEP genom att negativt paverka nervernas struktur och funktion, star dock kvar. De fordndringar som
ses i nerverna under sjukdomens gang kan vara ledtradar till etiologin. Utseendet av den
demyeliniserande processen i nerverna indikerade att AEP utldses eller forvarras avimmunmedierade
handelser. Samtidigt med detta hade unika inklusionskropparna av okant ursprung upplagrats i de
Schwannska cellerna. Det var inte mojligt att avgéra vad som kom forst, inklusionskroppar eller
inflammation. Da detta bedémdes vara viktiga pusselbitar for att forsta sjukdomsutvecklingen, fanns ett
behov av fortsatta studier.

Syftet med detta forskningsprojekt (SHF H-14-47-014, NFR 248341/E50) har darfor varit att undersoka
patobiologin inklusive immunologiska reaktioner pa vavnads-, cell-, organell- och molekylarbiologisk niva
hos hastar i olika stadier av nervsjukdomen ”Acquired Equine Polyneuropathy” (AEP), samt att relatera
de strukturella forandringarna i nerverna till de kliniska symptomen pa en tidsaxel. Malet med detta har
varit att kunna forklara viktiga delar i patogenesen for sjukdomen, och darigenom komma narmare
etiologin.

Sammanfattningsvis har projektet i all huvudsak berort foljande fyra fragestallningar:



1) Reflekteras de kliniska symptomen vid AEP direkt av de histopatologiska fordndringarna?
2) Vad bestar inklusionskropparna i de Schwannska cellerna av?

3) Utloses de kliniska symptomen vid AEP av att en etiologisk faktor direkt eller indirekt triggar en
immunologisk reaktion mot den egna nervvavnaden?

4) Har hastar med AEP antikroppar mot gangliosider i serum under sjukdomsperioden?
Material och metoder:

1) For att avgora hur de kliniska symptomen vid AEP reflekteras av de histopatologiska forandringarna,
har patomorfologiska avvikelser som ses i nervbiopsier fran affekterade hastar relaterats till grad av
kliniska symptom och tid efter symptomdebut. Dessutom har integriteten och funktionen i de rent
motoriska nervfibrerna evaluerats med den elektrofysiologiska metoden transkraniell
magnetstimulering, TcMS. Denna metod har inte tidigare anvants for evaluering av hastar med
polyneuropatier.

Affekterade hastar genomgick en klinisk och neurologisk undersékning och deras rorelser videofilmades.
De kliniska symptomen graderades enligt en tidigare etablerad semikvantitativ skala. Graderingen
gjordes vid atminstone tva tillfllen, vid symptomdebut och vid biopsitagning. Nerv- och muskelbiopsier
togs i anslutning till avlivning, fran ett par 6verlevande hastar togs endast muskelbiopsier. Nervbiopsier
togs fran diverse olika nerver; fran fram- och bakben, fran bada kroppshalvorna, fran distala och
proximala delar av nerver, och fran sensoriska och blandade (innehallande motoriska och sensoriska
nervfibrer) nerver. Paraffininbdddade nerver undersdktes med avseende pa epineurala, interstitiella och
vaskuldra avvikelser. Myeliniserade nervfibrer karakteriserades med hjalp av semi-tunna snitt och
«teased nerve fibres». For identifikation av eventuella subcelluldra forandringar och patologi i
omyeliniserade nervfibrer nyttjades transmissionselektronmikroskopi. Olika typer av forandringar i
nerverna graderades. Utbredning och grad av nervfiberférandringar jamfordes mellan hastar med
mindre an fyra veckors sjukdomstid och hdstar med mer dn 8 veckors sjukdomstid. Dessutom
evaluerades beroendeférhallandet mellan typ och grad av lesioner i nervbiopsier och klinisk grad.

| en stor besattning med 14 affekterade hastar har vi relaterat de kliniska symptomen till funktionen i de
motoriska nerverna genom att gora neurologiska undersékningar och TcMS. Undersékningarna pa de
individuella hastarna gjordes i tva omgangar med 4 manaders mellanrum. Vid TcMS-testningen var
hastarna sederade.

Vid TcMS stimuleras kortikala motorneuron av en
magnetspole hallen mot pannan pa hasten. Den nervimpuls
som utldses av detta fortleds via motoriska nervceller i
ryggmarg och perifera nerver och resulterar i depolarisering
av muskelceller. Muskelsammandragningen registreras av
ytelektroder placerade 6ver forutbestamda muskler. Tiden
mellan stimulering och muskelpotential (latenstiden) samt
amplituden pa potentialen evalueras. En forsenad potential
och/eller en lag amplitud innebar att de motoriska
nervcellerna fungerar undermaligt.




