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I Einleitung

Ineffektive Erythropoese, die extra- oder intramedulldr bedingt sein kann, und Blutverlust
gelten als die hdufigsten Andmieursachen bei der Katze. Allerdings werden auch
hidmolytische Andmieformen bei der Katze in zunehmendem Maflle beobachtet. Eine wichtige
Differentialdiagnose einer hamolytischen Andmie bei Abessinier- und Somalikatzen ist die
erythrozytire Pyruvatkinase (PK) -Defizienz.

Der anaerobe Abbau von Glukose ist der wichtigste Energielieferant der Erythrozyten (Ec), da
er ca. 90 % des ATP-Bedarfes deckt. Die PK ist eines der regulierenden Schliisselenzyme
dieses Stoffwechselweges und katalysiert die Umwandlung von Phosphoenolpyruvat zu
Pyruvat, dem letzten energieliefernden Schritt bei der anaeroben Glykolyse. Durch einen
Mangel an PK entsteht ein Energiedefizit in den Ec, was zur Hamolyse der roten
Blutkdrperchen fiihrt. Vier homotetramere PK-Isoenzyme, fiir die zwei verschiedene Gene
(PKLR, PKM) kodieren, werden bei Sdugern abhiangig von Entwicklungsstufe und Gewebe
exprimiert. Die Isoenzyme kommen in Leber (L-Form), Muskel und Gehirn (M;), Milz,
Leukozyten und Thrombozyten (M;) und Ec (R) vor (BEUTLER, 1983; MIWA und FUIII,
1985).

Beim Menschen stellt der PK-Mangel eine der hiufigsten hereditdren himolytischen Andmien
dar, die durch eine Enzymopathie verursacht wird (PAGLIA, 1995). Zahlreiche Mutationen
des PKLR-Gens, die autosomal rezessiv vererbt werden, konnen eine Defizienz des R-PK-
Isoenzyms zur Folge haben (MIWA und FUJIIL, 1996). Die klinischen Symptome bei PK-
defizienten Patienten sind sehr variabel und reichen von einer geringgradigen kompensierten
hidmolytischen Andmie bis hin zur schweren transfusionsabhidngigen Anidmie (PAGLIA,
1995).

Ein Mangel an PK fiihrt nicht nur beim Menschen, sondern auch beim Hund zu einer stark
regenerativen chronischen hamolytischen Andmie. Bei der Hunderasse Basenji wurde der PK-
Mangel erstmals vor iiber 30 Jahren beschrieben (TASKER et al., 1969; GIGER und NOBLE,
1991a). In den letzten Jahren wurde die Erkrankung bei einigen weiteren Rassen identifiziert.
PK-defiziente Hunde haben eine deutlich regenerative mittel- bis hochgradige Anémie. Sie
entwickeln aus bisher unbekannten Griinden eine progressive Myelofibrose und
Osteosklerose und sterben zwischen dem 1. und 9. Lebensjahr an den Folgen der Anidmie oder
an Leberversagen (GIGER, 2000a). Der PK-Mangel wird durch rassespezifische Mutationen
im PKLR-Gen verursacht, fiir die molekulardiagnostische Screening-Tests zur Verfligung
stehen (GIGER, 2000a,b).

Der erste Fall einer PK-Defizienz wurde 1990 bei einem Abessinierkater in den USA
diagnostiziert (FORD et al., 1992; GIGER, 2001). Seither wurde die Erkrankung neben
weiteren Abessiniern auch bei Somalis und wenigen Domestic Shorthair Katzen festgestellt
(GIGER, 2000b). Die erythrozytire PK-Aktivitit erkrankter Katzen war deutlich reduziert
und die asymptomatischen Anlagetriger hatten etwa die Hélfte der PK-Aktivitit gesunder
Katzen. Der molekulare Defekt bei Katzen wurde vor einigen Jahren als Splicingdefekt
identifiziert und ein DNA-Suchtest zur Diagnose der PK-Defizienz wurde etabliert (GIGER et
al, 1997). Da dieser Test eine eindeutige Identifizierung von gesunden, Anlagetragern und
PK-defizienten Tieren erlaubt, stellt er einen entscheidenden Fortschritt in der Diagnostik
dieser Erkrankung dar.

Bisher liegen nur wenige Daten {iber die Verbreitung der Erkrankung in Deutschland oder
anderen Léndern vor. Klinik und Laboruntersuchungen PK-defizienter Katzen wurden bisher
nur in wenigen Fallberichten beschrieben (FORD et al., 1992; GIGER, 2001; KOHN, 2001;
MANSFIELD und CLARK, 2005; VAN GEFFEN et al., 2005; HARVEY et al., 2007).

Ziel dieser Untersuchung war es, die Verbreitung der PK-Defizienz bei Katzen in
Deutschland und Europa zu ermitteln und eine mdglichst groe Anzahl erkrankter Katzen
hinsichtlich Symptomen, Krankheitsverlauf und Laborwertverdnderungen zu untersuchen.



IT Literaturiibersicht

II.1  Feline Erythrozyten und Retikulozyten

Die Blutzellen werden im hidmatopoetischen Gewebe gebildet, das sich beim Fetus in Leber
und Milz und beim Adulten im roten Knochenmark befindet. Das himatopoetische Gewebe
enthilt Stammzellen, aus denen sdmtliche Blutzelltypen gebildet werden, also Ec, alle Formen
der Leukozyten sowie Thrombozyten.

Im Gegensatz zu anderen Zellen hat die rote Blutzelle keine zytoplasmatischen Strukturen
oder Organellen und keinen Nukleus.

Bei der Katze, wie auch bei anderen Tierarten, verdndern sich Ec-Zahl, -Grofie und
Hamoglobin (Hb)-Konzentration mit zunehmendem Alter (WINDLE et al., 1940;
ANDERSON et al., 1971; MEYERS-WALLEN et al., 1984). So betrdgt das mittlere Ec-
Volumen (MCV) bei der Geburt etwa 90 fl und bei der adulten Katze etwa 39 — 55 fl. Die
groflen fetalen Zellen werden insbesondere in den ersten 4 Lebenswochen durch kleinere
Zellen ersetzt, was zum Abfall des Mikro-Hamatokrit (Hkt), der Hb-Konzentration, des MCV
und der mittleren Hb-Konzentration der Ec (MCHC) bei wenig Anderung der Ec-Zahl fiihrt.
Im 3. — 4. Lebensmonat ist die Ec-Zahl des Adulttieres in etwa erreicht, die Hb-Konzentration
je nach Eisengehalt im Futter etwa im 5. — 6. Monat. Ménnliche erwachsene Katzen haben
etwas hohere Ec-Zahlen und Hb-Werte als weibliche (WINDLE et al., 1940).

Die Uberlebenszeit der Ec im Blut betriigt bei der Katze etwa 68 Tage (JAIN, 1993); andere
Autoren geben eine Zeitdauer von 72 — 78 Tagen an (VALENTINE et al., 1951; KANEKO et
al., 1966; MARION und SMITH, 1983; GIGER und BUCHELER, 1991). Die Uberlebenszeit
der Ec steht in Relation zum Korpergewicht bzw. zur Stoffumsatzrate (VACHA, 1983). Bei
Hund und Mensch ist die erythrozytire Uberlebenszeit deutlich ldnger und betriigt 110 bzw.
120 Tage (JAIN, 1993). Der Durchmesser von felinen Ec ist mit 6 pm kleiner als bei Hund
und Mensch mit 7 bzw. 8 um. Daher haben feline Ec auch nur eine kleine zentrale Aufthellung
im Blutausstrich (CLINKENBEARD und MEINKOTH, 2000).

Die Ec besitzen eine grof3e Fahigkeit zur Deformation, da ihr Durchmesser von etwa 6-8 um
bei weitem den Kapillardurchmesser von 2-3 pum iibersteigt. Die Fahigkeit zur Deformation
der roten Blutzellen beruht auf ihrer Gestalt oder Geometrie, der Viskositit des Zytoplasmas,
welche durch die intrazellulire Hb-Konzentration reguliert wird und den
Materialeigenschaften der Membran (MOHANDAS, 1995).

Retikulozyten sind unreife rote Blutzellen, die zwar keinen Zellkern mehr besitzen, aber noch
iber die Fihigkeit zur Proteinbiosynthese verfiigen. Die Polysomen (mRNA mit Ribosomen),
die praktisch nur noch Globin-mRNA enthalten und weiterhin Hb synthetisieren, konnen
durch Spezialfarbungen sichtbar gemacht werden. Im Gegensatz zum Hund miissen bei der
Katze aufgrund verschiedener Reifungszeiten unterschiedliche Retikulozytentypen nach
Anfirbung mit Methylenblau oder Brillantkresylblau gezdhlt werden. Man kann die
Retikulozyten in Typ I (Zellen mit schwach angefarbten Granula), Typ II (mit deutlich
dunklen Granula) und Typ III (mit deutlich dunklem Retikulum) unterteilen (JAIN, 1986). In
einer Studie von FAN et al. (1978) wurde festgestellt, dass nach Blutabnahmen zwischen 15
und 45 % des Blutvolumens zunéchst, d.h. nach 2 Tagen, Typ II- und III-Retikulozyten
anstiegen. Die hochste Anzahl wurde zwischen Tag 4 und 6 festgestellt, eine deutliche
Abnahme 12 bis 14 Tage nach Blutabnahme. Typ [-Retikulozyten stiegen nach Tag 4 an,
hatten ihren Hohepunkt nach 10 — 12 Tagen und waren noch erh6ht, nachdem das Packed Cell
Volume (PCV) bereits im Normalbereich war. Die Reifungszeit von Typ II- und III- Zellen
betrug 12 Std., wéahrend diejenige der Typ I-Zellen sowohl in vivo als auch in vitro 3 Tage
betrug. Die aggregierten Retikulozyten (Typ II und III) reifen also zu punktierten Formen
(Typ 1), die ldnger, bis zu 3 Wochen, im Blut persistieren (TVEDTEN, 1994). Eine
Retikulozytengesamtzahl gibt damit nicht die aktuelle Knochenmarkantwort nach Blutverlust
oder Hamolyse wieder. Eine Unterteilung in aggregierte und punktierte Formen dient der
Unterscheidung von aktiver und kumulativer Regeneration. Die aggregierten Retikulozyten
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entsprechen den polychromatophilen Zellen auf Blutausstrichen, die z.B. nach Pappenheim
oder Wright gefarbt wurden (ALSAKER et al., 1977).

II.1.1 Erythrozytenmembran
I1.1.1.1 Aufbau

Die Ec-Membran stellt eine Lipiddoppelschicht dar, an die ein Netzwerk von Proteinen,
welches der zytoplasmatischen Oberfliche der Membran anliegt, gekoppelt ist (Abb. 1). Die
Ec-Membran ist insbesondere beim Menschen biochemisch gut charakterisiert (WAYS und
HANAHAN, 1964): ungefahr 52 % der Membran bestehen aus Proteinen, 40 % aus Lipiden
und 8 % aus Kohlenhydraten.

Die Lipiddoppelmembran besteht aus Phospholipiden, welche asymmetrisch so angeordnet
sind, dass ihre hydrophoben, apolaren Gruppen nach innen, also gegeneinander gerichtet sind
und die hydrophilen, polaren Gruppen nach auflen ins Zytoplasma auf der einen Seite und ins
Plasma auf der anderen Seite. Neben den Phospholipiden ist unverestertes Cholesterol eine
wichtige Lipidkomponente. Freie Fettsduren und Glykolipide kommen nur in geringen
Mengen vor. Das normale Cholesterol / Phospholipid — Verhéltnis der menschlichen roten
Blutzelle betrigt 1:1,1. Jede deutliche Anderung dieses Verhiltnisses resultiert in einer
verinderten Zellmorphologie und verkiirzter Ec-Uberlebenszeit (JAIN, 1993). Die
Phospholipide setzen sich aus Phosphatidylcholin (30 %), Sphingomyelin (25 %),
Phosphatidylethanolamin (28 %) und Phosphatidylserin (14 %) zusammen sowie zu etwa 2 —
3% aus anderen Phospholipiden (MOHANDAS, 1995). Cholinphospholipide
(Phosphatidylcholin, Sphingomyelin) kommen insbesondere in der @ufleren Schicht, die
Aminophospholipide (Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin) insbesondere in der
inneren Schicht der Doppelmembran vor (KUYPERS et al., 1993). Letzteres ist von
Bedeutung, da die Exposition der Aminophospholipide die Koagulationskaskade ausldsen und
zur Adhédsion von Ec an Phagozyten fiihren kann.

In einigen Studien wurde die Membranzusammensetzung bei der Katze und anderen Spezies
untersucht (NELSON, 1967; GARNIER et al., 1984). Der Lipidgehalt bei der Katze betrug
3,57 mg/ 10" RBC (Red Blood Cells), beim Hund 5,29 und beim Menschen 5,0.

Der Gehalt an Phosphatidylserin betrug bei der Katze 0,22 mg/mg Protein (Hund: 0,26,
Mensch: 0,12), an Phosphatidylcholin 0,34 (Hund: 0,22, Mensch:0,46), an Sphingomyelin
0,17 (Hund: 0,14, Mensch: 0,08), an Phosphatidylethanolamin 0,23 (Hund 0,26, Mensch:
0,20) und an freiem Cholesterol 0,27 (Hund: 0,34, Mensch: 0,20).

Die Proteine der Ec-Membran kdnnen nach Solubilisieren der Membran in einer 1 %igen
SDS-Losung durch Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)
getrennt werden. Das sich daraus ergebende Elektropherogramm einer Ec-Membran zeigt
eine Reihe von Proteinbanden, wenn es mit Coomassie Brilliant Blau (farbt Proteine an) oder
mit Periodsdure / Schiffs-Reagens (PAS, farbt Kohlenhydrate an) behandelt wurde. Die
Banden 3 und 7 und die PAS-Banden 1-4 (Glykoproteine) entsprechen den integralen
Proteinen. Sie konnen nur durch Extraktion mit Detergenzien und organischen
Losungsmitteln aus der Membran herausgelost werden. Das Protein der Bande 3, das mehr als
30 % der Membranproteine ausmacht, ist ein Anionenkanal, der den Austausch von z.B.
HCOj;™ durch die Membran ermdglicht und die Lipidschicht mit dem Membranskelett
verbindet (SCHRIER, 1985; CHASIS und MOHANDAS, 1992). Bande 3 interagiert unter
anderem mit Ankyrin, Protein 4.1 und 4.2, Himoglobin und verschiedenen glykolytischen
Enzymen (MOHANDAS, 1995). Die Glykoproteine bewirken die negative Ladung der
Zelloberflache, fungieren als Rezeptor- oder Transportproteine und tragen die Ec-Antigene,
welche fiir die Blutgruppenspezifititen verantwortlich sind (CHASIS und MOHANDAS,
1992; MOHANDAS und CHASIS, 1993; SCHRIER, 1985).

Die bikonkave, diskusartige Form der Ec gewéhrleistet die schnelle Diffusion von O, an die
Hb-Molekiile im Innern der roten Blutzellen, da keines weiter als 1 um von der Zelloberflache
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entfernt ist. Allerdings nehmen ,,Wulst* und ,,Delle* eines Ec keine feste Position auf der
Zellmembran ein, sondern die Membran rollt um die Zelle herum, wihrend ihre Form
erhalten bleibt. Diese mechanische Eigenschaft der Ec-Membran beruht auf dem
Vorhandensein eines submembranen Netzwerks aus Proteinen, das auch als Membran-Skelett
bezeichnet wird (MOHANDAS, 1995).

Etwa 75 % des Ec-Membranskeletts besteht aus dem Protein Spektrin. Es setzt sich aus zwei
dhnlichen Polypeptidketten zusammen, der Bande 1 (a-Untereinheit, 280 kD) und der Bande
2 (B-Untereinheit, 246 kD). Zwei Heterodimere lagern Kopf an Kopf zusammen und bilden
ein Tetramer, dessen Enden mit Proteinen der Banden 4.1 und 5 vernetzt sind. So entsteht ein
dichtes und unregelméBiges Maschenwerk aus Proteinen, das unter der Ec-Membran liegt.
Das Protein der Bande 5 ist globulér, bildet filamentdse Oligomere aus und wurde als Aktin
identifiziert. Spektrin assoziiert auch mit dem Protein Bande 2.1, das als Ankyrin bekannt ist.
Es assoziiert seinerseits mit dem integralen Anionenkanalprotein, welches der Bande 3
entspricht (MOHANDAS und CHASIS, 1993) (Abb. 1).

Band 3

Glycophorin C

e

Spectrin
dimer-dimer
Interaction

LComelex :
Spectrin

Abb. 1: Querschnitt durch die Lipiddoppelschicht und das Membranskelett der
Erythrozytenmembran (modifiziert nach MOHANDAS, 1995).

I1.1.1.2 Membrantransport

Die Lipiddoppelschicht der Ec ist fiir die meisten Molekiile undurchldssig und der
Molekiilaustausch erfolgt mittels verschiedener Membrantransportsysteme.

Anionen und Wasser: Das Protein Bande 3 dient als Kanal fiir den Austausch von Anionen
(z.B. Bicarbonat, Chlorid, Phosphat), Wasser, verschiedenen Nichtelektrolyten und
wahrscheinlich in gewissem Mafe auch Kationen (HARVEY, 2000a). Die Rate des
Anionenaustausches ist abhéngig vom Phosphatidylcholin- und Sphingomyelinanteil und
betrigt bei der Katze fiir Phosphat 4,1 + 0,7 pmoles/cm*/min (DEUTICKE und GRUBER,
1971).

Natrium und Kalium: Beim Kationenaustausch und demzufolge auch bei den intrazelluldren
Na'- und K'-Konzentrationen herrschen deutliche Unterschiede zwischen den Spezies. Im
Gegensatz zum Menschen und verschiedenen anderen Tierarten verlieren feline und canine Ec
durch Proteolyse ihre Na'/K'-ATPase wihrend spiter Reifungsstadien im Knochenmark.
Daher sind die hohen Na- und niedrigen K-Konzentrationen der Ec &hnlich den
Serumelektrolyten und es kommt nach intravaskuldrer Himolyse in der Regel nicht zu einer
Hyperkalidmie. Der Kaliumgehalt der Ec liegt bei der Katze bei 5,9 = 1,9 mmol/l und der
Natriumgehalt bei 105,8 + 14,4 mmol/l (HARVEY, 1997). Andere Transportmechanismen fiir
Na" und K* kommen in unterschiedlichem MafBe in bestimmten Spezies vor: passive
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Diffusion, Na'- K'- CI - Kotransporter, Na' - Na'- Antiporter, Bande 3-Anionentransport als
NaCOs", Na'-abhiingiger Aminosiuretransport, K- CI - Kotransporter, Na'- H'- Austausch
und ein Ca'-abhingiger K -Transport (ELLORY und TUCKER, 1983; CONTRERAS et al.,
1986; HAAS, 1989).

Das Volumen feliner und caniner Ec wird vom Kationen-Fluss beeinflusst. Der Natrium-Fluss
ist erhoht, wenn die Zellen geschrumpft sind und der Kalium-Fluss, wenn die Zellen
geschwollen sind. Der Na'- K'- CI" - Kotransporter und der Na'- H'- Austausch werden durch
eine Zellschrumpfung aktiviert und der K™~ CI" - Kotransporter wird durch eine Schwellung
der Zelle aktiviert (HAAS, 1989).