2) For att utréna vad inklusionskropparna i de Schwannska cellerna bestar av, har nervbiopsier fran
affekterade hastar undersokts med immunhistokemiska markaorer for dysfunktionellt endoplasmatiskt
reticulum, mass-spektrometri for pavisande av upp- resp. nedreglerade proteiner samt luminiscent
conjugated oligothiophenes, LCO. LCO ar en metod for att specifikt pavisa protein som har aggregerat.

3) For att faststalla om de kliniska symptomen vid AEP utldses av att en etiologisk faktor direkt eller
indirekt triggar en immunologisk reaktion mot den egna nervvdvnaden, har vi gjort immunhistokemiska
analyser pa «teased nerve fibres» och snitt. Vi har typat och lokaliserat inflammatoriska celler i och invid
nervfibrerna till T-celler, B-celler, histiocyter och/eller makrofager, fargat fér FoxP3-positiva
regulatoriska T-celler samt analyserat for ekvint IgG och komplementfaktorerna Clq och C5b9.

Hos hastar affekterade av sjukdomen polyneuritis equi, en sedan lange kdand immunmedierad
neurologisk sjukdom hos hast, har cirkulerande antikroppar mot Equine myelin basic protein 2 (MP2)
tidigare rapporterats. Med bakgrund i detta, har vi latit analysera serum fran 5 AEP-affekterade och 5
kontrollhdstar avseende MP2-antikroppar.

4) Vi har vi modifierat en enzymkopplad immunadsorberande analys (ELISA-metod) sa att den kan
anvandas for anti-gangliosider i serumprov fran hast, en metod som annars anvands vid diagnostik av
sjukdomar i perifera nervsystemet pd manniskor. Gangliosider ar yt-glykolipider som finns pa bland
annat nervceller. Med den ELISA-testen har vi analyserat hdastar med AEP avseende antikroppar mot
gangliosider i serum under sjukdomsperioden.

Parallellt med detta har vi under projekttiden samlat information om och material fran nya fall av hastar
med AEP, och foljt upp gamla fall som har éverlevt sjukdomen.

Mer detaljerad information avseende material och metoder for vissa delar av 1), 2) och 3) finns
beskriven i referenserna 26 och 22. Fér material och metoder avseende follow-up-studien, se
publikation 23. En stor del av dessa studier finns sammanfattade i en doktorsavhandling om AEP (24)
framlagd i mars 2017.

Resultat:

1) De kliniska symptomen vid AEP reflekteras inte direkt av de histopatologiska nervfiberférandringarna.

Ett gemensamt fynd hos de affekterade hastarna var att de grova myeliniserade nervfibrerna var sjukligt
forandrade, pafallande ofta med inklusioner i de Schwannska cellerna.

Bilden till vanster visar cirka 175 um av en “teased nerve fibre”, i detta
/ fall en grov myeliniserad nervfiber, fran en hast diagnosticerad med
AEP. Pilen pekar pa en inklusionskropp i cytoplasman till en

m‘:}zﬁm Schwannsk cell.

De patomorfologiska forandringarna ar exceptionellt likartade i
nerverna fran de olika affekterade hastarna, oberoende av vilken nerv eller var ldngs nerven man har
tagit provet fran, och likasa oberoende av graden av kliniska symptom och vilken tid som har forflutit
efter symptomdebut. Lesionerna i de perifera nerverna ar mycket mer vitt spridda i det perifera
nervsystemet dn vad den kliniska bilden indikerar. Aven hos histar som har en kort sjukdomstid (1-4
veckors anamnes) visar en del nervfibrer kroniska forandringar, representativa for upprepade episoder
av de- och remyelinisering av fibrerna. Nervfiberaffektion ses i bade rent sensoriska nerver och i



blandade nerver. Utseendemadssigt dr det inte maijligt att skilja de motoriska nervfibrerna fran de
sensoriska, och alla s k motoriska nerver innehaller ocksa sensoriska fibrer. Ddremot resulterar som
regel en affektion av motoriska nervfibrer i en neurogen atrofi av innerverad muskel. Nagot ovéntat ses
ingen uttalad neurogen muskelatrofi vid AEP.

For att med en funktionell metod fa en uppfattning om eventuell sjuklig paverkan pa motoriska
nervfibrer vid AEP, har vi gjort TcMS. Med denna metod har vi kunnat konstatera att dven motoriska
nervfibrer ar involverade i sjukdomsbilden och ar dysfunktionella. Latenstiden (d v s tiden fran
stimulering av motorcortex till

muskelkontraktion) &r forlangd vid AEP.Z | 16
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Den histopatologiska bilden ar typisk for diagnosen AEP, men graden av histopatologiska forandringar
reflekterar inte vare sig utbredningen av klinisk dysfunktion i nervsystemet eller skede i
sjukdomsutvecklingen. Det mikroskopiska utseendet talar for en primar inverkan pa metabolismen i de
Schwannska cellerna, resulterande i uppbyggnaden av inklusioner och darpa féljande inflammatoriska
forandringar.

2) Inklusionerna ar immunopositiva for markorer fér dysfunktionellt endoplasmatiskt reticulum (rER),
vilket indikerar att inklusionerna bestar av en ackumulering av felveckat eller oveckat protein. Med LCO
har vi pavisat aggregerat protein i affekterad nerv. Via mass-spektrometri har vi kunnat konstatera att
nio olika proteiner ar uppreglerade i nerverna hos affekterade hastar.

_ Bilden till vanster visar en inklusionskropp i cytoplasmani en

\ 1 Schwannsk cell, immunopositiv (morkt brun) for en markor for
4 dysfunktionellt endoplasmatiskt

: retikulum. Bilden till héger visar
aggregerat protein i en nerv fran
AEP-hast med hjalp av LCO-metoden.
Fargsammansattningen pa spektrat i
den ljusa flacken ar entydigt med att

detta ar aggregerat protein.




Vid mass-spektrometri av nerver fran AEP-hastar kunde totalt ungefar 2000 olika proteiner identifieras.
Endast nio av dessa proteiner var uppreglerade jamfort med kontroller. Bland dessa nio proteiner finns
det nagra fa stycken som i sin uppbyggnad ar sadana att de kan ha en tendens att aggregera. Det
aterstar att med laser capture, immunhistokemi och western blot undersoka aggregaten/inklusionerna
specifikt for dessa kandidatproteiner.

3) De inflammatoriska cellerna inne i myelinskidorna har karakteriserats som makrofager. Utseendet av
nervfibrer som har invaderats av dessa makrofager talar for att de har kommit dit for att sjdlva aktivt
bryta ned myelinet. (D v s de ar inte bara dar for att stdda upp efter ndgon annan myelinskadande
process.) Aven T-lymfocyter och ett fatal B-lymfocyter aterfinns inne i nerverna, men utanfor sjilva
nervfibrerna (de ligger istallet i endoneurium). Vi har ocksa funnit en immunopositivitet for IgG riktad
mot nervfibrerna.

| bilden ovan till vanster ses cirka 175 pum av en "teased nerve fibre” utsatt for aktiv demyelinisering.
Demyeliniseringen &r associerad med en invasion av mononukleédra celler (med blaaktigt fargade kérnor)
in i myelinskidan, se de svarta pilarna. | bilden till héger ses ett semi-tunt snitt av en motsvarande
nervfiber i tvarsnitt. De morkbla koncentriska ringarna dr en myelinskida under nedbrytning.

Trots upprepade férsok och modifieringar har de immunhistokemiska analyserna avseende FoxP3-
positiva regulatoriska T-celler och komplementfaktorn Clq inte alls fungerat. De immunhistokemiska
analyserna av komplementfaktor C5b9-férekomst inne i eller invid nervfibrerna har varit svara att tolka,
och har inte gett nagra konklusiva resultat hittills.

Inga cirkulerande antikroppar mot Equine myelin basic protein 2 (MP2) kunde detekteras i serum fran
AEP-hastar.

Utifran resultaten i detta projekt bedomer vi att en immunologisk reaktion mot den egna nervvavnaden
kan ha betydelse for de kliniska symptomen vid AEP, och att autoimmunitet kan spela en roll. Det ar
dock mest sannolikt att den immunologiska reaktionen mot myelinet dr en foljd av nagon férandring i
sammansattningen av myelinskidan, beroende pa att en etiologisk faktor primart har paverkat de
Schwannska cellernas maskineri fér proteinsyntes.