Kalzium: Ein UbermaR an intrazelluldrem Kalzium ist schidlich fiir Ec; daher transportieren
sie Ca”" aktiv iiber eine Kalziumpumpe, die durch ein Ca**-bindendes Protein (Calmodulin)
aktiviert wird (HARVEY, 1997). Canine Ec sind im Gegensatz zu Ec von Katzen und anderen
Spezies unter alkalischen Bedingungen sehr fragil, vermutlich aufgrund eines erleichterten
Kalziumeinstroms unter diesen Bedingungen (GIGER, 2000a).

Aminosiduren: Aminosduren miissen flir die Synthese von Glutathion in die Ec transportiert
werden (HARVEY, 1997). Acht verschiedene Aminosduretransportsysteme sind in Sduger-Ec
gefunden worden. Katzen-Ec besitzen ein Lysin® -System fiir den Transport dibasischer
Aminosduren (YOUNG, 1983). Der Bande 3-Anionentransporter kann ebenfalls Glycin und
einige andere Aminoséduren transportieren.

Ec von Katzen und Hunden besitzen einen Na'-abhingigen Aminosiuretransporter, der
optimal Glutamat und Aspartat transportiert (SATO et al., 1994).

Glukose: Glukose wird mittels passiver Diffusion in die Ec transportiert. Die Permeabilitét
der Ec-Membran fiir Glukose variiert zwischen den Spezies, wober humane Ec sehr gut und
porcine Ec kaum permeabel sind. Die mittlere Glukosetransportaktivitét von caninen Ec liegt
bei 6,0 nmol/min/mg Protein und bei der Katze betrigt sie ein Drittel der des Hundes (ARAI
et al,, 1992). Sowohl Bande 3 als auch ein integrales Membranprotein scheinen in den
insulinunabhéngigen Glukosetransport involviert zu sein (HARVEY, 1997). Ec von adulten
Individuen haben ihren Glukosetransporter wihrend der Reifung verloren und haben deshalb
eine limitierte Fahigkeit, Glukose fiir die Gewinnung von Energie zu nutzen. Auller bei der
Katze haben fetale und neonatale Ec eine hohere Glukosetransportaktivitit als adulte
Individuen (MOONEY und YOUNG, 1978).

Nucleoside: Die Ec-Membranen der meisten Spezies haben einen Nukleosidtransporter
(YOUNG, 1983). Feline und canine Ec weisen eine Adeninaufnahme und Inkorporation in
Nukleotide auf, wobei die Aufnahmerate viel niedriger als beim Menschen ist (LALANNE
und WILLEMOT, 1980). Die Ec von Katzen zeigen eine niedrigere Adenosinaufnahme als
Hunde. Feline und canine Ec sind nahezu impermeabel fiir Inosin (DUHM, 1974).

I1.1.2 Erythrozytenmetabolismus

I1.1.2.1 Adenylatmetabolismus

Adenylat besteht aus der Base Adenin, dem Zucker Ribose und einer oder mehreren
Phosphatgruppen. Reife Ec konnen Adeninnukleotide nicht de novo synthetisieren, aber sie
konnen die einzelnen Komponenten im so genannten ,salvage pathway* produzieren
(BREWER, 1974). AMP kann aus Adenin (mittels Adeninphosphoribosyltransferase) oder
Adenosin (mittels Adenosinkinase) synthetisiert werden. In der Adenylatkinase-Reaktion
interagiert ein Molekiil AMP mit einem Molekill ATP, um zwei Molekiile ADP zu
regenerieren. Das bendtigte ATP wird in der Glykolyse aus ADP gebildet.
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I1.1.2.2 Kohlenhydratmetabolismus

Ec benotigen Energie in Form von ATP, um ihre Form und Deformierbarkeit aufrechterhalten
zu konnen, um Membranphospholipide und Proteine zu phosphorylieren, fiir den aktiven
Membrantransport verschiedener Molekiille und fiir die Synthese von Nukleotiden und
Glutathion. Das reduzierende Potential von NADH und NADPH wird benétigt, um oxidativen
Prozessen entgegen zu wirken (LEHNINGER et al., 1993).

In den Ec wird die aufgenommene Glukose in der Hexokinasereaktion (HKi) zu Glukose-6-
phosphat (G6P) phosphoryliert. G6P kann durch die Glykolyse oder den Pentosephosphatweg
weiter verstoffwechselt werden (LEHNINGER et al., 1993).

Obwohl Glukose das primdre Substrat fiir die Energiegewinnung in Ec darstellt, konnen auch
andere Stoffe wie Ribose, Fruktose, Mannose, Galaktose, Dihydroxyaceton, Glycerinaldehyd,
Adenosin und Inosin in unterschiedlichem Ausmal} metabolisiert werden.

Die Glykolyse stellt mit 90 % den Hauptabbauweg der Glukose in den Ec dar. In der
Glykolyse wird ein Molekiil Glukose in einer Reihe von enzymkatalysierten Reaktionen zu
zwei Molekiilen Pyruvat abgebaut (Abb. 2). Der Abbau der Glukose erfolgt in zehn Schritten,
wobei die ersten fiinf die so genannte Vorbereitungsstufe ausmachen. In diesem ersten Teil
der Glykolyse werden durch die Hexokinase- und die Phosphofruktokinasereaktion (PFK) je
ein Molekill ATP verbraucht, um Glukose bzw. Fruktose-6-phosphat (F6P) zu
phosphorylieren. Im zweiten Teil der Glykolyse, der pro Molekiil Glukose zweimal ablauft,
werden in der Phosphoglyceratkinase- und der PK-Reaktion je ein Molekiil ATP gewonnen.
Daraus folgt, dass pro Molekiil Glukose 2 Molekiile ATP gebildet werden. Da die roten
Blutzellen wéhrend der Reifung ihre Mitochondrien verlieren, stellt die Glykolyse den
einzigen Energielieferanten der Ec dar (LEHNINGER et al., 1993).

Das Enzym Phosphofruktokinase katalysiert die irreversible Phosphorylierung von Fruktose-
6-phosphat (F6P) in Fruktose-1,6-bisphosphat und ist ein wichtiges Schliisselenzym der
Glykolyse. Die Aktivitit des Enzyms wird von verschiedenen Effektoren beeinflusst, wobei
ATP den wichtigsten Inhibitor und AMP und anorganisches Phosphat die wichtigsten
Aktivatoren darstellen (JAKOBASCH et al., 1974). Durch die Aktivierung der PFK wird die
HKi sekundir aktiviert durch die Reduktion der Konzentration an G6P, welches einen
Inhibitor der HKi darstellt (RAPOPORT, 1968).

Die PK ist das zweite wichtige Schliisselenzym und wird ebenfalls durch hohe ATP-
Konzentrationen allosterisch gehemmt, indem die Affinitit des Enzyms zu seinem Substrat
Phosphoenolpyruvat (PEP) gesenkt wird (siehe 11.2.1.1.7).
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Abb. 2: Glykolyse und untergeordnete Erythrozytenenzymsysteme

Rapoport-Luebering Zyklus: Das im sechsten Schritt der Glykolyse durch die
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPD) gebildete 1,3-Diphosphoglycerat (1,3-
DPG) kann in der Glykolyse weiter verstoffwechselt werden oder durch die
Diphosphoglyceratmutase (DPGM) in 2,3-DPG umgewandelt werden. Das Enzym
Diphosphoglyceratphosphatase (DPGP) wandelt 2,3-DPG in 3-Phosphoglycerat (3-PG) um.
Durch den auch Diphosphoglyceratweg genannten Zyklus kann der ATP generierende
Phosphoglyceratkinase- (PGK) Schritt der Glykolyse umgangen werden, so dass in der Bilanz
der Glykolyse kein ATP entsteht (BREWER, 1974). In den Ec durchlaufen 10-30 % der
Triosephosphate diesen Weg (JACOBASCH et al.,1974). Ob 1,3-DPG durch die PGK oder
DPGM metabolisiert wird, hiangt von der ADP-Konzentration ab (RAPOPORT, 1968). ATP
und 2,3-DPG beeinflussen den Stoffumsatz durch die jeweilige Route, indem sie eine
Produkthemmung ihrer eigenen Synthese bewirken. 2,3-DPG inhibiert die HKi, PFK und
GAPD (JAKOBASCH et al., 1974).

Die Konzentration von 2,3-DPG kann durch eine erniedrigte PK-Aktivitit beeinflusst werden.
Wenn die PK-Aktivitit gegeniiber der PFK-Aktivitit reduziert ist, steigen die
Konzentrationen von phosphorylierten Zwischenprodukten zwischen der PK- und der GAPD-
Reaktion (MUEGGLER und BLACK, 1982). Durch den Anstieg der 1,3-DPG-Konzentration
steigt auch die Synthesegeschwindigkeit von 2,3-DPG im Rapoport-Luebering Zyklus an.
1,3-DPG bindet an Desoxyhdmoglobin und stabilisiert so den T-Zustand des Hadmoglobins.
Dadurch wird dessen Sauerstoffaffinitiat vermindert. Daher verdndern vererbte Schédden in der
Glykolyse von Ec die Sauerstoffbindungskapazitit des Blutes, was in der
Sauerstoffséttigungskurve des Hb sichtbar wird (Abb. 3). Beispielsweise sind in Ec, welche
einen Hexokinasemangel aufweisen, die Konzentrationen an Zwischenprodukten der
Glykolyse gering, da die HKi den ersten Reaktionsschritt der Glykolyse katalysiert. Daraus
resultieren eine verringerte 2,3-DPG-Konzentration und eine erhohte Sauerstoffaffinitit des
Hb. Umgekehrt nimmt bei einem Mangel an PK, der die 2,3-DPG-Konzentration durch
Blockade der letzten Reaktion ansteigen lésst, die Sauerstoffaffinitit des Hb ab (BUNN et al.,
1974).



Katzen haben im Gegensatz zu Hunden und Menschen sehr niedrige 2,3-DPG-
Konzentrationen in ihren Ec (Katze 874 + 317 nmol/ml RBC, Hund 5989 + 632 nmol/ml
RBC, Mensch 4171 £ 636 nmol/ml RBC) (BUNN et al., 1974). Die Ursache dafiir liegt in
einer geringeren Aktivitdt des Enzyms Diphosphoglyceratkinase, die aus 1,3-DPG 2,3-DPG
bildet (HARKNESS et al., 1969). Die Sauerstoffaffinitidt des Hb in Ec von Katzen (geringe
Konzentration an 2,3-DPGQG) ist nicht beeinflussbar durch Zugabe von 2,3-DPG, da das Hb in
der 2,3-DPG-bindenden B-Kette eine andere Struktur aufweist als z.B. das Hb von Hunden
oder Menschen (hohe Konzentrationen an 2,3-DPG) (BUNN, 1981).
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Abb. 3: Sauerstoffsittigungskurve des Hémoglobins in normalen Erythrozyten und
Erythrozyten mit Pyruvatkinase- und Hexokinasemangel beim Menschen (DELIVORIA-
PAPADOPOULUS et al., 1969)

Der Pentosephosphatweg (PPP) regeneriert NADPH, welches das wichtigste
Reduktionsidquivalent fiir den Schutz der Ec gegen oxidative Schiadigung darstellt.

Die bei der Reduktion von Peroxiden gebildete oxidierte Form des Glutathions wird durch die
NADPH-abhingige Glutathion-Reduktase wieder in die reduzierte aktive Form iiberfiihrt.
AuBerdem wird NADPH fiir die Regeneration der aktiven Form der Katalase benétigt, die
wéhrend der Reduktion von H,O; inaktiviert wird (KIRKMAN et al., 1987).

Das in diesem Stoffwechselweg gebildete Ribose-5-phosphat (R5P) wird fiir die
Nukleotidsynthese benotigt (AGAR und BOARD, 1983).

I1.1.2.3 Schutzmechanismen gegen oxidative Schadigung

Zirkulierende Ec sind oxidativer Schidigung durch Superoxidradikale (O,") und Peroxide
ausgesetzt. Diese Art der Schiadigung spielt eine entscheidende Rolle im Alterungsprozess der
Ec und bei der Aktivierung des mononukledren Phagozytosesystems.

Glutathion (GSH) ist ein Tripeptid aus Glutamat, Cystein und Glycin, das in den Ec
synthetisiert wird. Glutathion wird durch endogene Peroxide und eine Vielzahl von
Medikamenten oxidiert, indem sich eine Disulfidgruppe zwischen den Thiolgruppen von 2
GSH-Molekiilen oder zwischen einem GSH-Molekiil und einer Sulfhydrylgruppe von
erythrozytidren Proteinen bildet. Glutathion schiitzt damit die Protein-SH-Gruppen von Hb
und anderen Ec-Bestandteilen vor oxidativer Schédigung. Das GSH feliner Ec ist weniger
stabil und schneller verbraucht als bei anderen Saugetieren (CHRISTOPHER, 2000). Die



Regeneration von GSH wird durch die Glutathion-Reduktase katalysiert, die dazu NADPH
aus dem Pentosephosphatweg benotigt (AGAR und BOARD, 1983). Mit Ausnahme von
Katzen haben die Ec von Haustieren eine geringere Glutathion-Reduktase-Aktivitdt als die
von Menschen (Mensch 3,37 £+ 0,69 IU/g Hb, Hund 1,38 + 0,15 [U/g Hb, Katze 3,69 =+
1,02 IU/g Hb) (AGAR et al., 1974; HARVEY, 1997).

Die Enzyme Glutathion-Peroxidase und Katalase katalysieren die Umwandlung von H,0, in
H,0 und beseitigen organische Peroxide. Ec von Haustieren (ausgenommen Hunden) weisen
eine hohere Katalase-Aktivitdt auf als die von Menschen (SUZUKI et al., 1984).

Die Superoxiddismutase (SOD) ist ein Enzym, das Kupfer und Zink enthédlt und zwei O, in
H,0; und O, umwandelt. Die Aktivitit der SOD ist in Ec von Katzen und Hunden genauso
hoch bzw. hoher als in humanen Ec (HARVEY und KANEKO, 1977). Die Glutathion-S-
Transferase (GST) katalysiert die Bildung von Glutathion-S-Konjugaten zwischen GSH und
elektrophilen Substraten. Das Enzym konnte in den Ec aller Haustiere nachgewiesen werden,
wobei die Bedeutung im Schutz gegen oxidative Schidigung noch unklar ist (HARVEY,
1997). In caninen Ec konnte eine direkte Korrelation zwischen GST-Aktivitdit und GSH-
Konzentration nachgewiesen werden (GOTO et al., 1992). Die GST spielt eine entscheidende
Rolle beim Schutz des Korpers gegen verschiedene Karzinogene und Medikamente, indem es
Konjugate mit diesen Substraten in der Leber bildet (CHASSEAUD, 1979). Vitamin E ist ein
fettlosliches Vitamin, das durch die Lieferung von Reduktionséquivalenten freie Radikale in
der Membran neutralisiert. Dadurch wird die Oxidation von vielfach ungesittigten Fettsduren
in der Membran verhindert.

Durch Oxidationsmittel kann das zweiwertige Eisen im Hdm der Ec zum dreiwertigen
oxidiert werden. Das dadurch entstehende Methdmoglobin (MetHb) ist nicht mehr in der
Lage, gebundenen Sauerstoff wieder abzugeben. Fiir die Wiederherstellung des Hb ist die
NADH-Methidmoglobin-Reduktase (NADH-MR) (Cytochrom-bs-Reduktase) verantwortlich.
Ec enthalten aulerdem eine NADPH-Methdmoglobinreduktase (NADPH-MR), die ebenfalls
fahig ist, MetHb zu reduzieren, wenn die entsprechenden Elektronencarrier vorhanden sind.
Da NADPH in den Ec aber in geringeren Konzentrationen als NADH vorkommt, spielt dieses
Enzym eine untergeordnete Rolle (HULTQUIST et al., 1993).

I1.1.3 Himoglobin

Der rote Blutfarbstoff, das Himoglobin (Hb), ist der funktionell wichtigste Anteil der Ec und
verantwortlich fiir den Sauerstofftransport.

Die Regulation der Hb-Synthese sowie Besonderheiten in Aufbau und Funktion des Hb bei
den verschiedensten Tierarten waren in den letzten Jahrzehnten Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen.

11.1.3.1 Aufbau

Das Hb ist ein Chromoprotein, das aus vier Polypeptidketten und vier prosthetischen Him-
Gruppen besteht. Das Hb-Molekiil besitzt anndhernd kugelférmige Gestalt, mit einem
Durchmesser von 5,5 nm. Die Ham-Gruppe wird aus einem zentralen zweiwertigen
Eisenatom (Fe”"), das von einem substituierten Porphyrinring (Protoporphyrin) umgeben ist,
gebildet. Jedes Protoporphyringeriist besteht aus vier fiinfgliedrigen stickstoffhaltigen
Pyrrolringen. Der Aufbau des Hiams ist bei Mensch und Tier gleich (EDER, 1987; THEWS,
1997). Him kommt nicht nur im Hb vor, sondern auch in Cytochromen, Peroxidase, Katalase
und Myoglobin (JAIN, 1986). Der Globinanteil ist beim Menschen und den einzelnen
Tierarten unterschiedlich aufgebaut und in einem Individuum kdnnen verschiedene Hb-
Varianten nebeneinander bzw. im Laufe der Entwicklung nacheinander vorkommen.
Normales Hb eines adulten Menschen (HbA) enthélt zwei a- und zwei B-Polypeptidketten.
Neben HbA enthalten die Ec zu einem geringen Teil auch HbA,, das statt der B-Ketten zwei
0-Ketten enthilt. Beim Menschen und bei Wiederkduern kommen im Laufe der Entwicklung

9



3 unterschiedlich aufgebaute Hb-Arten vor: embryonales, fetales und adultes Hb (HARVEY,
1997). Das Hb des menschlichen Fetus (HbF) hat an Stelle der B-Ketten sog. y-Ketten
eingebaut (THEWS, 1997).

Bei Katzen wird das embryonale Hb wihrend der fetalen Phase direkt durch adultes Hb
ersetzt (BUNN und KITCHEN, 1973). In adulten Ec konnen, je nach Spezies, ebenfalls
unterschiedliche Hb vorkommen. Bei der adulten Katze konnten 2 verschiedene Hb
identifiziert werden, HbA und HbB (TAKETA und MORELL, 1966). Mittels
Hochdruckdurchfluss-Chromatographie wurden die felinen Globine aus einem Ec-Lysat
separiert und 1 a-Globin und 6 B-Globin-Ketten identifiziert, wobei jede Katze 1-4
verschiedene [-Globin-Ketten aufwies. Mit Hilfe von Stammbaumanalysen und
Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismus-Analysen wurde eine autosomal kodominante
Vererbung der B-Globin-Ketten mit 7 Haplotypen vermutet (KOHN et al., 1998 und 1999).
Der Vergleich von felinem und humanem Hb ergab 22 unterschiedliche AS fiir die a-Kette
(15,6 %), 28 (19,1 %) fiir B® und 25 (17,1 %) fiir B*. Alle Regionen, die fiir den Bohr-Effekt
verantwortlich sind, waren unverdndert. 50 % der fiir die 2,3-DPG-Bindung zustindigen
Regionen waren verdndert (ABBASI und BRAUNITZER, 1985). Durch eine Mutation der 2.
AS in beiden B-Globinketten, die einen Austausch von Histidin mit Phenylalanin verursacht,
ist die DPG-Bindung erschwert (TAKETA, 1974). Hinzu kommt, dass durch eine
Acetylierung der B°-Kette eine Bindung von 2,3-DPG unméglich ist.