4) Serum fran AEP-hastar har varit positiva fér IgM-antikroppar mot en specifik gangliosid. Vi betraktar
det fyndet som preliminart tills vidare, eftersom det beh6évs mer data och bearbetning av resultaten
innan vi kan dra nagra konkreta slutsatser av det fyndet.

Vi utesluter inte att dessa cirkulerande anti-gangliosider kan ha en betydelse for sjukdomsutvecklingen
vid AEP. Om sa ar fallet, ar de sannolikt en del i den sekundara immunologiska reaktionen mot
myelinskidorna, och inte ett primart fenomen direkt utlost av en etiologisk faktor.

| var follow-up studie framgick att prognosen ar god for de AEP-hdstar som under sjukdomstiden
behaller férmagan att resa sig upp och forbli staende av egen kraft. En majoritet av de 6verlevande
héstarna presterar aterigen pa samma eller hégre niva efter genomgangen sjukdom. Fér manga av de
Overlevande hastarna ar sjukdomsperioden dock lang. Det kan ta manga manader upp till ndgot ar innan




de slutar visa symptom och kan borja trdanas igen. For cirka 1/3 av de insjuknade hastarna ar AEP tyvarr
en fatal sjukdom. De blir avlivade, huvudsakligen pa grund av att de har blivit liggande, oférmogna att
resa sig upp.

Diskussion:

Den bimodala polyneuropati som ses vid AEP, med en kombination av cytoplasmatiska
inklusionskroppar i de Schwannska cellerna och upprepad inflammatorisk demyelinisering med
paféljande remyelinisering av nervfibrerna, ar unik for AEP. Resultat som framkommit i detta projekt
talar for att det primara skeendet i nervsystemet ar en negativ inverkan pa proteinprocesseringen i de
Schwannska cellerna. Darigenom paverkas antagligen funktionen, kompositionen och/eller stabiliteten
av kompakt myelin i nervfibrerna negativt. Detta i sin tur ser ut att leda till en autoimmun reaktion mot
nervtradarnas myelinskidor. Fran experimentella studier vet man att felveckning och aggregering av
proteiner kan forstarka immunogeniciteten av proteiner och framkalla autoimmunitet.

Kédnda etiologiska faktorer som rent generellt kan interferera direkt eller indirekt med proteinveckning
och/eller raddningsmekanismer for felveckat protein i det endoplasmatiska retiklet ar oxidativ stress,
toxinexponering, aldrande och genetiska sjukdomar. Toxinexponering via fodret ar den sannolika
etiologin bland dessa potentiella orsaker nar det galler AEP. Det finns dock inget kdnt toxin som leder till
dylika inklusioner i de Schwannska cellerna, eller som resulterar i en bimodal polyneuropati liknande
den vid AEP.

Det &r en brist pa samstammighet mellan tid fran symptomdebut, grad av kliniska symptom och
omfattning av patomorfologiska nervférandringar vid provtagning. Man kan darfor spekulerai om
symptom vid AEP kan uppsta till féljd av faktorer som ar osynliga med de mikroskopiska tekniker vi har
nyttjat. Exempelvis skulle det kunna vara humorala faktorer sdsom neutraliserande antikroppar riktade
mot jonkanaler i nervtradarnas cellmembran. Sddana antikroppar finns beskrivna vid likartade
sjukdomar hos manniskor och férséksdjur, och kan interferera med bade nervimpulskonduktion och
neurotransmission. Den immunopositivitet for immungobuliner som har pavisats i nervfibrerna ar en
indikation pa att humorala faktorer kan vara inblandade i sjukdomsutvecklingen. Det aterstar att studera
om dessa immunglobuliner har nagot gemensamt med anti-gangliosider i serum.

Analys av anti-gangliosider i serum kan majligtvis bli ett diagnostiskt verktyg for AEP i framtiden, men vi
behover bearbeta vart material ytterligare innan vi ar dar. Vi ser framfor oss att serum-anti-gangliosider
kan komma att bli en vardefull biomarkor bade for affekterade hastar och for icke-affekterade
/subkliniska/presymptomatiska hastar i en besattning med AEP. Om sa ér fallet, kan nagon specifik
immunmodulerande behandling bli aktuell som en konsekvens av det. Det kan majligtvis ocksa anvandas
for att fa en insikt i om hastar i en besattning utan 6ppet affekterade djur har varit i kontakt med den
etiologiska faktorn innan nagon visar nagra symptom. Darigenom skulle man férhoppningsvis kunna
vidta tgarder och helt férebygga sjukdomsutbrott. Aven TcMS, som &r en icke-invasiv och relativt enkel
diagnostisk metod, kan anvandas pa motsvarande satt.