Eine weitere Besonderheit des felinen Hb ist das Vorkommen von 8-10 reaktiven
Sulfhydrylgruppen pro Hb-Molekiil, im Gegensatz zu 2 beim Menschen und 4 beim Hund
(TAKETA et al., 1968). Dieses fiihrt zu einer erhohten Oxidationsanfilligkeit des felinen Hb,
was die Bildung von Heinzkorperchen (HK) begiinstigt. Das Vorkommen von instabilem
Gluthation in felinen Ec und die 10-mal schnellere Dissoziation der Hb-Tetramere zu
Dimeren bei der Katze im Gegensatz zu Mensch und Hund begiinstigen ebenfalls die Bildung
von HK (HARVEY und KANEKO, 1976a; HARVEY und KANEKO, 1977). Eine Folge
davon ist, dass auch bei gesunden Katzen vereinzelt HK vorkommen. Gesunde Katzen jeden
Alters haben weniger als 5 % HK. Bei Zahlen iiber 10 % sollte nach einer zugrunde liegenden
Ursache oder Erkrankung gesucht werden (CHRISTOPHER, 2000). Das Vorkommen von
HK verkiirzt die Uberlebenszeit der Ec von etwa 75 auf 7-8 Tage (DESNOYERS, 2000).
Ungefdahr 75 % der Globinpolypeptidketten bilden durch Schleifen voneinander getrennte a-
helikale Segmente, die eine Faltung der Polypeptide erlauben (HUISMAN und
SCHROEDER, 1971). Durch die Faltung des Proteins kommt die Tertidrstruktur zustande,
durch die eine hydrophobe Nische fiir den Him-Ring geschaffen wird. In der Quartirstruktur
stehen die vier Polypeptidketten des Hamoglobins in tetraedischer Anordnung zueinander.

11.1.3.2 Funktion

Das Hb dient dem Sauerstofftransport und kann molekularen O, in Abhingigkeit vom O,-
Partialdruck in den Lungenkapillaren aufnehmen und in den Gewebekapillaren wieder
abgeben. Ein Molekiil Hb kann maximal 4 Molekiile O, reversibel binden und wird in der
oxygenierten Form auch als Oxy-Hb bezeichnet. Das Eisen bleibt dabei in seiner
zweiwertigen Form. Weiterhin ist Hb in der Lage, einen Teil des im Zellstoffwechsel
entstandenen CO; zu binden und in der Lunge wieder freizusetzen (THEWS, 1997).

Die O;-Bindungskurve des Hb beschreibt die Beziehung zwischen O,-Bindungsfahigkeit des
Hb und O,-Partialdruck. Die O,-Bindungskurve nimmt einen charakteristischen S-formigen
(sigmoiden) Verlauf, was erstmals durch Bohr gezeigt wurde (BOHR et al., 1904). Die
Bindung eines O,-Molekiils an Desoxy-Hb fiihrt zur Konformationsinderung des Hb und
einer erhohten O,-Affinitdt der anderen O,-Bindungsstellen. Die sigmoide Kurvenform
kommt also dadurch zustande, dass die O,-Affinitit umso hoher wird, je mehr O,-Molekiile
gebunden sind (allosterischer Effekt) (LEHNINGER et al., 1993). Die physiologische
Bedeutung dieses sigmoiden Kurvenverlaufs liegt darin, dass das Hb sich bei hohen O,-
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Partialdriicken, wie z.B. in der Lunge, nahezu vollstindig mit O, beladen kann. Bei
niedrigeren O,-Partialdriicken, wie sie im Gewebe vorkommen, ist die Kurve steiler, O, kann
leichter abgegeben werden (EDER, 1987).

Die Affinitdt des Hb zu O, ist abhidngig von pH (indirekt von der CO, —Konzentration),
Temperatur und der Konzentration von 2,3-DPG im Ec (EDER, 1987). Nicht alle Hb-Typen
sprechen jedoch auf 2,3-DPG an, was zu einer Klassifizierung der Hb in 2 Gruppen fiihrte.
Das Hb von der Katze weist eine intrinsische niedrige O,-Affinitdt auf, die durch Phosphate
nicht verdndert wird, wohingegen das Hb des Hundes und auch des Menschen eine
intrinsische hohe O,-Affinitidt besitzt, die in Gegenwart von Phosphaten gesenkt wird
(BUNN, 1981).

Ein weiterer Faktor, welcher neben erniedrigtem pO; und Anidmie die 2,3-DPG-Konzentration
beeinflusst, ist der pH-Wert. Da Azidose die erythrozytire Glykolyse hemmt, sinkt die 2,3-
DPG-Konzentration bei niedrigem pH (EDER, 1987).

I1.1.4 Abbau der Erythrozyten
I1.1.4.1 Alterung der Erythrozyten (Senescence)

Der Abbau der Ec durch das mononukleédre Phagozytosesystem findet vor allem in Milz und
Leber statt, aber auch das Knochenmark kann involviert sein. Die Milz der Katze stellt mit
ihrem nicht-sinusoidalen Aufbau eine Besonderheit dar, da sie weniger effizient verdnderte Ec
aus der Blutbahn filtern kann (SEKI und ABE, 1985). Die Mechanismen, die zum Abbau
defekter oder alter Ec fiihren, sind noch nicht bis ins Detail aufgeklart.

Da die Lebensspanne der Ec relativ konstant und artspezifisch ist, muss es sich um einen
gesteuerten Prozess handeln. Eine entscheidende Rolle spielt die Bindung von
Autoantikdrpern an ein Antigen, welches aus einem verdnderten Membranprotein
(Anionentauscher/Bande 3) hervorgeht (BOSMAN et al., 2005). Dadurch werden die Ec
opsoniert und somit durch Makrophagen aus dem Kreislauf entfernt. Durch Abgabe kleiner
Vesikel schrumpfen die Ec und werden durch die Phosphatidylserin (PS) -Exposition von den
Makrophagen aufgenommen (WILLEKENS et al., 2003). Die Bildung dieser Vesikel wird in
der Milz angeregt. Dadurch verlieren die Ec bis zu 20 % ihrer Masse. Welche Rolle PS fiir
die Alterung und Phagozytose der Ec spielt, ist bislang strittig (KUYPERS und JONG, 2004;
LUTZ, 2004). Auch die Frage, ob und inwieweit es sich bei diesem Alterungsprozess um eine
Form der Apoptose handelt, ist bislang unbeantwortet.

I1.1.4.2 Eryptose

Den Ec fehlen entscheidende Bausteine der normalen Apoptosemaschinerie, nidmlich die
Mitochondrien und der Zellkern. Gibt man Kalzium-lonophor, einem maximalen
Kalziumeinstrom auslosendes Agens, zu Ec, so zeigen sie sehr rasch PS-Exposition,
Zellschrumpfung und bilden Membranvesikel (Blebbing) (BERG et al., 2001). Bei diesen
Vorgéngen handelt es sich um wohlbekannte Charakteristika der Apoptose bei kernhaltigen
Zellen. Ec, die PS auf der Zelloberfliche zeigen, werden von Makrophagen aufgenommen
(BOAS et al., 1998; KIEFER und SNYDER, 2000) und innerhalb einer Stunde nahezu
vollstindig aus der Blutbahn entfernt (SCHROIT et al., 1985). AuBlerdem aktiviert der
Kalzium-Einstrom sog. Calpaine. Dabei handelt es sich um Ca*-abhingige Proteasen, die u.a.
das Cytoskelett zerlegen und ebenfalls bekanntermaflen eine Bedeutung fiir die Apoptose
haben (MIYOSHI et al., 1996; SORIMACHI et al., 1997). Man begann vor einigen Jahren zu
erkennen, dass Ec eine besondere Form der Apoptose zeigen (BERG et al., 2001; BRATOSIN
et al., 2001; DAUGAS et al., 2001). SchlieBlich wurde dafiir der Begriff der Eryptose geprigt
(LANG et al., 2005a).
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I1.1.4.3 Signalwege der Eryptose

Die entscheidende, gemeinsame Endstrecke der Apoptose beim Ec ist die Aktivierung des
Enzyms Scramblase. Dieses verschiebt PS auf das duflere Blatt der Doppelmembran und sorgt
damit fiir die PS-Exposition (ZHOU et al., 2002). Normalerweise stellt das Enzym
Translokase ATP-abhédngig sicher, dass PS nur auf dem inneren Blatt der Zellmembran
vorkommt (SEIGNEURET und DEVAUX, 1984). Das so exponierte PS wird von
Makrophagen erkannt, was zur Phagozytose fiihrt (MESSMER und PFEILSCHIFTER, 2000;
FADEEL, 2004).

Die Scramblase wird durch intrazellulires Ca®" aktiviert (WOON et al., 1999; DEKKERS et
al., 2002), gleichzeitig wird die Translokase gehemmt. Dadurch wird Kalziumeinstrom in die
Zelle zu einem der Hauptsignalgeber der Eryptose. Erhohtes intrazelluldres Kalzium sorgt
zugleich auch fiir die Aktivierung Ca® -abhingiger Kalium-Kanile (Gardos-Kanal), wodurch
das Zellvolumen abnimmt (LANG et al., 2003a), da konsekutiv auch Chlorid und Wasser aus
der Zelle getrieben werden. SchlieBlich aktiviert intrazelluldres Kalzium die Calpain-
Proteasen, welche das Zytosklelett angreifen (PANT et al., 1983).

Die Eintrittspforte des Ca®’-Einstroms sind unspezifische Kationenkanile (LANG et al.,
2003b). Physiologische Inhibitoren, die auf den Kanal einwirken, sind zum einen
Erythropoetin (Epo) (MYSSINA et al., 2003), das somit also nicht nur Einfluss auf die
Blutbildung ausiibt, sondern auch das Ec-Uberleben reguliert (POLENAKOVIC und
SIKOLE, 1996). Zum anderen gehdren dazu auch die Katecholamine (LANG et al., 2005b).
Letztere wirken allerdings in nur unphysiologischen Dosen. Gleichwohl wurde gezeigt, dass
Dopamin die Hématotoxizitdt von Cyclophosphamid vermindert (LAKSHMI et al., 2005).
Chlorid schlieBlich ist ein weiterer Inhibitor dieser Kationenkandle (HUBER et al., 2001).
Daher ist die Wegnahme von Chlorid aus dem Medium ein effektiver Eryptose-Stimulus.
Dieselben Kanile werden auch durch oxidativen Stress (DURANTON et al., 2002) und
schlagartige Erhohung der Menge geldster Substanzen im Medium (osmotischer Schock)
aktiviert (LANG et al., 2005a). Bei hyperosmotischem und chloridfreiem Medium vollzieht
sich eine Aktivierung der Cyclooxygenase und damit erfolgt die Freisetzung von PGE,
(LANG et al., 2005c). COX-Inhibitoren hemmen die Eryptose in chloridfreiem Medium
(LANG et al., 2005¢). PGE; stellt also einen entscheidenden Mediator der Eryptose dar. Die
Wegnahme von Glukose fiihrt zu einer groferen Empfindlichkeit gegeniiber oxidativem
Stress durch Zusammenbrechen der Glutathion-Regeneration und damit ebenfalls zur
Eryptose (LANG et al., 2002). Weiterhin ist die Aktivierung der Proteinkinase C am
erhohtem Ca®"-Einstrom nach Glukose-Depletion beteiligt (KLARL et al., 2006). Oxidativer
Stress aktiviert zusétzlich weitere Signalwege, etwa die Caspasen (MATARESSE et al.,
2005).

Ein zweiter Signalweg zur Anregung der PS-Exposition ist die Bildung von Ceramid (LANG
et al., 2005d). Der genaue Mechanismus beim Ec ist noch unklar, moglicherweise wird die
Scramblase durch Ceramid fiir intrazelluldres Kalzium sensitiviert (LANG et al., 2004).
Platelet activating factor, der auch von der Zelle selbst bei Hyperosmolaritit ausgeschiittet
wird, 16st Eryptose Ceramid-vermittelt und Kalzium-unabhingig aus (LANG et al., 2005d).

In jiingster Zeit wurde die PS-Exposition durch die Aktivierung von Membranrezeptoren wie
CD47 und Glycophorin-Rezeptor gezeigt (HEAD et al., 2005). Das genaue Zusammenspiel
der verschiedenen Mediatoren und das hochst wahrscheinliche Vorhandensein weiterer
Signalwege muss durch weitere Forschung aufgeklart werden.

I1.1.4.4 Vorkommen und Bedeutung der Eryptose

Der Kalzium-Einstrom durch Kalzium-Ionophor oder die Aktivierung des Kationenkanals
durch Chloridwegnahme stellen an und fiir sich unphysiologische Stimuli dar. Dennoch ist
anzunehmen, dass die Eryptose bei einer Vielzahl von Erkrankungen eine Rolle spielt (LANG
et al., 2006a). Bei Thalassdmie, Sichelzellandmie und Glukose-6-Phosphat-dehydrogenase-
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Mangel wird eine verkiirzte Ec-Lebensdauer beobachtet. Diese ist zumindest teilweise durch
Eryptose bedingt (LANG et al., 2002). Dasselbe gilt fiir die verkiirzte Lebensspanne der Ec
bei der Eisenmangelandmie (KEMPE et al., 2006) oder bei Phosphatmangel (BIRKA et al.,
2004). Auch die Andmien bei verschiedenen Schwermetallvergiftungen konnten durch die
beobachtete hohere Eryptose bedingt sein (KEMPE et al., 2005). Oxidativer Stress, der wie
bereits erwdhnt Eryptose auslost, spielt eine Rolle bei zahlreichen Erkrankungen, darunter
auch HIV (REPETTO et al, 1996). Eryptose scheint ein Teil der komplexen
Pathophysiologie von Krankheiten wie dem Hamolytisch-urdmischen-Syndrom (LANG et al.,
2006b) oder der Sepsis zu sein. Hier konnte auch die stirkere Endotheladhdsion der
betroffenen Ec nach PS-Exposition (GALLAGHER et al., 2003) involviert sein, welche unter
Umsténden eine Rolle fiir Mikrozirkulation und Himostase spielt. Einen protektiven Faktor
stellt Eryptose vermutlich bei Malaria dar, da infizierte Ec PS exponieren und damit aus der
Blutbahn entfernt werden (DURANTON et al., 2004). Allerdings versucht sich der Erreger
dagegen zu schiitzen, indem er Ca®" aufnimmt (LANG et al., 2006a). SchlieBlich wurde
gezeigt, dass Ec auf Hadmolysine mit Eryptose reagieren. Dies weist auf die eigentliche
physiologische Hauptrolle der Eryptose hin, welche darin besteht, Himolyse zu vermeiden
(LANG et al., 2006a).

I1.2  Hereditire Erkrankungen der Erythrozyten

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden auch in der Tiermedizin viele vererbbare
Erkrankungen entdeckt. Hereditire Ec-Defekte stellen eine heterogene Gruppe von
Erkrankungen dar, die oftmals viele Ubereinstimmungen mit #hnlichen Erkrankungen in der
Humanmedizin aufweisen.

In der Humanmedizin werden die hereditiren Ec-Defekte in 4 Gruppen unterteilt:

1) Him-Defekte und Hédmoglobinopathien, 2) Enzymdefizienzen, 3) Membrandefekte und
dhnliche Abnormalititen und 4) Produktions- und Reifungsdefekte.

Im Gegensatz zur Humanmedizin, in der die Thalassdmie (verminderte Produktion von Hb-
Ketten) und die Sichelzellandmie (Strukturdefekte der Globin-Ketten) bekannte Erkrankungen
sind, treten in der Veterindrmedizin keine ,,echten® Hamoglobinopathien auf. Stérungen in
der Himoglobinsynthese werden durch Enzymopathien verursacht (GIGER, 2000a).

I1.2.1 Erythroenzymopathien

Die physiologische Funktion und die Uberlebenszeit der Ec hiingt von wenigen
Stoffwechselwegen ab. 90 % der benétigten Energie werden durch die Glykolyse
bereitgestellt. Enzymopathien in Ec rufen je nach Funktion des betroffenen Enzyms
unterschiedliche Krankheitsbilder hervor.

Durch Mutationen entstehen Enzyme, die katalytisch inaktiv oder instabil sind, die kinetische
Abweichungen oder verdnderte Reaktionen auf Aktivatoren, Inhibitoren oder Cofaktoren
aufweisen (LEHNINGER et al., 1993).

I1.2.1.1 Pyruvatkinase-Defizienz Humanmedizin

I1.2.1.1.1 Biochemie und molekulare Biologie

Die Pyruvatkinase (PK) katalysiert den letzten energieliefernden Schritt der Glykolyse, die
Hydrolyse von Phosphoenolpyruvat (PEP), wobei ATP gebildet wird und Pyruvat entsteht.
Die HKi, PFK und PK bilden die Schliisselenzyme der Glykolyse.

Die PK wurde aus vielen Organismen isoliert und charakterisiert. Die Primérstruktur der
humanen PK weist eine hohe Ahnlichkeit mit dem M;-PK-Enzym der Katze und anderen
Spezies auf (ALLEN und MUIRHEAD, 1996). Das Enzym ist ein Tetramer mit einem
Molekulargewicht von iiber 240 kDa und jede Untereinheit besteht prinzipiell aus drei
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Doménen: A, B und C. Eine vierte kleine N-terminale Doméane wird durch ein Helix-turn-
Helix-Motiv geformt (Abb. 4).

A B

R5332W

Domain

Domain C
R4TOH RAS6W

Abb. 4: Drei-dimensionale Struktur von R-PK: N-terminale Doméne gelb, A-Domine rot, B-
Domine blau, C-Doméne griin. A: R-PK-Untereinheit. B: R-PK-Tetramer (VALENTINI et
al, 2002)

Die PK benétigt fiir ihre optimale Aktivitit Mg®" und K. Das Enzym tritt in zwei
Konformationszustinden auf: R (relaxed) und T (tight). Der Ubergang in den R-Zustand wird
durch das Substrat PEP und den allosterischen Aktivator Fruktose-1,6-biphosphat (F1,6BP)
begiinstigt, wodurch die Substrataffinitit und die katalytische Aktivitdt erhoht werden. Im T-
Zustand sind die Substrataffinitdt und die katalytische Aktivitit erniedrigt und die PK ist hoch
sensibel fiir die Inhibition durch ATP. Vier homotetramere PK-Isoenzyme werden bei
Sdugern abhidngig von Entwicklungsstufe und Gewebe exprimiert (Abb. 5). Fiir die
Isoenzyme kodieren zwei verschiedene Gene: PK-M auf Chromosom 15 kodiert fiir die
Isoenzyme M; und M; und PK-L auf Chromosom 1 kodiert fiir die Isoenzyme L und R
(IMAMURA et al., 1973).

PK-M,; ist das vorherrschende Isoenzym im fetalen Gewebe. Wéhrend der Reifung in der
spiten fetalen bzw. frithen postnatalen Periode treten in verschiedenen Geweben andere
Isoenzyme auf, wdhrend PK-M, in Leukozyten, Thrombozyten, Lunge, Nieren, Milz,
Fettgewebe und zu einem geringen Teil auch in der Leber erhalten bleibt. Das Isoenzym PK-
M, entsteht durch unterschiedliches Splicing ebenfalls aus dem PK-M-Gen und kommt in
quergestreifter Muskulatur und im Gehirn vor. PK-M; ist das einzige Isoenzym, das keiner
allosterischen Modulation durch Substrate oder Cofaktoren unterliegt (NOGUCHI und
TANAKA, 1982). PK-L ist das dominierende Isoenzym in den Hepatozyten und kommt zu
einem geringen Anteil auch in den Nieren und im Diinndarm vor. PK-R und PK-L werden
von demselben Gen kodiert, wobei sich aber die mRNA fir PK-R von der fiir PK-L
unterscheidet, hervorgerufen durch gewebespezifische Promotoren (NOGUCHI et al., 1987).
Wihrend der Reifung beginnen die Ec-Vorlduferzellen L-Untereinheiten zu synthetisieren
und die Synthese von PK-M, geht zuriick (TAKEGAWA et al., 1983). In jungen Ec haben die
PK-L Untereinheiten ein hoheres molekulares Gewicht als die PK-L Untereinheiten in
Hepatozyten und werden als L’-Untereinheiten bezeichnet. Das PK-R Isoenzym in unreifen
Ec besteht hauptsédchlich aus L” -Homotetrameren (L’4) und wird als PK-R; bezeichnet. Durch
Proteolyse werden die L's-Homotetramere von PK-R; in Heterotetramere (L";L;) in PK-R;
umgewandelt, die in reifen Ec hauptsdchlich vorkommen. PK-R; in jungen Ec hat im
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Gegensatz zu PK-R; in reifen Ec eine geringere Substrataffinitdt und Stabilitdt (SPRENGERS

und STAAL, 1979).

PK-M PK-L
| |
Genlocus 15q22 1g21
mRNA- ‘ ‘
Prozessierung alternatives Splicing gewebespez.
Genpromotoren
Unterschiede / / \
in mRNA Exon 9 Exon 10 Exon 1 Exon 2
| | | |
Isoenzyme PK-M; PK-M; PK-L PK-R
Gewebe quergestreifte  fetales Gewebe  Leber Normoblasten
Muskulatur Leukozyten (Nieren) Retikulozyten
Gehirn Thrombozyten  (Diinndarm) Erythrozyten
Lunge
Milz
Nieren
Fettgewebe
(Leber)

Abb. 5: Natiirliche Isoenzyme der humanen Pyruvatkinase (TANAKA und PAGLIA, 1989)
() = geringer Gehalt

11.2.1.1.2 Pathogenese

Die PK-Defizienz wird autosomal rezessiv vererbt und die Mutation befindet sich im PK-L-
Gen. Bisher wurden iiber 180 verschiedene Mutationen, wie Punktmutationen oder Splicing-
site Mutationen identifiziert, dic zu Deletionen, Substitutionen oder Insertionen von Basen
fiihren (PISSARD et al., 2006). Die meisten betroffenen Personen weisen eine gemischte
Heterozygotie auf, mit 2 unterschiedlich mutierten Allelen (TANAKA und PAGLIA, 1989).
Die wenigen homozygot erkrankten Menschen treten in blutsverwandten Familien auf. Die
mutierten Enzyme sind gekennzeichnet durch eine verminderte Aktivitit, durch Instabilitét
und durch verinderte Regulierbarkeit. AuBerdem kann der Ubergang von PK-M, in PK-R
wiahrend der Ec-Reifung gestort sein (TAKEGAWA und MIWA, 1984). In den meisten
Féllen der erythrozytiren PK-Defizienz ist das PK-L-Isoenzym der Leber ebenfalls betroffen,
jedoch ohne metabolische oder klinische Konsequenzen (NAKASHIMA et al., 1977). Da die
Hepatozyten zur Proteinbiosynthese befahigt sind, kann der Mangel durch eine Erh6hung der
Enzymsynthese kompensiert werden (TANAKA und PAGLIA, 1989).

In seltenen Féllen wird in reifen Ec das M,-Isoenzym anstelle des R-Isoenzyms exprimiert
(IMAMURA et al.,, 1973). Da das M,-Isoenzym weniger stabil ist als das R-Isoenzym
(MIWA et al., 1975), kommt es trotzdem zu einer Verringerung der Glykolyserate und zu
einem Energiedefizit in den roten Blutzellen.

Durch die verminderte Aktivitit des mutierten Enzyms bzw. des M,-Ersatzenzyms kommt es
zu einer Anreicherung der Metaboliten oberhalb des von der PK katalysierten Schrittes,
besonders von 2,3-DPG und G6P (GIGER und NOBLE, 1991). Die stark erhohten 2,3-DPG-
Konzentrationen erleichtern durch eine Verminderung der O,-Affinitdt des Hb die O,-Abgabe
ans Gewebe und tragen so zu einer Milderung der Symptome bei (TANAKA und PAGLIA,
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1989). AuBlerdem konnen die hohen 2,3-DPG-Konzentrationen zu einer Inhibition anderer
Schliisselenzyme der anaeroben Glykolyse, wie HKi und PPK fiihren und die Aktivitdt des
Pentosephosphat-Shunts unterdriicken (TOMODA et al., 1983). Die Konzentrationen von
NAD" und NADH koénnen bis auf die Hilfte ihres normalen Levels reduziert sein und
beeintrachtigen so die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion.

Durch die reduzierte Energiebereitstellung in den Ec wird die Kationenpermeabilitit
beeinflusst — es kommt zum Kalium- und Wasserausstrom aus der Zelle. Die Ec dehydrieren,
die Membranstabilitit nimmt ab und es kommt zum vorzeitigen Abbau der Zellen durch das
mononukledre Phagozytensystem (ZANELLA et al., 1978). In neueren Untersuchungen
wurde festgestellt, dass die R-PK auch einen Einfluss auf die Reifung von Ec-Vorlduferzellen
hat, indem oxidativer Stress vermindert wird. Es wurde herausgefunden, dass bei R-PK-
defizienten Maiusen Zellzyklusgene, die DNA-Reparation sowie Antioxidantien
herunterreguliert sind. Gene, die eine Apoptose induzieren, werden durch R-PK inaktiviert
(AISAKI et al.,, 2007). In einer Studie wurde Pyruvat zu proliferierenden Thymozyten
hinzugegeben und festgestellt, dass Pyruvat als Antioxidanz und ROS-Finger (reactive
oxygen species) fungiert (BRANDT et al. 2000). NEUMANN et al. (2003) und LEE et al.
(2003) berichteten tiber die essentielle Rolle von Peroxiredoxin (Prdx) 1 und 2 in Ec zum
Schutz vor oxidativem Stress. Eine Inaktivierung fiihrte zur Proteinoxidation und HK-
Formation. In R-PK-defizienten Mausen wurde festgestellt, dass die Genexpression von Prdx
1 erhoht ist und es wurde vermutet, dass Prdx in die initiale Antwort auf eine Glykolyse-
Defizienz einbezogen ist. Bei der Reifung der Ec-Vorlduferzellen muss die Glykolyse
gesteigert werden, um die Formation von intrazellulirem ROS zu vermindern. AISAKI et al.
(2007) schlussfolgern aus den Ergebnissen der genannten Studien, dass die friihzeitige
Zerstorung der Ec und die Apoptose von Ec-Vorlduferzellen an der Pathogenese der PK-
Defizienz beteiligt sind.

11.2.1.1.3 Klinische Charakteristika

Zusammen mit der Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase Defizienz stellt die PK-Defizienz die
hiufigste Erythroenzymopathie dar, die eine chronische Himolyse auslost (VALENTINE et
al., 1989). Diese hereditire Erkrankung wurde erstmals 1961 beschrieben und scheint
weltweit verbreitet zu sein (VALENTINE et al., 1961). Der Defekt wird autosomal rezessiv
vererbt und klinische Konsequenzen weisen nur Homozygote oder gemischte Heterozygote
auf. Die primire klinische Manifestation bei Patienten mit PK-Defizienz ist eine chronische
hidmolytische Anidmie, die von asymptomatischen, voll kompensierten bis hin zu schweren,
lebenslang transfusionsabhingigen Fillen reichen kann (PAGLIA, 1995). Ikterus und
Splenomegalie konnen in unterschiedlichem Ausmal auftreten. In den meisten Féllen werden
Anédmie bzw. Ikterus schon im Sduglingsalter bzw. in frither Kindheit auffillig. Der durch die
erhohten Konzentrationen an 2,3-DPG gehemmte Pentosephosphatweg tragt moglicherweise
zu einer erhohten Anfilligkeit der Ec gegeniiber oxidativem Stress bei, da weniger NADPH
fiir die Glutathion-Reduktase gebildet wird. Der oxidative Stress kann zu akut auftretenden
hdmolytischen Krisen fiithren, wie sie bei einigen Patienten auftreten (TANAKA und
PAGLIA, 1989). Diese hiamolytischen Krisen kommen vor allem in der Schwangerschaft und
bei akuten Infektionen (Parvovirus) vor (DUNCAN et al., 1983).

Andere klinische Symptome der PK-Defizienz kdnnen eine Wachstumsverzogerung, selten
ein Hydrops fetalis, chronische Beinulzerationen, sekundére, akute Pankreatitis durch
Cholelithiasis, Milzabszesse, Riickenmarkkompression durch extramedulldres
hidmatopoetisches Gewebe und Phlebitis mit arterieller Thrombose sein (TANAKA und
PAGLIA, 1989).

Verschiedene unspezifische Verdnderungen der Ec-Morphologie, wie Makrozytose,
Stechapfelformen, Targetzellen, Howell-Jolly-K&rperchen, Akanthozyten und Sphérozyten
lassen sich je nach Schweregrad bei der PK-Defizienz finden. Die Andmie ist meistens
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normochrom und makrozytir und geht mit einer Retikulozytose einher. Der Hkt betroffener
Personen schwankt i.d.R. von 0,17-0,37 I/ bei Hb-Werten von 3,7-7,5 mmol/l. Die
Leukozyten- und Thrombozytenzahlen sind normal oder wenig erniedrigt (TANAKA und
PAGLIA, 1989). Die OF der Ec war in einer Studie von ZANELLA und BIANCHI (2000) in
60 % der Fille normal und zu 40 % erhoht. Der Coombs-Test féllt negativ aus.

Eine neonatale Hyperbilirubindmie tritt hdufig auf und kann auch im spéteren Leben je nach
Schweregrad der Himolyse vorkommen. Gallensteine kommen ebenfalls hdufig vor und 20 %
der Fille einer Studie von ZANELLA und BIANCHI (2000) bendtigten eine
Cholezystotomie.

Untersuchungen mit Chrom-markierten Zellen ergaben, dass die Uberlebenszeit der Ec
verkiirzt ist. Obwohl Retikulozyten durch ihre mitochondriale oxidative Phosphorylierung
mehr ATP als reife Ec bilden kdnnen, konnte herausgefunden werden, dass auch diese Zellen
schon in der Milz abgebaut werden. Durch ihre verminderte Deformierbarkeit werden die
Retikulozyten in der Milz zuriickgehalten und durch das dort vorherrschende Milieu wird der
Prozess der oxidativen Phosphorylierung vermindert (MATSUMOTO et al., 1972). Durch
diesen Vorgang kommt es nach einer Splenektomie zu einer Erhohung der
Retikulozytenzahlen.

Histopathologische Untersuchungen verschiedener Gewebe PK-defizienter Patienten ergaben
eine erythroide Hyperplasie des Knochenmarkes, extramedullire Hamatopoese,
Hémosiderose in Milz und Leber, Kongestion und retikuloendotheliale Hyperplasie in der
Milz und Erythrophagozytose durch die Milzmakrophagen (TANAKA und PAGLIA, 1989).
Héamatologische Erkrankungen wie die Thalassdmie, Ec-Enzymdefizienzen oder
Himoglobinopathien fiihren zu einer Uberproduktion an Growth Differentiation Faktor 15
(GDF15), der wéhrend der Erythropoese von Erythroblasten freigesetzt wird. Dieser Faktor
bewirkt die Inhibition der Hepcidin-Expression (DEUGNIER et al., 2008). Hepcidin ist ein
Peptid, das in der Leber produziert wird und die Eisenabsorption im Darm reduziert, indem es
den Eisentransporter Ferroportin in den Enterozyten abbaut (GANZ, 2005). Durch die
Inhibition der Hepcidin-Expression werden bei anhaltenden Anédmiezustinden die intestinale
Absorption von Eisen und somit auch die Eisenkonzentrationen im Plasma erhoht. Eine
Splenektomie bei PK-defizienten Patienten kann die Entwicklung einer Himosiderose und als
Folge daraus eine Leberzirrhose begiinstigen. Eine durch Eisen-induzierte toxische
Kardiomyopathie kann zu einer verminderten Auswurfleistung des Herzens fiihren
(HILGARD und GERKEN, 2005). Erhdhtes redox-aktives Eisen in Hdm-Proteinen oder im
zytosolischen Eisen-Pool kann oxidative Schédden an Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren
verursachen (LESNEFSKY, 1994).

Durch die kompensatorische erythroide Hyperplasie konnen radiologisch neben einer
Hepatosplenomegalie erweiterte Knochenmarkraume auffallen (BECKER et al., 1971).

11.2.1.1.4 Diagnose

Die definitive Diagnose PK-Defizienz erfordert den Nachweis von spezifischen
Enzymabnormalititen in den Ec. Die Aktivitit der PK ist in homozygot betroffenen
Individuen deutlich erniedrigt und liegt bei 5-25 %. Heterozygote Triger weisen eine
Aktivitit von 40-60 % auf (TANAKA und PAGLIA, 1989). Die Bestimmung der
Enzymaktivitit ist sehr storanfillig, da in der Ec-Priparation keine Leukozyten enthalten sein
diirfen. Leukozyten weisen eine 300mal hohere PK-Aktivitit als Ec auf und wiirden das
Ergebnis verfilschen. Durch den Block in der Glykolyse steigen die Konzentrationen von
verschiedenen Intermedidrprodukten an. Es wurden verschiedene Assays entwickelt, um z.B.
die Konzentration von 2,3-DPG zu bestimmen. Methoden zur biochemischen
Charakterisierung mutanter PK-Isoenzyme wurden entwickelt, sind jedoch heutzutage
weitestgehend von molekularbiologischen Techniken, die eine genaue Identifikation der
Mutation erlauben, verdringt worden (PISSARD, 2006). Mit Hilfe von PCR und
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Restriktionsendonukleasen-Analysen kann die PK-Defizienz auch prinatal identifiziert
werden (BARONCIANI und BEUTLER, 1994).

I1.2.1.1.5 Therapie

Die therapeutischen Moglichkeiten bei der PK-Defizienz sind begrenzt und beschridnken sich
auf unterstiitzende Maflnahmen. In schweren Féllen konnen die Patienten bei hdmolytischen
Krisen ein Leben lang auf Bluttransfusionen angewiesen sein.

Eine Splenektomie kann in solchen Fillen einen Anstieg der Ec- und Retikulozytenzahlen und
der Himoglobinkonzentration bewirken und die Transfusionsabhingigkeit vermindern oder
sogar ganz eliminieren. Es kommt gewo6hnlich zu einem Hb-Anstieg von 1-3 g/dl (DACIE,
1985). Eisen-Chelatbildner sollten eingesetzt werden, da eine Eiseniiberladung haufig bei PK-
defizienten Patienten vorkommt (ZANELLA et al., 2007).

Im Jahre 1982 (THOMAS et al.)) wurde die erste erfolgreiche Knochenmark- (KM)
transplantation zur Therapie einer hereditdiren hamolytischen Andmie (Thalassimie)
verdffentlicht.

Eine KM-Transplantation bei einer PK-Defizienz wurde erfolgreich bei einem 5-jdhrigen
Jungen durchgefiihrt. Der Junge litt nach seiner Geburt an neonatalem Ikterus und entwickelte
eine transfusionsabhidngige Hamolyse. Im Alter von 8 Jahren, 3 Jahre nach der KM-
Transplantation, wies der Patient einen normalen Hb-Gehalt und eine normale PK-Aktivitét
der Ec auf (TANPHAICHITR et al., 2000). Durch die relativ hohe Mortalitdt und Toxizitét
und die Moglichkeit von Transfusionen und begleitenden Therapien wird eine KM-
Transplantation zum jetzigen Zeitpunkt jedoch nur bei sehr schweren Féllen durchgefiihrt.
Die Moglichkeit einer Gentherapie wurde erstmals von TANI et al. (1994) beschrieben, der
humane L-PK cDNA in murine und humane leukdmische Zelllinien und in Mause-KM-
Zelllinien mit Hilfe eines retroviralen Vektors verbrachte. Sie demonstrierten so die
anhaltende Expression von humaner L-PK mRNA im Blut und hdmatopoetischem Gewebe
nach KM-Transplantation. KANNO et al. (2007) verwendeten in einem Mausmodel Tiere mit
hidmolytischer Andmie und Splenomegalie, die homozygot fiir die missense-Mutation
Gly338Asp auf dem murinen PK-LR-Gen waren. Es wurden 2 transgene Linien hergestellt:
eine mit niedriger (hRPK lo) und eine mit hoher Expression (hRPK hi) des Transgens.
hRPK lo wies die gleiche PK-Aktivitit in Ec wie die Kontrolltiere auf und hRPK hi-Méuse
hatten eine doppelt so hohe PK-Aktivitit und wiesen keine himolytische Andmie mehr auf.
Auch die Retikulozytenwerte hatten sich normalisiert. Die Autoren bemerkten eine negative
Korrelation zwischen der PK-Aktivitdt in den Ec und der Anzahl an apoptotischen Ec-
Vorlduferzellen in der Milz. Sie schlussfolgerten daraus, dass die PK-Defizienz auch die
Reifung der Ec beeinflusst und in einer ineffektiven Erythropoese resultiert.
Zusammenfassend kann man sagen, dass eine Uberexpression der wild-type-PK zu einem
vollkommenen Verschwinden der hidmolytischen Andmie in homozygot PK-defizienten
Maiusen fiihren kann. Weitere Studien sind nétig, um die dazugehdrigen Enhancer/Promoter-
Systeme zu identifizieren, damit eine ziigige und in therapeutischen Ausmallen durchfiihrbare
Expression erreicht werden kann.

I1.2.1.2 Pyruvatkinase-Defizienz Veterinirmedizin - Katze
11.2.1.2.1 Vorkommen

Die feline PK-Defizienz wurde erstmals 1992 von FORD et al. bei einer Abessinierkatze in
den USA beschrieben. Seither wurde die Erkrankung bei weiteren Abessiniern, Somalis und
Domestic Shorthair Katzen in den USA, Belgien, England und Australien beschrieben
(GIGER et al., 1997; GIGER, 2001; KOHN, 2001; MANSFIELD und CLARK, 2005; VAN
GEFFEN et al., 2007; HARVEY et al., 2007a; HARVEY et al., 2007b). Bisher wurde nur in
England eine Reihenuntersuchung zur Verbreitung der Erkrankung durchgefiihrt. Dabei
wurden 126 Somalis und Abessinier untersucht: 38 % waren Tréigertiere und 6 % homozygot
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betroffen von der PK-Defizienz (HARVEY et al., 2007b). In Belgien wurden 14 verwandte
Katzen einer PK-defizienten Somali untersucht und 7 Triger und 3 erkrankte Katzen
identifiziert (VAN GEFFEN et al., 2007). Im Jahre 2002 wurde die PK-Defizienz erstmals bei
einem deutschen Somali-Zuchtkater in der Klinik fiir kleine Haustiere, FU Berlin
diagnostiziert.

I1.2.1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Die PK-Defizienz wird bei der Katze durch einen Splicingdefekt verursacht, der eine Deletion
von 13 bp am Ende von Exon 5 in der R-PK ¢DNA hervorruft (Abb. 6). In PK-defizienten
Katzen wurden 2 verdnderte Basen im Intron 5 identifiziert, die vermutlich fiir das abnormale
Splicing verantwortlich sind und zu einem verénderten Leseraster mit friihzeitigem Stopcodon
fiihren (GIGER et al., 1997; GIGER 2000b). Der Defekt wird wie auch beim Menschen und
beim Hund autosomal rezessiv vererbt. Erkrankte Katzen exprimieren im Gegensatz zum
Hund kein M;-Ersatzenzym (FORD et al., 1992).