Kvantitativa RT-PCR analyser avimmunologiska regulatorer (cytokiner, kemokiner) ingick i planerna for
projektet, och material till detta har forberetts, men analyserna har inte gjorts. For att fa en helhetsbild
av vilken typ avimmunkaskad och sekvens av reaktioner som forekommer under sjukdomsférloppet har
vi 6nskat att med semikvantitativ metod (immunhistokemi) foérst lyckas identifiera komplementfaktorer
och FoxP3-positiva regulatoriska T-celler. Detta har vi inte lyckats med annu.



Vara framtidsplaner innefattar att slutféra studierna av anti-gangliosider samt proteinanalyser av
inklusionerna. De kommande aren énskar vi sedan ga vidare med att mer malinriktat leta efter
sjukdomsframkallande faktorer i vallfoder genom att utsatta odlade Schwannska celler fér bland annat
extrakt fran misstankt foder och konkreta toxin-kandidater.
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Slutsatser (gillande nytta med rad till ndringen):

Detta forskningsprojekt om den allvarliga nervsjukdomen polyneuropati (AEP) hos hast har gett en mer
detaljerad bild av sjukdomsmekanismerna i nerverna under pagaende sjukdom. Vi vet fortfarande inte
exakt vad som fororsakar AEP, men misstankarna om att det &r nagot toxin i inplastat grovfoder
(hosilage) star kvar. Genom att kartlagga skeendena i de sjuka nervfibrerna har vi natt viktiga kunskaper
for att kunna ga vidare med forskning runt den exakta grundorsaken till sjukdomen. Vi har fatt fram att
det ar de Schwannska cellerna, den celltyp som bildar myelinskidan kring en nervfiber, som drabbas
forst i den kedja av handelser som resulterar i nedbrytning och dalig funktion av nervfibrerna. Vi har
ocksa sett hur dessa cellers struktur primart férdndras genom att inklusionskroppar ackumuleras i det
endoplasmatiska retiklet.

Vi vill kunna testa olika substansers inverkan pa dessa celler utan att behova utsatta friska hastar eller
andra forsoksdjur for potentiellt giftiga amnen. Vi ar nu redo att odla Schwannska celler i cellkulturer.
Darefter kan vi «mata» de odlade cellerna med olika suspekta amnen, till exempel extrakt fran misstankt
foder eller konkreta toxin-kandidater, och studera hur de odlade cellerna reagerar.

Vi har dessutom kunnat visa att den icke-invasiva diagnostiska metoden TcMS ar anvandbar for att
beddma graden av dysfunktion i nervsystemet hos hastar med AEP. Vi har ocksa anpassat en ELISA-
metod for analys av anti-gangliosider i hastserum, och vi har med den metoden hittat att affekterade
hastar ar sero-positiva for IgM-antikroppar mot en specifik gangliosid. Det betyder att ett enkelt
blodprov i framtiden kanske kan anvandas i diagnostiskt syfte.

AEP ar i grunden en sjukdom som gar 6ver med tiden. Vad géller prognosen for insjuknade hastar, ar
den god for de AEP-hastar som under sjukdomstiden behaller férmagan att resa sig upp och forbli
staende av egen kraft. En majoritet av de 6verlevande hastarna presterar aterigen pa samma eller hogre
niva efter genomgangen sjukdom. Fér manga av de Overlevande hastarna ar sjukdomsperioden dock
flera manader till nagot ar lang. For cirka 1/3 av de insjuknade hastarna ar AEP tyvarr en fatal sjukdom.
De blir avlivade, huvudsakligen pa grund av att de har blivit liggande, oférmdgna att resa sig upp.

Resultatférmedling till naringen:

Information om det aktuella kunskapslaget for sjukdomen AEP har fortlopande formedlats till
hastnaringen, allmanheten, veterinarer och forskare i ett antal populdrvetenskapliga och vetenskapliga
publikationer som getts ut i tryckt skrift och pa internet, samt presenterats vid flera méten, se lista ovan.

Till detta kommer ett antal intervjuer av deltagare i projektgruppen i facktidningar inom hastnaringen,
dagspress, samt radio och TV, bade i Sverige och Norge under dessa ar. Projektet har ocksa legat till
grund for Siv Hanche-Olsens doktorsavhandling om polyneuropati.

Nedan anges ett urval av lankar till aktuella websidor, reportage i media m m.
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