Exon 5 Intron 5 Exon 6
normale
Splicing-Stelle

CCTCCAG | GTGCAGAAAATC(E gtge....g...ag

I~
a

f

verdnderte
Splicing-Stelle

Abb. 6: Deletion von 13 bp am Ende von Exon 5 in der R-PK-cDNA bei Somali- und
Abessinierkatzen mit PK-Defizienz (GIGER et al., 1997)

I1.2.1.2.3 Anamnese, Klinik, bildgebende Diagnostik

Die ersten Anzeichen einer PK-Defizienz konnen schon mit wenigen Monaten oder aber auch
erst im fortgeschrittenen Alter auffallen (GIGER, 2000b; KOHN, 2001).

Durch die chronische, intermittierende Hdmolyse kann das klinische Bild sehr unterschiedlich
ausfallen und von symptomlos bis hin zu schweren Anidmieanzeichen reichen (GIGER et al.,
1997). Der erste beschriebene Fall einer felinen PK-Defizienz wurde wegen Bewegungsunlust
beim Tierarzt vorgestellt (FORD et al, 1992). Bei 5 amerikanischen PK-defizienten Somalis
und Abessiniern waren den Besitzern Apathie (3), blasse Schleimhdute (2), Fressen von
Katzenstreu (2) oder gelegentliches Erbrechen (1) aufgefallen (KOHN, 2001). In zwei
Fallberichten aus Australien und England war der Vorstellungsgrund beim Tierarzt Ikterus
und Polydipsie bzw. Ikterus und Erbrechen (MANSFIELD und CLARK, 2005; HARVEY et
al., 2007a). Eine 2,5 Jahre alte Somalikatze aus Belgien wurde wegen Ikterus, Lethargie,
Anorexie und intermittierendem Erbrechen beim Tierarzt vorgestellt (VAN GEFFEN et al.,
2007). Bei einer Reihenuntersuchung von 126 Somalis und Abessiniern in England wurden 7
Katzen als ,affected” (homozygot erkrankt) identifiziert, die alle zum Zeitpunkt der
Untersuchung symptomlos waren. Eine Anamnese wurde nicht erhoben (HARVEY et al.,
2007b).

Bei der Palpation des Abdomens bzw. durch Rontgen oder Sonographie konnte bei 2 von 2
Katzen eine Splenomegalie festgestellt werden (KOHN, 2001). Auch der erste beschriebene
Kater aus dem Jahre 1992 wies eine vergroflerte Milz auf (FORD et al., 1992). Dies traf auch
auf eine 2,5 Jahre alte weibliche Somalikatze aus Belgien zu, sonographisch stellte sich die
Milz homogen vergréfert und von normaler Echogenitdt dar (VAN GEFFEN et al., 2007).
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Bei einer 7 Jahre alten Somalikatze konnte mittels Sonographie eine Hepatosplenomegalie
festgestellt werden. Die Leber wies eine verstirkte Echogenitdt auf, der Gallengang war
verbreitert und die Milz war grobkornig (MANSFIELD und CLARK, 2005). Eine vergrof3erte
Gallenblase und ein Gallengangstau wurden auch in 2 weiteren Fillen beschrieben (VAN
GEFFEN et al., 2007, HARVEY et al., 2007a). Wéhrend einer Cholezystozentese und
Choledochotomie wurden in dem Fallbericht von HARVEY et al. (2007a) 2 obstruierende
Cholelithen entfernt, die zu 100 % aus Bilirubin bestanden.

11.2.1.2.4 Laborverinderungen

Bei der hiamatologischen Untersuchung konnen die Zahl der Ec, die Hb-Konzentration und
der Hkt bei der PK-Defizienz normal bis hochgradig vermindert sein. Bei 5 PK-defizienten
Somali- und Abessinierkatzen in einer Studie schwankte der Hkt zwischen 0,13 und 0,37 I/1
(M = 24,5) (KOHN, 2001). In den 3 Fallberichten aus England, Australien und Belgien
wurden die Katzen mit einem Hkt von 0,18, 0,14 bzw. 0,20 1/1 vorgestellt (MANSFIELD und
CLARK, 2005; VAN GEFFEN et al., 2007; HARVEY et al., 2007a). Es handelt sich um eine
makrozytdre-hypochrome Andmie, die gering bis hochgradig regenerativ sein kann (GIGER
et al., 1997; GIGER, 2001; VAN GEFFEN et al., 2007). Durch die Retikulozytose kommt es
zu einer Polychromasie; Poikilozyten treten nicht auf (KOHN, 2001). Die absoluten
Retikulozyten lagen bei 5 PK-defizienten Katzen aus den USA bei 48.000/ul bis 860.000/pl
(M =418.000) und bei der belgischen Katze bei 126.000/ul (KOHN, 2001; VAN GEFFEN et
al., 2007). Beim australischen Fall lag der korrigierte Retikulozytenwert bei 4,3 %
(MANSFIELD und CLARK, 2005);

Eine Ec-Agglutination liegt im Gegensatz zur immunhdmolytischen Anédmie nicht vor und der
Coombs-Test fiel bei allen 5 amerikanischen Katzen negativ aus (KOHN, 2001). Bei der
Katze aus Belgien war der Test geringgradig positiv, was nicht nidher begriindet wurde (VAN
GEFFEN et al., 2007). Die OF der Ec ist normal oder nur geringgradig erhoht (GIGER,
2001; KOHN, 2001). Die 5 Katzen einer Studie aus den USA wiesen Werte von 0,44 — 0,63
(Ref. 0,43 — 0,54 %) auf. Die MOF lag bei 2 Katzen im Referenzbereich, war bei 1 Katze
geringgradig erniedrigt und bei 2 Katzen geringgradig erhoht. Das MCV war bei allen diesen
Katzen erhoht (51 — 70 fl, M = 62) (KOHN, 2001). In 2 von 3 weiteren Fallberichten wurde
das MCV angegeben und war ebenfalls erhoht (MANSFIELD und CLARK, 2005; VAN
GEFFEN et al., 2007). Zwei von 5 PK-defizienten Katzen aus den USA wiesen im
Krankheitsverlauf eine Lymphozytose mit Werten von 5000 — 7500/ul auf (KOHN, 2001). Im
Fallbericht aus Australien entwickelte die Katze eine Lymphopenie (MANSFIELD und
CLARK, 2005).

Bei der klinisch-chemischen Blutuntersuchung konnen erhdhte Leberenzyme und eine
Hyperbilirubindmie auffallen. In den beiden Fallberichten aus England und Belgien wurde
eine Cholelithiasis festgestellt und die Katzen wiesen Leberenzymwerterhohungen und eine
hochgradige Hyperbilirubindmie auf (HARVEY et al., 2007a; VAN GEFFEN et al., 2007).
Bei den PK-defizienten Katzen aus den USA lagen die Leberenzyme bei 3 von 3 Katzen im
Normbereich und das Gesamtbilirubin war bei 2 von 3 Katzen nur leicht erhoht (KOHN,
2001). Als Ausloser einer himolytischen Krise wurde bei einer ménnlichen Somalikatze eine
Cholangiohepatitis vermutet. Auch diese Katze wies erhohte Leberenzyme und eine
hochgradige Hyperbilirubindmie auf (MANSFIELD und CLARK, 2005). Eine hochgradige
Hyperbilirubindmie bei einer PK-defizienten Katze kann als Folge einer Bilirubin-
Cholelithiasis mit extrahepatischer Gallengangsobstruktion, verursacht durch eine chronische
Hémolyse, auftreten (HARVEY et al., 2007a; VAN GEFFEN et al., 2005).

Ein weiterer Befund der klinisch-chemischen Blutuntersuchung kann eine Hyperglobulindmie
sein. Bei 2 von 3 amerikanischen Katzen war der Globulingehalt mit Werten von 4 — 6,3 g/dl
erhoht. Die PK-defiziente Katze aus Australien wies ebenfalls eine Hyperglobulindmie mit
Werten von 42 — 52g/l auf, ebenso die PK-defiziente Katze aus Belgien (60 g/l)
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(MANSFIELD und CLARK, 2005; VAN GEFFEN et al., 2007). Eine Hyperglobulindmie
kommt auch bei der Inmunhémolytischen Andmie oder dem Krankheitsbild der erh6hten OF
der Ec vor. Als Ursache dafiir wird eine chronische Stimulation des Immunsystems vermutet
(KOHN et al., 2000 und 2006). Eine Bilirubinurie wurde mittels Harnuntersuchung bei 1 von
2 amerikanischen PK-defizienten Katzen und bei der PK-defizienten Katze aus Belgien
festgestellt (KOHN, 2001; VAN GEFFEN et al., 2007). In den anderen Studien wurde keine
Harnuntersuchung durchgefiihrt. Uber eine verlidngerte plasmatische Gerinnung aufgrund
einer Hepatopathie wurde in den Fallberichten von HARVEY et al. (2007a) und VAN
GEFFEN et al. (2007) berichtet.

I1.2.1.2.5 Diagnostik

Die angegebenen Symptome und Laborwertveranderungen geben die ersten Hinweise auf das
mogliche Vorliegen einer PK-Defizienz. Die endgiiltige Diagnose ldsst sich jedoch nur mit
Hilfe spezieller Ec-Studien bzw. einem DNA-Test stellen.

Die erythrozytire PK-Aktivitit war bei 7 homozygot betroffenen Katzen mit 6 — 20 % im
Vergleich zu gesunden Katzen im Gegensatz zum Hund deutlich reduziert (GIGER et al.,
1997). Finf PK-defiziente Katzen aus der Studie von KOHN (2001) wiesen eine Aktivitit
von 8 — 27 % auf. Bei 5 Trigertieren lag die PK-Aktivitit bei 28 — 68 %. Aus diesen Zahlen
wird deutlich, dass es wunter Umstinden schwer sein kann, anhand von
Enzymaktivititsbestimmungen eindeutig zwischen Anlagetrdgern und PK-defizienten Katzen
zu unterscheiden. AuBlerdem sind Enzymaktivititsbestimmungen aufwindig und stéranfillig
und konnen insbesondere bei Katzen mit regenerativen Andmien und fragilen Ec anderer
Ursachen schwierig bzw. unmdglich sein (KOHN, 2001). Erst durch weitere Untersuchungen
wie der Celluloseacetatelektrophorese und der Western Blot-Analyse kann in solchen Féllen
eine Diagnose gestellt werden. Bei 7 PK-defizienten Katzen lieB3 sich kein R-PK-Isoenzym
nachweisen (GIGER et al., 1997).

Wie auch fiir einige Hunderassen existiert fiir Somalis und Abessinier ein spezifischer DNA-
Test (GIGER et al., 1997). Durch Vervielfiltigung des betroffenen DNA-Abschnittes mittels
PCR, Einsatz einer spezifischen Restriktionsendonuklease (REN) und Auftrennung der
gewonnenen Fragmente durch eine Gelelektrophorese kann sicher zwischen homozygot
betroffenen Katzen und Anlagetrdgern unterschieden werden.

11.2.1.2.6 Therapie

Die therapeutischen Moglichkeiten beim felinen PK-Mangel sind begrenzt (GIGER 2000a,
2001). Obwohl experimentell durchgefithrte KM-Transplantationen bei Hunden mit PK-
Defizienz eine Heilung bewirkten, wurden sie bei der Katze noch nicht durchgefiihrt
(WEIDEN et al., 1981). Bei Katzen mit chronischer hamolytischer Andmie aufgrund von PK-
Defizienz kann eine Splenektomie bei rezidivierendem Hkt-Abfall oder bei hochgradiger
MilzvergroBerung, die eine verminderte Ausdehnung des Magens oder Inappetenz bedingen
kann, durchgefiihrt werden. Die Splenektomie soll den frithzeitigen Abbau der Ec in der Milz
verhindern. Bei der ersten diagnostizierten PK-defizienten Abessinierkatze wurde eine
Erhohung des Hkt nach Splenektomie festgestellt (von 10 —27 %, M =12 % auf 23 — 31 %,
M = 26 %) und die Katze war 10 Jahre nach der Operation noch am Leben (FORD et al.,
1992; GIGER, 2001). Bei einer weiteren PK-defizienten Katze stabilisierte sich der Hkt (von
13 — 28 %, D =20 % auf 23 — 31 %, D = 26 %), bei einer dritten besserte sich das
Allgemeinbefinden nach Splenektomie, wobei jedoch der durchschnittliche Hkt von 28 auf

24 % sank (KOHN, 2001).

Da die PK-Defizienz héufig als Immunhdmolyse oder Himoplasmose fehlinterpretiert wird,
werden die betroffenen Tiere oft mit Prednisolon und Doxyzyklin behandelt. Eine evt.
giinstige Auswirkung einer Prednisolontherapie konnte auf dem membranstabilisierenden
Effekt von Glukokortikoiden und der Hemmung des mononukledren Phagozytosesystems in
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der Milz beruhen und damit eine Verhinderung oder Verzogerung der Phagozytose von
geschidigten Ec bedingen (CHAPMAN und GIGER, 1990). In der Studie von KOHN (2001)
wurden 4 Katzen mit Prednisolon bis zu einer Dosis von 4 mg/kg téglich behandelt, jedoch
konnte kein eindeutiger Einfluss dieser Behandlungen auf den Hkt-Verlauf festgestellt
werden. Eine australische PK-defiziente Katze wurde mit Prednisolon 1 — 2 mg/kg téglich
behandelt. Die Therapie brachte keine Verbesserung und es wurde als weiteres
Immunsuppressivum Chlorambucil eingesetzt. Die Katze muflte kurze Zeit spéter mit einem
Hkt von 10 % euthanasiert werden (MANSFIELD und CLARK, 2005). Eine 2,5 Jahre alte,
PK-defiziente Somalikatze wurde wegen Cholelitiasis operiert und erhielt nach der Operation
Prednisolon 1 mg/kg am Tag. Die Katze blieb 3 weitere Monate andmisch und wurde
schlieBlich ebenfalls euthanasiert (VAN GEFFEN et al., 2007).

Bei schweren hdmolytischen Krisen mit starkem Hkt-Abfall unter 10 — 15 % bzw. geplanten
chirurgischen Eingriffen konnen Bluttransfusionen notwendig werden bzw. lebensrettend sein
(WEINGART et al., 2004). Zwei PK-defiziente Katzen erhielten vor einer Probelaparotomie
eine Bluttransfusion und eine von 5 Katzen aus einer amerikanischen Studie erhielt 2
Transfusionen wegen einem Hkt-Abfall bis auf 13 % (KOHN, 2001; MANSFIELD und
CLARK, 2005; HARVEY et al., 2007a).

I1.2.1.2.7 Prognose und Verlauf

Bisher ist unklar, warum héamolytische Krisen mit schweren Symptomen bei einigen Katzen
schon im jungen Alter auftreten und bei anderen die Erkrankung im fortgeschrittenen Alter
ein Zufallsbefund ist. Der Ausbruch von hidmolytischen Krisen ist moglicherweise mit
bestimmten Stresssituationen oder auslosenden Grunderkrankungen in Zusammenhang zu
bringen. Eine damals 1-jdhrige Somalikatze aus England wurde wegen intermitterndem
Erbrechen und Durchfall beim Haustierarzt vorgestellt. Die Untersuchungen fiihrten zur
Diagnose chronische entziindliche Gastroenteritis (lymphoplasmacytic inflammatory bowel
disease (IBD)) und die Katze wurde erfolgreich mit Diédt und Prednisolon behandelt. Ein Jahr
spater wurde sie wegen Apathie und Ikterus wieder beim Tierarzt vorgestellt. Die Katze wies
zu diesem Zeitpunkt einen Hkt von 18 % auf und es wurde eine Cholelithiasis diagnostiziert
(HARVEY et al, 2007a). Die Autoren des australischen Fallberichtes vermuteten als
Ausloser einer himolytischen Krise bei einer 7-jdhrigen Somalikatze eine Cholangiohepatitis
oder die Infektion mit Mycoplasma haemominutum (MANSFIELD und CLARK, 2005).

Bei der von FORD et al., (1992) beschriebenen Abessinierkatze wurde eine Stabilisierung des
Hkt nach Splenektomie festgestellt und die Katze war 10 Jahre nach der Operation noch am
Leben. Von den 5 Katzen (Alter 2-10 Jahre) einer amerikanischen Studie mussten 4
behandelt werden: Doxycyclin und Prednisolon (4), Splenektomie (2), Bluttransfusion (1) und
alle 5 Katzen waren am Ende des 1,5 — 2-jdhrigen Beobachtungszeitraumes noch am Leben
(KOHN, 2001). Eine 7-jdhrige Somalikatze erholte sich nach einer Probelaparotomie, die
wegen eines gestauten Gallenganges durchgefiihrt wurde, nicht mehr und musste euthanasiert
werden. Die Katze wurde mit Amoxicillin/Clavulansédure, Doxycyclin, Prednisolon und
schlieBlich Chlorambucil behandelt (MANSFIELD und CLARK, 2005). Eine 2-jdhrige
Somalikatze wurde wegen einer Cholelithiasis erfolgreich operiert und vor der Operation mit
Infusion, Vitamin K und einer Bluttransfusion behandelt. Nach der Operation wurde die
Katze mit Amoxicillin/Clavulansdure, Metronidazol, Vitamin K, Cephalexin und
Ursodeoxycholsdure therapiert. 20 Monate nach der Operation war die Katze bei gutem
Allgemeinbefinden (HARVEY et al., 2007a).

Eine weitere Katze wurde aufgrund einer Cholelithiasis operiert und erhielt dhnliche
Medikamente, jedoch keine Bluttransfusion (Blutgruppe B). Die Katze erholte sich nicht und
musste 3 Monate nach der Operation euthanasiert werden (VAN GEFFEN et al., 2007).
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11.2.1.2.8 Histopathologie / Zytologie

Die zytologische Untersuchung von 3 Knochenmarkaspiraten ergab eine milde bis
mittelgradige erythroide Hyperplasie (KOHN, 2001).

Die histopathologische Untersuchung der Milz und Leber von PK-defizienten
Abessinierkatzen ergab eine ausgeprigte extramedullire Hématopoese und eine
Héamosiderose bedingt durch die chronische Hamolyse (KOHN, 2001; MANSFIELD und
CLARK, 2005; VAN GEFFEN et al., 2007). Die Autopsie einer jungen PK-defizienten
Somalikatze, die initial wegen Ikterus und Erbrechen vorgestellt wurde, ergab eine
geringgradige Hepatomegalie, einen erweiterten Gallengang, 3 Cholelithen und eine massiv
vergroBBerte Milz (VAN GEFFEN et al., 2007).

Im Gegensatz zum Hund entwickeln Katzen keine Osteosklerose oder Myelofibrose (FORD
etal., 1992; HARVEY, 1997; GIGER, 2001).

I1.2.1.3 Pyruvatkinase-Defizienz Veterinirmedizin - Hund
I1.2.1.3.1 Vorkommen

Die PK-Defizienz wurde 1969 erstmals bei einem Basenji diagnostiziert (TASKER et al.,
1969; SEARCY et al., 1971). Seit dem wurde die Erkrankung auch beim Beagle (PRASSE et
al., 1975; GIGER et al., 1991), West Highland White Terrier (CHAPMAN und GIGER, 1990;
SKELLY et al., 1999), Cairn Terrier (SCHAER et al., 1992), Kleinpudel (GIGER, 2000a),
Chihuahua, Mops, American Eskimo Toy Dog (HARVEY, 1997; GIGER, 2000a) und bei
einem Langhaardackel (KOHN et al., 1999) nachgewiesen.

I1.2.1.3.2 Atiologie und Pathogenese

Der Defekt wird autosomal rezessiv vererbt und beruht beim Basenji auf der Deletion eines
Basenpaares (bp) im Exon 5 des R-PK-Gens. Durch die Mutation entsteht ein nonsense
Codon und die Termination erfolgt vorzeitig. Das resultierende Proteinprodukt besteht aus
166 anstatt aus 574 Aminosduren wie im normalen Protein und besitzt keinerlei enzymatische
Aktivitdt (WHITNEY et al., 1994; WHITNEY und LOTHROP, 1995).

Beim West Highland White Terrier (WHWT) kommt die PK-Defizienz durch die Insertion
von 6 Basenpaaren am 3'-Ende von Exon 10 im R-PK-Gen zustande. Die Insertion ist an vier
verschiedenen Stellen moglich. Das mutierte Gen besteht damit aus 123 anstatt 117 bp und
das resultierende Protein weist zwei zusétzliche Aminosduren auf (Lysin, Threonin), wodurch
die katalytische Aktivitit des Enzyms verloren geht (SKELLY et al., 1999).

Beim Cairn Terrier wird durch die bestehende Rasseverwandtschaft der gleiche molekulare
Hintergrund wie beim WHWT vermutet (SCHAER et al., 1992).

Bei den anderen Rassen wurde die zugrunde liegende Mutation bisher nicht publiziert. Beim
Beagle befindet sich die Mutation wahrscheinlich im Exon 1, da der Rest der R-PK-cDNA
normal ist (GIGER, 2000b).

Die Uberlebenszeit der Ec ist bei der PK-Defizienz verkiirzt. Die in-vivo-Halbwertszeit von
*!Chromium-markierten Ec bei einem betroffenen Basenji betrug nur 5,8 Tage, im Gegensatz
zu 19 — 28 Tagen bei gesunden Kontrolltieren (GIGER und NOBLE, 1991).

Alle PK-defizienten Hunde exprimieren ein sogenanntes ,Ersatzenzym®, das fetale M,-
Isoenzym. Im gesunden Organismus wird das M,-Isoenzym der Ec-Vorlauferzellen durch R-
PK in Normoblasten, Retikulozyten und reifen Ec ersetzt (BEUTLER, 1983). Heterozygote
Tréagertiere mit einem normalen und einem mutierten Allel exprimieren kein Ersatzenzym.
Die Expression des M;-Isoenzyms kommt selten auch beim Menschen mit PK-Mangel vor
(TAKEGAWA und MIWA, 1984). Die mangelnde Funktionsfdhigkeit von M,-PK wird bei
der Bestimmung von Metaboliten der Glykolyse deutlich. Metabolitkonzentrationen oberhalb
des von PK katalysierten Schrittes, wie z.B. 2,3-DPG sind deutlich erhéht. Durch die erhohte
2,3-DPG-Konzentration in PK-defizienten caninen Ec wird durch eine Verminderung der O,-
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Affinitdt des Himoglobins die Sauerstoffabgabe ans Gewebe erleichtert. Dieser Mechanismus
tragt dazu bei, dass PK-defiziente Hunde meist nur geringe Symptome zeigen (DHINDSA et
al., 1976).

Wie auch beim Menschen konnte durch die Inhibition der Hepcidin-Expression bei
anhaltenden Andmiezustinden die intestinale Absorption von Eisen und somit auch die
Eisenkonzentrationen im Plasma erhoht werden (STEWART et al., 1953). Als Folge daraus
entwickeln PK-defiziente Hunde eine Héadmosiderose, Hamochromatose und Fibrose
(Zirrhose) in der Leber (HARVEY, 2006). Moglicherweise ist die Myelofibrose ebenfalls
eine Folgeerscheinung des Eisen-Overloads (ZAUCHA et al., 2001).

I1.2.1.3.3 Symptome und Laborwertverinderungen

Die Hunde werden meist im jungen Alter wegen intermittierender Leistungsschwiche und
blassen Schleimhduten auffillig. Trotz hochgradiger Anédmiezustinde konnen die Symptome
durch die Chronizitit des Prozesses und die dadurch mogliche Anpassung des Organismus an
das verminderte Sauerstoffangebot mild ausfallen (KOHN et al., 1999). Bei der
hidmatologischen Untersuchung findet man eine regenerative Andmie mit Hkt-Werten von
0,17 — 0,28 I/1, ein erniedrigtes MCHC (25 — 32 g/dL), ein erhéhtes MCV (86 — 105 fl) und
Retikulozytenzahlen von 12 bis 66 % (HARVEY, 2006). Im Blutausstrich fallen makrozytare
und hypochrome Ec auf. Eine Poikilozytose wurde bisher nur nach Splenektomie beobachtet
(PRASSE et al., 1975; SCHAER et al., 1992).

Durch die Himosiderose und extramedullire Hamatopoese kann es zu einer Vergroferung
von Milz und Leber kommen. Die meisten Hunde sterben vor Erreichen des 4. Lebensjahres
an den Folgen der Leberzirrhose oder Myelofibrose. Ein PK-defizienter Cairn Terrier, der
eine sekundidre Hamochromatose entwickelte, zeigte Symptome wie Lethargie,
Hyperpigmentierung der Haut, Hyperglykdmie und Hepatopathie (SCHAER et al., 1992).
Eine Osteosklerose kann bei PK-defizienten Hunden ab dem 1. Lebensjahr rontgenologisch
an den langen Rohrenknochen nachgewiesen werden (GIGER und NOBLE, 1991).

11.2.1.3.4 Diagnostik

Eine Verdachtsdiagnose kann bei den betroffenen Hunderassen gestellt werden, wenn in
jungem Alter eine regenerative Andmie und eine Osteosklerose festgestellt werden (GIGER,
2000b). Die PK-Aktivitdt PK-defizienter Hunde ist durch die Expression des M,-Isoenzyms
hoher als bei gesunden Tieren. Heterozygote Triagertiere weisen eine um die Hilfte reduzierte
Aktivitidt des Enzyms auf, da sie kein M,-Isoenzym exprimieren. Durch die Expression des
Ersatzenzyms ist die Bestimmung der Enzymaktivitit fiir eine Diagnosestellung nicht
geeignet. Bei der Bestimmung der Konzentrationen von Metaboliten der Glykolyse oberhalb
des von der PK katalysierten Schrittes konnen erhohte Werte von z.B. 2,3-DPG und PEP
festgestellt werden (GIGER und NOBLE, 1991). Aber auch mit dieser Methode lassen sich
Tréagertiere nicht identifizieren. Bei der Celluloseacetat-Elektrophorese findet man bei der
Auftrennung von frischem Ec-Hamolysat bei PK-defizienten Hunden das M,-PK-Isoenzym
und kein R-PK-Isoenzym. Die Abwesenheit des R-PK-Isoenzyms kann auch mit Hilfe von
immunologischen  Studien = nachgewiesen = werden, wie  Immunoblotting und
Immunoprazipitation (GIGER, 2000b). Bei der Immunoprézipitation wird auch durch die
Zugabe eines Kaninchen-R-PK-Antikorpers zu einer Ec-Suspension die PK-Aktivitit durch
den Ersatz des R-PK-Isoenzyms durch das M,-Isoenzym nicht gesenkt (GIGER und NOBLE,
1991).

Die bekannten Genmutationen beim Basenji und beim WHWT ermoglichten die Entwicklung
von Gentests bei diesen Rassen. Der Test beim Basenji beinhaltet eine Vervielfiltigung des
betroffenen Genabschnittes (Exon 5) mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR). Die
beiden eingesetzten Primer PK1 und PK2 sind komplementir zu einer Sequenz im Intron 4
(PK1) bzw. im Intron 5 (PK2). Die Amplifikation eines normalen caninen PK-Allels resultiert
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in einem 228 bp langen Produkt, welches die Schnittstelle fiir eine Restriktionsendonuklease
(Aci I) enthélt. Das Ergebnis der Vervielfiltigung eines mutierten Allels ist ein 227 bp langes
Stiick, welches durch die Deletion eines Basenpaares die Schnittstelle fiir die
Restriktionsendonuklease verloren hat.

Bei der anschlieBenden Digestion wird das gewonnene PCR-Produkt eines normalen Allels in
zwei Fragmente mit 92 und 136 bp geschnitten, wobei das Produkt des mutierten Allels intakt
bleibt (227 bp). Die unterschiedlich langen Fragmente werden mit Hilfe der Agarose-Gel-
Elektrophorese sichtbar gemacht, welche beim gesunden Hund 2 Banden aufweist, beim
kranken Hund 1 Bande und beim Trégertier 3 Banden (92 bp, 136 bp, 227 bp) (Abb. 7)
(WHITNEY und LOTHROP, 1995).

Primlr PK1
-—-- __|-*-[__}--—-[__}-- Pyruvatkinase L-Gen
4 5 6
Primer PK2
normales Allel mutiertes Allel
S R S e [ e S R S [ e
4 5 6 4 5 6
PCR-Amplifikation
Acil v
—'— 228 bp PCR-Produkte 227 bp
v
Aci I Digestion
v
- — Restriktionsfragmente 227 bp

92bp 136 bp

Abb. 7: Hauptschritte im genetischen Test zur Identifizierung des PK-Genotypes beim
Basenji (WHITNEY und LOTHROP, 1995)

Da beim WHWT eine Insertion von 6 bp am 3'-Ende von Exon 10 vorliegt, werden fiir die
Durchfiihrung der PCR 2 Primer verwendet, die komplementér zu Regionen im Exon 10 und
Intron 10 sind (SW1, AW2). Die Produkte der PCR-Amplifikation sind beim gesunden Hund
117 bp lang und beim PK-defizienten Hund 123 bp. Die unterschiedliche Lange der Stiicke
wird mit Hilfe der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese sichtbar gemacht. Trigertiere weisen 2
Banden auf (SKELLY et al., 1999).

11.2.1.3.5 Therapie

Wie bei der Katze sind die therapeutischen Mdéglichkeiten auch beim Hund beschrénkt.

Ein geringgradig transienter Hkt-Anstieg unter Prednisolontherapie konnte auf einem
membranstabilisierenden Effekt und einer Hemmung der Makrophagenaktivitit und damit
verlingerter Uberlebenszeit der Ec beruhen (KOHN et al., 1999). In anderen Fallbeispielen
konnte dieser Einfluf} allerdings nicht beobachtet werden (TASKER et al, 1969; SCHAER et
al., 1992).

Eine in der Humanmedizin in schweren Féllen durchgefiihrte Splenektomie fiihrte bei
Basenjis zu keiner klinischen Besserung (GIGER und NOBLE, 1991). Beim Basenji wurde
im Jahre 2001 (ZAUCHA et al.) eine nicht-myeloablative, allogene KM-Transplantation
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durchgefiihrt. Das KM wurde von gesunden Wurfgeschwistern (gleiches Dog-Leukocyte-
Antigen (DLA) —Muster) entnommen und den PK-defizienten Hunde nach einer
Ganzkorperbestrahlung mit 200 c¢Gy (subletale Dosis) transplantiert. Nach der
Transplantation wurden die Hunde einer immunsuppressiven Therapie unterzogen. Von 5
transplantierten Hunden wiesen 3 schon vor dem Eingriff eine Leberzirrhose und
Myelofibrose auf. Es kam zu 2 AbstoBungen des Transplantates und ein Hund verstarb an den
Folgen der Leberzirrthose 27 Tage nach der Transplantation. Zwei Hunde waren zum
Abschluss der Untersuchungen, 1 Jahr nach der Transplantation, noch am Leben. Der
mediane Spenderanteil hinsichtlich der kernhaltigen Zellen im peripheren Blut betrug 12 bzw.
85 % und das Ausmal} der klinischen Besserung korrelierte mit diesem Anteil. Bei beiden
Hunden konnte eine R-PK-Aktividt von >50 % nachgewiesen werden. Der Hund mit 85 %
Spenderanteil entwickelte keine Hidmolyse mehr, der Hkt lag im Normbereich und die
bestehende KM-Fibrose verschwand vollstindig. Aufgrund der progressiven Leberzirrhose
musste der Hund 53 Wochen nach der Transplantation euthanasiert werden. Beim zweiten
Hund sank der mediane Spenderanteil auf 12 % in der 24. Woche nach der Transplantation
ab. Der Hund entwickelte erneut eine Himolyse, aber der Hkt betrug 34 % in der 81. Woche
und lag damit hoher als vor der Transplantation. Um den Anteil der Donor-Stammzellen nach
einer KM-Transplantation zu erhdhen und die Gefahr des Wiederauftretens einer Himolyse
zu verhindern, kann man den Patienten Spender-Lymphozyten infundieren (TAKATU et al.,
2003).

11.2.1.4 Hexokinase-Defizienz

Humanmedizin: Die Hexokinase (HKi) katalysiert den ersten Schritt in der Glykolyse und
wandelt Glukose in Glukose-6-phosphat (G6P) um. Es existieren 4 Isoenzyme der HKi (HKi
I, II, IIT und IV), die in unterschiedlichen Geweben vorkommen (STOCCHI et al., 1982). In
den Ec kommt hauptsidchlich Typ I in 3 Formen vor: HKi Ia, Ib und Ic. Die HKi-Defizienz
wurde in der Humanmedizin erstmals 1967 dokumentiert und ist sehr selten (VALENTINE et
al., 1967; WIJK et al., 2003). Der Defekt wird hauptsdchlich autosomal rezessiv vererbt,
wobei aber auch autosomal dominante Félle bekannt sind. Betroffene Personen entwickeln
eine chronische milde bis médfige Andmie. Heterozygote Trager zeigen keine Symptome. Die
molekulare Grundlage der Erkrankung ist vielfdltig und &uflert sich z.B in einer
herabgesetzten Affinitdt der HKi fiir Glukose und ATP und einer variablen Thermostabilitit.
In HKi-defizienten Ec ist der Glukoseabbau vermindert und der Gehalt an 2,3-DPG, ATP und
GO6P erniedrigt. Der daraus resultierende Energiemangel ist der Grund fiir den friihzeitigen
Abbau der Ec und die Entwicklung einer Andmie.

Veterindrmedizin: In der Veterindrmedizin wurde ein Mangel an HKi bisher nicht
beschrieben.

I1.2.1.5 Glukosephosphat-Isomerase-Defizienz

Humanmedizin: Die Glukosephosphat-Isomerase (GPI) -Defizienz stellt nach der PK-
Defizienz die zweithdufigste Erythroenzymopathie der Glykolyse dar und wurde erstmals
1968 beschriecben (BAUGHAN et al, 1968). Das Enzym katalysiert die reversible
Isomerisierung von G6P zu F6P. Es existieren keine Isoenzyme der GPI und folglich liegt bei
einer Defizienz nicht nur in den Ec, sondern auch in anderen Zellen und Geweben ein
erniedrigter Gehalt an GPI vor. Als Folge der GPI-Defizienz ist die Fahigkeit der Ec, F6P in
den Pentosephosphatweg einzuschleusen, erniedrigt (<1 — 10 %). In den meisten Féllen ist
der Erbgang autosomal rezessiv (PAGLIA und VALENTINE, 1974). Bisher konnten 29
Mutationen identifiziert werden, die sich vor allem in einer Instabilitit des Enzyms duBern
(MENTZER und GLADER, 1989; KUGLER und LAKOMEK, 2000). Zellen, die zur
Proteinsynthese befdhigt sind, konnen diese Labilitdit durch eine Erhdhung der
Enzymsynthese kompensieren. Da Ec dazu nicht in der Lage sind, werden sie durch den
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entstechenden Energiemangel verfriiht abgebaut. Daher ist eine milde bis schwere
hidmolytische Andmie meistens das einzige klinische Zeichen dieser multisystemischen
Erkrankung. Neuromuskuldre oder mentale Stérungen konnen auftreten (EBER et al., 1986).
Veterindrmedizin: Diese Erkrankung wurde bisher nicht beim Tier beschrieben.

I1.2.1.6 Phosphofruktokinase-Defizienz

Humanmedizin: Die Phosphofruktokinase (PFK) spielt eine entscheidende Rolle in der
Regulation der Glykolyse und katalysiert die Phosphorylierung von Fruktose-6-phosphat in
Fruktose-1,6-biphosphat. Das Enzym wird durch ATP gehemmt und durch ADP, AMP und
Fruktose-2,6-biphosphat aktiviert. Die PFK ist ein tetrameres Enzym, das aus drei
verschiedenen Untereinheiten besteht: L, M und P (oder F). Die Untereinheiten sind nach
ithrem Vorkommen in unterschiedlichen Geweben benannt: Leber/Leukozyten, Muskulatur
und Pléttchen (oder Fibroblasten) (WATERBURY und FRANKEL, 1972). Der M-Typ
dominiert in Geweben mit starker Glykolyse, wie Skelett-, Herzmuskulatur und Gehirn,
wihrend der L-Typ in Geweben vorkommt, die von der Glukoneogenese abhéngig sind, wie
z.B. Leber und Fettgewebe. In Ec besteht die PFK zu gleichen Teilen aus M- und L-
Untereinheiten, angeordnet in den fiinf moglichen Tetrameren: L4, L3M;, LoM,, LiM3 und My,
Die PFK-Defizienz wird autosomal rezessiv vererbt und die meisten Félle einer PFK-
Defizienz sind das Ergebnis einer homozygot vorliegenden, mutanten M-Untereinheit. Die
Erkrankung &uBert sich in diesem Fall durch H&molyse und/oder Myopathie in
unterschiedlicher Stirke. Schwere Fille eines PFK-Mangels in der Muskulatur rufen eine
metabolische Myopathie hervor (Glykogen-Speicherkrankheit Typ VII) (BROWN und
BROWN, 1968). Die seltener vorkommenden Fille, in denen nur eine Hdmolyse auftritt,
weisen die Mutation in der L-Untereinheit auf. Wenn bei einer Mutation in der M-
Untereinheit nur noch das Ls-Tetramer in den roten Blutzellen gebildet wird, ist die Gesamt-
PFK-Aktivitit auf die Hailfte reduziert und die Himolyse kann meist gut kompensiert werden.
Acht Missense-Mutationen, 1 Nonsense-Mutation, 1 Frameshift-Mutation und 5 Splicing-
Mutationen konnten im PFK-M-Gen identifiziert werden (FUJII und MIWA, 2000).

Veterindrmedizin: Beim Hund existieren wie auch beim Menschen drei Isoformen der PFK:
M (muscle), L (liver) und P (platelet), die von drei verschiedenen Genen kodiert werden. Die
PFK liegt als Homo- oder Heterotetramer vor, die sich aus einer oder mehreren Isoformen
zusammensetzen. Humane Ec enthalten zu gleichen Teilen M-PFK und L-PFK, wogegen in
caninen Ec zu 86 % M-PFK, 12 % P-PFK und 2 % L-PFK vorkommen (GIGER et al.,
1985; MHASKAR et al., 1992). Die canine M-PFK Defizienz wurde erstmals beim
Englischen Springer Spaniel beschrieben (GIGER et al, 1986a; GIGER und HARVEY, 1987;
GIGER, 2000a). Der Mangel wird autosomal rezessiv vererbt und kommt durch eine
Nonsense-Mutation im letzten Exon des M-PFK-Gens zustande (SMITH et al., 1996a;
SMITH et al., 1996b). Der daraus resultierende Austausch von Tryptophan gegen ein Stop-
Codon verursacht ein 40 Aminosduren kiirzeres M-PFK-Protein und somit eine komplette
Defizienz des M-PFK-Enzyms (SMITH et al., 1996b). Betroffene Hunde weisen keine PFK-
Aktivitdit im Muskel auf und 8 — 22 % der Aktivitdt von gesunden Kontrolltieren in Ec
(GIGER et al., 1988b). Durch den Block des PFK-Schrittes in der Glykolyse kommt es zu
einer ATP- und 2,3-DPG-Defizienz in den Ec und zu einer Akkumulation von
Zuckerphosphaten und Glykogen im Muskel (GIGER et al., 1986a; GIGER et al., 1986b;
GIGER et al., 1988b). Beim American Cocker Spaniel kommt die PFK-Defizienz ebenfalls
vor und wird durch die gleiche Mutation ausgeldst. Bei einem betroffenen weiblichen
American Cocker Spaniel konnten keine Englischen Springer Spaniel-Vorfahren identifiziert
werden, so dass man davon ausgeht, dass die Mutation vor der Separation der beiden Rassen
entstanden ist (GIGER et al., 1992).
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Betroffene Hunde entwickeln eine chronische, kompensierte Hémolyse, die von
hidmolytischen Krisen begleitet wird und eine Myopathie. Da canine Ec empfindlicher auf
basische pH-Werte reagieren als die Ec anderer Spezies, wird vermutet, dass bei der PFK-
Defizienz eine Erhohung des pH-Wertes fiir die intravasale Himolyse der roten Blutzellen
verantwortlich ist. Da PFK-defiziente Ec eine deutlich erniedrigte 2,3-DPG-Konzentration
aufweisen, konnen Chlorid-lonen in die roten Blutzellen wandern und so den pH-Wert
erhohen (GIGER et al., 1986b; HARVEY et al., 1988). PFK-defiziente Ec beginnen bei einem
pH von 7,4 zu hdmolysieren.

Die niedrige 2,3-DPG-Konzentration in den Ec bewirkt aullerdem eine Erhohung der O,-
Affintdt des Himoglobins. Die relative Gewebehypoxie beeintrdchtigt den Metabolismus der
Muskulatur und anderer Gewebe und stimuliert die renale Erythropoetinsynthese und die
Erythropoese. Dadurch wird die Hadmolyse vollstindig kompensiert und der Hématokrit
befindet sich, abgesehen von den hdmolytischen Krisen, im Normalbereich. Die
hdmolytischen Krisen werden ausgelost durch mit Hyperventilation einhergehenden
Ereignissen, wie z.B. korperliche Anstrengung oder hohe Umgebungstemperaturen. Durch die
Hyperventilation wird eine systemische Alkalimie induziert, durch die es zur intravasalen
Hamolyse der caninen PFK-defizienten Ec kommt (GIGER und HARVEY, 1987; GIGER,
2000a). Die Krisen konnen schon im Alter von wenigen Monaten auftreten; sie konnen aber
auch, bei vorsichtigem Umgang mit dem Hund, komplett fehlen. Die hdmolytischen Episoden
dauern in der Regel ein bis mehrere Tage und die Hunde zeigen blasse bis ikterische
Schleimhéute, Lethargie, Inappetenz und oft Fieber. AuBlerdem kann eine Splenomegalie
auftreten. Bei der Andmie handelt es sich um eine makrozytire, hypochrome und regenerative
Blutarmut, die mit korrigierten und absoluten Retikulozytenwerten von iiber 4 % bzw. iiber
200.000/ul  einhergeht. Im Blutausstrich fallen Polychromasie, Anisozytose und
Normoblastose auf. Leukozytose und Hyperglobulindmie konnen ebenfalls beobachtet
werden. Die Halbwertszeit von Chrom-markierten PFK-defizienten Ec betrdgt lediglich 16
Tage im Vergleich zu 20 — 28 Tagen bei gesunden caninen Ec (GIGER 2000b).

11.2.1.7 Aldolase-Defizienz

Humanmedizin: Die Aldolase katalysiert Reaktionsschritt 4 der Glykolyse, die Spaltung von
Fruktose-1,6-biphosphat unter Bildung der beiden Triosen Glycerinaldehyd-3-phosphat
(GAP) und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP). Es handelt sich um ein tetrameres Enzym, das
in 3 gewebespezifischen [soenzymen (A, B und C) vorkommt. In Ec und im Muskel ist A die
dominierende Form. Die Aldolase-Defizienz ist selten und wird autosomal rezessiv vererbt. In
den wenigen publizierten Krankheitsfillen lag meist eine milde bis madBige hdmolytische
Anémie vor (BEUTLER et al., 1973), selten treten schwere Andmien und Rhabdomyolyse auf
(YAO et al., 2004).

Veterindrmedizin: Beim Tier wurde dieser Mangel noch nicht dokumentiert.

I1.2.1.8 Trisosephosphat-Isomerase-Defizienz

Humanmedizin: Das Enzym katalysiert die Isomerisierung von DHAP in GAP in der
Glykolyse. Die Triosephosphat-Isomerase (TPI) ist ein dimeres Enzym. Die beiden
Untereinheiten sind identisch und werden von einem Gen kodiert. Die TPI-Defizienz ist der
schwerwiegendste Enzymdefekt hinsichtlich der klinischen Konsequenzen in der Glykolyse,
da nahezu alle Gewebe von diesem Mangel betroffen sind. Der TPI-Mangel verursacht eine
multisystemische Erkrankung, die mit einer chronischen hdmolytischen Andmie, progressiven
neurologischen Dysfunktion, erhohten Infektionsanfilligkeit und Kardiomyopathien
einhergeht. Die Patienten sterben meist schon in der frithen Kindheit (SCHNEIDER, 2000).
Durch den TPI-Mangel ist die Konzentration des Substrates DHAP deutlich erh6ht. Der
Zusammenhang zwischen erhohten DHAP-Konzentrationen und Hédmolyse ist noch unklar,
aber ein zytotoxischer Effekt ist wahrscheinlich (TANAKA und PAGLIA, 1989; PAGLIA,
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1995). Die TPI Defizienz wird autosomal rezessiv vererbt und heterozygote Triager sind
klinisch unauffillig, obwohl in den Ec nur die Hilfte der Enzymaktivitit festgestellt werden
konnte.

Veterindrmedizin: Die Triosephosphat-Isomerase-Defizienz wurde beim Tier bisher nicht
beschrieben.

11.2.1.9 Phosphoglyceratkinase-Defizienz

Humanmedizin: Die Phosphoglyceratkinase (PGK) katalysiert die Bildung von 3-
Phosphoglycerat aus 1,3-Biphosphoglycerat unter der Bildung von ATP. Dieses Enzym ist
das einzige bekannte der Glykolyse, das von einem Gen auf dem X-Chromosom kodiert wird
(VALENTINE und PAGLIA, 1984). Es existieren 2 Isoenzyme, PKG-1 und PKG-2. PKG-1
wird vom X-Chromosom kodiert und kommt in allen somatischen Korperzellen vor, wihrend
PKG-2 von einem autosomalen Gen nur in Spermatozoen exprimiert wird (McCARRY und
THOMAS, 1987).

Die PGK-Defizienz ist eine seltene Erkrankung, und die Mutation kommt in der Regel durch
die Substitution einer Aminosdure zustande (FLANAGAN et al., 2006). Der PKG-Mangel
duBert sich bei betroffenen Ménnern in einer himolytischen Andmie unterschiedlicher Stirke,
neurologischen oder mentalen Verdnderungen und einer Myopathie. Erkrankte Frauen
entwickeln eine milde Andmie (McMULLIN, 1999). Heterozygote Triger der PGK-Defizienz
entwickeln keine oder eine milde himolytische Andmie.

Veterindrmedizin: Diese Erkrankung wurde bisher nur in der Humanmedizin beschrieben.

11.2.1.10 Glukose-6-phosphat Dehydrogenase-Defizienz

Humanmedizin: Die Glukose-6-phosphat Dehydrogenase (G6PD) katalysiert den ersten
Schritt im Pentosephosphatweg, den Nettotransfer eines Hydridions vom CI1-Atom des G6P
auf NADP", wobei 6-Phosphogluconolacton und NADPH + H' entstehen. NADPH wird in Ec
benotigt, um oxidiertes Glutathion in der Glutathion-Reduktase-Reaktion zu reduzieren. Das
reduzierte Gluthation kann dann wieder fiir die Reduktion von anfallenden Peroxiden und
organischen Hydroperoxiden zur Verfiigung stehen.

Beim G6PD-Mangel handelt es sich um die hdufigste Enzymopathie beim Menschen. Das
Gen fiir die G6PD liegt auf dem X-Chromosom und heterozygote Tréger bleiben in der Regel
symptomlos (PAGLIA, 1995). Die Mutation wird hauptsédchlich durch die Substitution einer
Aminosédure hervorgerufen (MIWA und FUIJII, 1985). Die Ec der Patienten mit G6PD-
Mangel sind besonders anfillig filir oxidativen Stress und die Symptome der Erkrankung
reichen von chronischen, hidmolytischen Andmien iiber Medikamenten-induzierte akute
Héamolyse bis hin zu asymptomatischen Verlaufsformen (MIWA und FUJII, 1996).

Veterindrmedizin: SMITH et al. (1976) untersuchten die G6PD-Aktivitidt von 3000 Hunden
und fanden einen mannlichen Weimaraner mit einer Aktivitit von 44 %. Der defiziente Hund
wies keine Andmie oder andere Symptome auf. Die Erkrankung konnte auch beim Pferd
diagnostiziert werden. Ein Fohlen wies eine G6PD-Aktivitét von weniger als 1 % auf und litt
an einer persistierenden himolytischen Andmie mit Exzentrozytose, Pyknozytose,
Anisozytose, Makrozytose und Howell-Jolly-Korperchen. Die Aktivitdten von HKi und PK
waren erhoht (STOCKHAM et al.,, 1994). DNA-Analysen des G6PD Gens ergaben eine
Mutation, bei der die Base G gegen A ausgetauscht war und so aus einem Arginin-Codon ein
Histidin-Codon entstand (NONNEMAN et al., 1993). Exzentrozyten und Pyknozyten wurden
bei Pferden auch bei einer Flavinadenindinucleotid (FAD)-Defizienz in den Ec beobachtet.
Der Mangel zieht eine verminderte Aktivitit der FAD-abhéngigen Enzyme Glutathion-
Reduktase und Cytochrom-bs-Reduktase nach sich und fiihrt so zur oxidativen Schédigung
der Ec (HARVEY et al., 2003).

Bei der Katze wurden diese Erkrankungen bisher nicht beschrieben.
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I1.2.1.11 Methimoglobinreduktase-Defizienz

Humanmedizin: Im Methdmoglobin (Met-Hb) ist das zweiwertige Eisen des Hims zum
dreiwertigen oxidiert und steht so nicht mehr fiir den Sauerstofftransport zur Verfiigung. Eine
Methiamoglobindmie riihrt entweder von einer erhohten Produktion aufgrund von Oxidantien
her oder einer verringerten Met-Hb-Reduktion bei Mangel an erythrozytiren Met-Hb-
Reduktaseenzymen. Das Met-Hb macht normalerweise weniger als 1 % des Gesamt-Hb aus,
da  gebildetes Met-Hb im  Organismus  kontinuierlich von der NADH-
Methiamoglobinreduktase (Cytochrom bs Reduktase) zu Hb reduziert wird.

Die rezessive, kongenitale Methdmoglobindmie wird durch Defekte der erythrozytiren
und/oder mikrosomalen Met-Hb-Reduktase hervorgerufen. Beim Typ I der Erkrankung ist nur
das erythrozytire Enzym defekt und Betroffene entwickeln eine Zyanose; beim Typ II der
Erkrankung ist zusitzlich das mikrosomale Enzym verdndert und die Patienten weisen auch
neurologische Dysfunktionen auf. Es wurden bisher iiber 30 verschiedene Mutationen
identifiziert, die zu einer reduzierten Proteinstabilitdit und verminderten katalytischen
Aktivitét fiithren (PERCY et al., 2006).

Veterindrmedizin: Isolierte Félle einer Met-Hb-Reduktase Defizienz wurden bei Hunden
verschiedener Rassen (HARVEY et al., 1991, 1994) und bei Domestic Shorthair Katzen
(HARVEY et al., 1997; GIGER et al., 1999) beschrieben. Wie beim Menschen wird ein
autosomal rezessiver Erbgang vermutet, allerdings liegen detaillierte Pedigree-Analysen nicht
vor. Bei den betroffenen Tieren kdnnen zyanotische Schleimhéute, Belastungsintoleranz oder
Lethargie auffallen, aber hiufig treten keine Symptome auf. Das Blut ist braunlich verférbt,
aber der arterielle pO; ist normal (HARVEY, 2006). Der Met-Hb-Gehalt bei defizienten
Hunden variiert von 13 — 41 % des Gesamt-Hb und lag bei Domestic Shorthair Katzen bei 44
— 52 % (GIGER et al.,, 1999; HARVEY et al.,, 1994). Wéhrend der Hkt bei Met-Hb-
Reduktase-defizienten Hunden im Normbereich liegt, war er bei 4 von 5 Domestic Shorthair
Katzen leicht bis maBig erniedrigt (GIGER et al., 1999). Die betroffenen Tiere erreichen ein
normales Lebensalter und miissen in der Regel nicht behandelt werden (HARVEY, 2006).

Ein sekundirer Mangel an Met-Hb-Reduktase wurde beim Pferd durch eine FAD-Defizienz
beschrieben (HARVEY, 2006).

I1.2.1.12Porphyrie

Humanmedizin: In der Humanmedizin sind die Porphyrien angeborene oder erworbene
Storungen des Pigmentstoffwechsels, die auf spezifischen Enzymdefekten der
Hambiosynthese beruhen. Die seltenen hereditiren Formen werden in 8 Typen unterteilt
(POBLETE-GUTIERREZ et al., 2006). Es kommen sowohl autosomal dominante als auch
rezessive Erbginge vor. Die kongenitale erythropoetische Porphyrie wird autosomal rezessiv
vererbt und duBert sich in einer Andmie und ausgeprégter Lichtempfindlichkeit.

Veterindrmedizin: In einer Familie von Siamesen wurde eine Anhdufung von Uroporphyrin I,
Coproporphyrin I und Protoporphyrin IX in Ec, Urin, Kot und verschiedenen Geweben
festgestellt. Die Tiere zeigten Photosensitivitdt und Photodermatitis, schwere Andmie und
Niereninsuffizienz. Als Hauptdefekt wurde bei diesen Katzen eine Defizienz von
Uroporphyrinogen III-Cosynthase &hnlich wie bei Menschen und Rindern vermutet
(GIDDENS et al., 1975; HASKINS und PATTERSON, 1987).

Eine andere Form der Porphyrie wurde bei Hauskatzen festgestellt und fiihrte zu einer
Verfarbung und Fluoreszenz der Zahne unter UV-Licht. Der Urin der Katzen war ebenfalls
verfarbt und enthielt Uroporphyrin, Coproporphyrin und Porphobilinogen. Allerdings waren
die Tiere nicht andmisch oder photosensitiv. Bei dieser Form der Porphyrie wurde ein
autosomal rezessiver Erbgang vermutet (KANEKO, 2000).
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I1.2.1.13Enzymdefizienzen im Nukleotid-Metabolismus

Humanmedizin:

a) Adenosin-Deaminase-Defizienz:

Das Enzym katalysiert die irreversible Deaminierung von Adenosin und Deoxyadenosin im
Nukleotid-Stoffwechsel. Die Adenosin-Deaminase-Defizienz wird dominant vererbt und es
konnten bisher verschiedene Mutationen identifiziert werden; bei den meisten handelt es sich
um den Austausch einer Aminosédure (NYHAN, 2005). Betroffene Personen zeigen nahezu
keine Enzymaktivitit in den Ec und entwickeln schwere Immunerkrankungen, da fiir
Lymphozyten toxische Konzentrationen von dATP entstehen (NYHAN, 2005).

b) Adenylatkinase-Defizienz:

Die Adenylatkinase katalysiert die Phosphorylierung von AMP zu ADP in allen Zellen des
Korpers. ADP flieBt anschlieend in die Glykolyse ein. Die Adenylatkinase-Defizienz geht
mit einer méfBigen bis schweren hdmolytischen Andmie einher. Bei 2 Patienten mit Ikterus
und Andmie konnte kiirzlich eine Missense-Mutation und eine Deletion identifiziert werden
(CORRONS et al., 2003).

¢) Pyrimidin 5 -Nukleotidase-Defizienz:

Das Enzym katalysiert die Spaltung von Nukleosid-Monophosphaten in Nukleoside und
anorganisches Phosphat. Bei einem Mangel an Pyrimidin 5°-Nukleotidase akkumulieren
Pyrimidinnukleotide in den Ec und im Blutausstrich fillt eine basophile Tiipfelung der roten
Blutzellen auf. Die Erkrankung wird autosomal rezessiv vererbt und bisher konnten 15
Mutationen identifiziert werden (CHIARELLI et al., 2006). Betroffene Personen entwickeln
eine geringgradige bis médfige hamolytische Animie.

Veterindrmedizin: Enzymdefizienzen im Nukleotidmetabolismus konnten bisher nur in der
Humanmedizin identifiziert werden.

11.2.2 Erythrozytenmembranstorungen
11.2.2.1 Humanmedizin
11.2.2.1.1 Hereditire Sphirozytose (HS)

Die hereditire Sphirozytose ist weltweit verbreitet und &uBlert sich in einer regenerativen
hdmolytischen Andmie, die durch osmotisch fragile, zum Teil sphérisch verdnderte Ec
gekennzeichnet sind.

Wenn die Erkrankung autosomal dominant vererbt wird, kann sie asymptomatisch bzw. mild
verlaufen und erst in fortgeschrittenem Alter auffallen. Die selteneren schweren Fille sind
meist an einen autosomal rezessiven Erbgang gekoppelt (DACIE, 1985).

Der HS liegen verschiedene Proteindefekte bzw. —defizienzen zugrunde, die alle zum gleichen
klinischen Bild fithren. Betroffen konnen sein: 1) a-Spektrin, 2) B-Spektrin, 3) Ankyrin, 4)
Bande 3 und 5) Protein 4.2 (GALLAGHER, 2005).

11.2.2.1.2 Hereditire Elliptozytose (HE)

Die Elliptozytose beschreibt eine Gruppe von hereditiren Ec-Defekten, die durch das
Auftreten von elliptischen roten Blutzellen gekennzeichnet ist. Die Erkrankung wird
autosomal dominant vererbt.

Die Erkrankung ist klinisch weniger bedeutend als die HS, da nur 10 — 15 % der Patienten
eine deutliche Hamolyse entwickeln.

Ahnlich wie bei der Sphérozytose liegen der Elliptozytose verschiedene Proteindefekte (a-
und B-Spektrin, Protein 4.1 und Glycophorin C) zugrunde (GALLAGHER, 2005).

Durch die unterschiedlichen molekularen Defekte, die der Erkrankung zugrunde liegen, sind
die klinischen Erscheinungsformen sehr variabel und reichen von asymptomatischen Formen
bis hin zu lebensbedrohlichen hdmolytischen Andmien.
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11.2.2.1.3 Hereditire Stomatozytose

Stomatozyten sind Ec mit einer ,,mundihnlichen Offnung im Zellzentrum, die bei
verschiedenen erworbenen und vererbten Erkrankungen beobachtet werden. Das Auftreten
von Stomatozyten ist assoziiert mit Verdnderungen der Kationenpermeabilitit der Ec-
Membran. Eine einheitliche Theorie ihrer Entstehung existiert nicht (GALLAGHER, 2005).
Verschiedene Krankheitsbilder, wie die hereditdre Stomatozytose oder die hereditéire
Xerozytose gehen mit der Bildung von Stomatozyten einher. Bei der hereditiren
Stomatozytose liegt der Defekt im integralen Membranprotein Stomatin.

I1.2.2.2 Kleintiermedizin
I1.2.2.2.1 Hereditire Abnormalititen der Erythrozytenmembran bei der Katze
Erhohte OF der Erythrozyten:

Die erhohte OF der Ec stellt eine wichtige Differentialdiagnose zur PK-Defizienz dar, da
diese Erkrankung ebenfalls bei Abessiniern und Somalis auftritt und dhnliche Symptome
verursacht.

In der Studie von KOHN et al. (2000) wurden 13 Abessinier und 5 Somalis mit chronisch
hdmolytischer Andmie untersucht. Den Besitzern waren unter anderem Symptome wie
Lethargie, Anorexie, Gewichtsverlust und blasse Schleimhiute aufgefallen. Bei 10 von 18
Katzen wurde eine Splenomegalie festgestellt. Einige Katzen entwickelten im
Untersuchungszeitraum z.T. starke hdmolytische Krisen mit einem Hkt-Abfall bis auf 5 %.
Das MCYV der betroffenen Katzen lag zwischen 45 und 102 fl und die Retikulozytenzahlen
betrugen 0,1 — 28,5 %. Sechs Katzen wiesen zum Zeitpunkt der Vorstellung eine
Leukozytose auf und 11 Katzen hatten im Untersuchungszeitraum eine Lymphozytose. Die
OF der Ec war mit 0,66 — 0,78 % deutlich erhoht (Ref. 0,48 — 0,58 %) und im Blutausstrich
fiel eine Anisozytose, Polychromasie und Makrozytose auf. Bei 12 Katzen wurde eine
Hyperglobulindmie festgestellt, die sich in der Elektrophorese als polyklonal herausstellte.
Die Katzen wurden z.T. mit Doxyzyklin, Antibiotika und Prednisolon behandelt, jedoch
konnte kein eindeutiger Einfluss auf den Hkt-Verlauf festgestellt werden. Bei 6 Katzen wurde
eine Splenektomie durchgefiihrt und der Hkt stabilisierte sich. Vier Katzen mussten jedoch 8
bis 16 Monate nach dem Eingriff wegen Wiederauftretens einer H&dmolyse euthanasiert
werden. Von den iibrigen 12 Katzen starben 6 Katzen innerhalb von 2 Monaten bis 7 Jahren
nach Auftreten der Andmie bzw. sie wurden euthanasiert. 5 Katzen waren am Ende des
Beobachtungszeitraumes nach 1,5 — 2 Jahren noch am Leben und eine Katze konnte nur 3
Monate verfolgt werden.

Die histologische Untersuchung von Milz und Leber ergaben eine Kongestion, extramedulldre
Hématopoese und eine Hamosiderose.

In 6 Knochenmark-Aspiraten wurde eine erythroide Hyperplasie diagnostiziert.

Die erythrozytire PK-Aktivitit wurde bei 6 Katzen untersucht und betrug 105 — 167 % der
Enzymaktivitidt gesunder Kontrollkatzen. Die Erhohung der Enzymaktivitit war vermutlich
auf das vermehrte Auftreten junger Ec zuriickzufiihren. Bei 10 Katzen wurde der DNA-Test
auf PK-Defizienz durchgefiihrt: kein Tier war homozygot und eine Katze heterozygot
betroffen. Die molekulare Basis der Erkrankung konnte nicht ermittelt werden, aber ein
Membrandefekt ist wahrscheinlich.

Poikilozytose:

GIGER et al. (1994) berichteten von einer jungen Domestic Shorthair Katze, die eine deutlich
regenerative Andmie und eine ausgepriagte Poikilozytose im Blutausstrich zeigte. Der
vermutete Membrandefekt konnte allerdings nicht néher charakterisiert werden.
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11.2.2.2.2 Hereditire Abnormalititen der Erythrozytenmembran beim Hund
Hereditdire Protein Bande 4.1 Defizienz:

Bei einem nicht-andmischen Mischlingshund wurde von SMITH et al. (1983) eine
Elliptozytose, Mikrozytose und Poikilozytose festgestellt. Die mechanische Stabilitit der Ec
war vermindert und die OF erhoht. Auf molekularer Ebene wurde ein Mangel an dem Protein
Bande 4.1 charakterisiert. Die Elterntiere des Probanden wiesen ebenfalls einen verminderten
Gehalt (50 %) an dem Protein Bande 4.1 in ihrer Ec-Membran auf und im Blutausstrich
konnten einige Elliptozyten gefunden werden. Die Spektrin-Aktin-Bindungsregion des
Proteins Bande 4.1 bildet die 10-kDa Doméne aus und die Aminosduresequenz wird durch
das 21-AS codierende alternative Exon und durch das 59-AS codierende konstitutive Exon
verschliisselt. Immunoblotting-Untersuchungen der Ec-Membran des Probanden ergaben das
Vorhandensein eines geringen Gehalts an 76-kDa Polypeptiden, denen das 21-AS-Segment
fehlte und eine sehr schwache Bande an normalem Protein 4.1. RT-PCR-Analysen und die
Sequenzierung der geklonten Protein 4.1-cDNA aus Retikulozyten zeigten iibereinstimmend,
dass die mRNA mit einer Deletion des alternativen Exons die dominante Form war und nur
eine kleine Menge normale mRNA vorhanden war.

Hereditire Stomatozytose:

Bei der HS handelt es sich um eine autosomal rezessiv vererbte Erkrankung, die beim
Alaskan Malamute (FLETCH et al., 1975), beim Dreentse Patrijshond (SLAPPENDEL et al.,
1991; SLAPPENDEL et al., 1994), beim Zwergschnauzer (GIGER et al., 1988; BROWN et
al., 1994) und beim Mittelschnauzer (BOFANTI et al., 2004; PALTRINIERI et al., 2007)
beschrieben wurde; ihre Atiologie ist unbekannt. Die HS verursacht beim Schnauzer keine
klinischen Symptome. Hamatologisch kann eine Stomatozytose, Makrozytose, Anisozytose,
ein relativ hoher Hkt, ein vermindertes MCHC, eine erhohte OF und erhohte Konzentrationen
an intrazellulirem Na" und K" und 2,3-DPG beobachtet werden. Die Uberlebenszeit der Ec ist
nur wenig verkiirzt. In der Studie von PALTRINIERI et al. (2007) wurde untersucht, ob bei
der Stomatozytose der Schnauzer ebenso wie bei einem &dhnlichen Krankheitsbild beim
Menschen das Protein Stomatin defekt ist. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Erkrankung beim Hund mit keiner Stomatin-Defizienz einhergeht.

Eine Besonderheit beim Alaskan Malamut ist die gleichzeitig vorliegende Chondrodysplasie;
zusétzlich zeigen die Tiere eine Splenomegalie. Die Andmie ist durch Stomatozytose,
Makrozytose, ein tiefes MCHC, erhohte OF, verkiirzte Ec-Uberlebenszeit, Retikulozytose
sowie erythroide Hyperplasie im Knochenmark charakterisiert. Natrium- und Wassergehalt in
den Ec sind erhoht (PINKERTON et al., 1974).

Die Stomatozytose beim Drentse Patrijshond geht mit einer hypertrophen Gastritis einher und
dhnelt damit der Menetrier’'s Erkrankung beim Menschen. Betroffene Tiere zeigen eine
hamolytische Andmie, erhohte OF, normales MCV, einen normalen Kationengehalt der Ec
und ein normales Proteinprofil der Membran. Der Phosphatidylgehalt ist erniedrigt und der
Sphingomyelingehalt in der Ec-Membran und im Plasma erhoht. Es wird ein Defekt im
Lipidmetabolismus vermutet, der durch die Verdnderungen in der Lipidzusammensetzung des
Plasmas die Deformierung der Ec hervorruft (SLAPPENDEL et al., 1991; SLAPPENDEL et
al., 1994).

Nichtsphdrozytdre Andmie:

Diese autosomal rezessiv vererbte Erkrankung wurde beim Beagle beschrieben und geht mit
einer chronischen Andmie, Splenomegalie und Retikulozytose einher. Die Ec waren
morphologisch normal, aber ihre Halbwertszeit war verkiirzt und die OF geringgradig erhoht.
Eine mogliche Ursache konnte eine Storung der Kalzium-Pumpe sein (MAGGIO-PRICE et
al., 1988; HINDS et al., 1989).

33



Hereditdire Sphdrozytose:

Diese Erkrankung wurde von SLAPPENDEL (1998) beim Golden Retriever beschrieben.
Mittels Radioimmunoassay konnte ein deutlich erniedrigter Spektringehalt in den Ec
nachgewiesen werden. Die Spektrindefizienz scheint beim Golden Retriever in den
Niederlanden haufiger vorzukommen und ist vermutlich autosomal dominant vererbt. Unklar
blieb, ob dieser Defekt zu einer himolytischen Andmie fiihrt.

Erhohte OF der Erythrozyten:

Eine erhohte OF der Ec wurde bei einem Englischen Springer Spaniel beschrieben. Der Hund
war nicht andmisch, aber im Blutausstrich fiel eine Retikulozytose, Polychromasie und
Poikilozytose auf. AuBlerdem zeigte der Hund eine anstrengungsinduzierte Hyperthermie
(RAND und O'BRIEN, 1987).

Erhohter Kaliumgehalt der Erythrozyten:

Canine Ec verlieren ihre Na'/K'-ATPase normalerweise bereits wihrend der spiten
Reifungsphase im Knochenmark (INABA und MAEDE, 1986). Daher haben die Ec einen
hohen Natrium- und tiefen Kaliumgehalt dhnlich den Serumelektrolyten und eine
Hyperkalidmie nach intravaskuldrer Hdmolyse ist in der Regel nicht zu erwarten. Ec von
Shiba Inus und Akita Inus stellen eine Ausnahme dar, da sie ihre Na'/K'-ATPase wihrend der
Erythropoese nicht verlieren (INABA und MAEDE, 1986). Kiirzlich wurde auch iiber eine
Pseudohyperkalidmie bei einem Shar Pei berichtet (BATTISON, 2007). Ec von diesen Rassen
sind in vitro ,,undicht“ und wenn Serum nicht sofort von geronnenem Blut getrennt wird,
kann eine Pseudohyperkalidmie resultieren (DEGEN, 1987).

Familidre Mikrozytose:

Die Mikrozytose wurde in der Familie der Akita Inus und Shiba Inus beschrieben. Es konnten
keinen sonstigen Blutverdnderungen oder Symptome beobachtet werden (GOOKIN et al.,
1998).

11.2.3 Produktions- und Reifungsdefekte

Produktions- und Reifungsdefekte resultieren gewdhnlich nicht nur in einer nicht-
regenerativen Andmie, sondern konnen auch andere Zellreihen betreffen. Das klassische
Beispiel flir solch eine Erkrankung ist die Zyklische Hématopoese bei grauen Collies
(JONES, 1983). Eine selektive Cobalamin (Vitamin B12) Malabsorption durch einen
intrinsischen Cobalamin-Rezeptor-Defekt im Ileum wurde beim Riesenschnauzer (FYFE et
al., 1989) und beim Border Collie (OUTERBRIDGE et al., 1996) beschrieben.

Bei der familiiren Makrozytose des Pudels handelt es sich vermutlich um einen
Reifungsdefekt, der mit einer Leukopenie, neutrophilen Hypersegmentierung und
Thrombozytopenie, aber keiner Andmie einhergeht (SCHALM, 1976).

I1.3  Diagnostik bei hereditiren Erythrozytendefekten

An eine vererbte Erkrankung sollte gedacht werden, wenn:
1. andere Ursachen der Erkrankung wie Infektionen, Intoxikationen oder
Tumorerkrankungen ausgeschlossen werden kdnnen,
2. Geschwistertiere des erkrankten Tieres dhnliche Symptome aufweisen,
3. die Symptome schon in jungem Alter zu beobachten sind oder
4. die Symptome progressiv, persistierend oder intermittierend auftreten (GIGER, 2001).

Auf dem Weg zur Diagnose eines hereditiren Ec-Defektes sollten zunichst verschiedene
Routinelabortests ~ wie  eine  hdmatologische = Untersuchung,  klinisch-chemische
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Blutuntersuchungen, Urinanalyse, Untersuchungen auf verschiedene Infektionserkrankungen,
wie bei der Katze FeLV, FIV und Hdmoplasmen und ein Coombs-Test durchgefiihrt werden.
Die hdmatologische Untersuchung sollte die Bestimmung der Ec-Indizes und eine Zahlung
der Retikulozyten beinhalten.
Von einer regenerativen Andmie spricht man, wenn die Retikulozytenzahl erhoht ist, wobei
die Angaben zu den normalen Werten aggregierter Retikulozyten bei der Katze sehr
unterschiedlich sind: 0,5 — 2 % bzw. bis 60.000/ul (KRAFT et al., 1999), 0,4 — 0,9 %
(TVEDTEN, 1994) und 0 — 0,4 % bzw. <15.000/ul (TVEDTEN und WEISS, 1999).
Heute spricht man bei Retikulozytenzahlen > 0,4 % (> 40.000/ul) von einer regenerativen
Andmie (GIGER, 2001). PERKINS et al. (1995) bestimmten die Retikulozytenzahl mittels
Durchflusszytometrie und gaben Werte fiir aggregierte Retikulozyten von 0,1 — 0,5 % (8.500
— 42.000/pl) und fiir punktierte Retikulozyten von 2 — 17 % (225.000 — 1.270.000/ul) an.
Mittels manueller Methode gab TVEDTEN (1994) 1,4 — 10,8 % punktierte Retikulozyten als
Referenzwert an.
Spezielle Untersuchungen zur Identifizierung hereditérer Ec-Defekte sind:

- Ec-Membran-Elektrophorese

- Bestimmung der OF der Ec

- Hb-Chromatographie

- Hb-Sauerstoff-Dissoziationskurve

- Bestimmung von erythrozytiren Enzymaktivititen

- Bestimmung der Konzentration von verschiedenen Metaboliten

- DNA-Test zur Identifikation von Mutationen

I1.3.1 Diagnostische Tests bei Verdacht einer hereditiren Stoffwechselfunktionsstorung
der Erythrozyten

Zur Identifizierung von Enzymdefizienzen bzw. —mutationen stehen verschiedene Verfahren
zur Verfiligung.
Mittels Enzymaktivititsbestimmung ldsst sich der Enzymgehalt einer Probe feststellen.
Dabei wird die Reaktionsgeschwindigkeit gemessen, mit der ein von diesem Enzym
katalysierter Substratumsatz erfolgt. Sind die Reaktionspartner im Uberschuss vorhanden, so
ist die Geschwindigkeit des Substratumsatzes proportional der Menge des Enzyms
(LEHNINGER et al., 1993).
Zur Reindarstellung eines Enzyms stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung:

- Fraktionierte Féllung durch verschiedene Salzkonzentrationen oder Losungsmittel

- Denaturierung unerwiinschter Proteine bei verschiedenen Hitze- oder pH-Stufen

- Fraktionierte Zentrifugation

- Gelfiltration

- Elektrophorese

- Chromatographische Methoden
Die quantitative Bestimmung von Isoenzymen ist z.B. durch Ionenaustausch-
chromatographie mdoglich. Durch quantitative Hemmung mit einem nur gegen eine
Untereinheit gerichteten Antikorper ldsst sich eine differenzierte Bestimmung der Aktivitit
der Isoenzyme durchfiihren (LEHNINGER et al., 1993).
Die durch Enzymdefizienzen entstehenden Einschrankungen von Reaktionen lassen sich auch
anhand von Konzentrationsmessungen von Substraten oder Produkten dieser Enzyme
verdeutlichen.
Mittels PCR und Restriktionsendonukleasen-Analysen lassen sich Enzymdefizienzen
sicher identifizieren, wenn der genetische Defekt bekannt ist.
Mit Hilfe der PCR-Untersuchung wird der gesuchte DNA-Abschnitt vervielfiltigt und
anschlieend an bestimmten Stellen mit Restriktionsendonukleasen fragmentiert. Gehen diese
Schnittstellen durch Mutationen verloren, weisen die resultierenden Fragmente eine andere
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GroBBe auf. Die GroBenunterschiede konnen wiederum mittels Gelelektrophoresen sichtbar
gemacht werden. So lassen sich auch heterozygote Trager von Mutationen sicher
identifizieren.

I1.3.2 Diagnostische Tests bei Verdacht auf Abnormalititen der Erythrozytenmembran

Einfach durchzufiihrende Untersuchungsmoglichkeiten bei Verdacht einer Membranstdrung
sind die Beurteilung der Ec-Morphologie und die Bestimmung der Osmotischen Fragilitét
(OF) der Ec.

Morphologie der Erythrozyten: Fast alle Membranstorungen fithren zu diagnostisch
verwertbaren ~ Verdnderungen der  Ec-Gestalt wie  Sphérozyten, Elliptozyten,
Membranfragmenten, Poikilozyten, Stomatozyten, Akanthozyten oder Target-Zellen
(HARVEY, 2001).

Osmotische Fragilitit der Erythrozyten: Durch die Bestimmung der OF wird die in vitro
stattfindende Lyse von Ec, die zunehmend hypotoneren NaCl-Losungen ausgesetzt werden,
gemessen. Dabei wird die Menge von Hb im Uberstand kolorimetrisch bestimmt und zu einer
Probe vollstdndiger Himolyse in Relation gesetzt. Die mittlere OF (MOF) gibt die NaCl-
Konzentration an, bei der 50 % der Ec lysiert sind (BEUTLER, 1990). Die OF ist ein grober
Index fiir das Verhiltnis von Ec-Oberfliche zum Volumen. Wenn Ec in zunehmend hypotone
Losungen verbracht werden, wird Wasser osmotisch in die roten Blutzellen aufgenommen,
was zu einer Schwellung der Zelle fithrt. Wenn das kritische Volumen erreicht ist, wird die
Ec-Membran zunichst undicht und platzt dann. Die OF korreliert mit der GroB3e der Zellen, da
grof3e Zellen mehr Wasser aufnehmen konnen. Hunde-Ec sind aufgrund ihrer Gréf3e von 70 fl
demzufolge bedeutend resistenter als die kleineren Katzen-Ec (JAIN, 1986). Junge Ec
(Retikulozyten) sollten aufgrund ihrer GroBle eine hohere osmotische Resistenz aufweisen.
Bei 124 Coombs-negativen andmischen Hunden bestand eine negative Korrelation zwischen
der OF und der Retikulozytenzahl (SLAPPENDEL, 1978). Eine positive Korrelation konnten
HARRIS und KELLERMEYER (1970) zwischen Abnormalititen der OF und einer
verkiirzten Uberlebenszeit der Ec feststellen. Verschiedene extrinsische (pH, Temperatur,
Oxygenation) und intrinsische (Alter, Rasse, Lipdmie, Alter der Ec) Faktoren kdnnen die OF
beeinflussen und die Werte sind daher laborabhingig (CRIBB et al., 1986; OYEWALE,
1992). Normalerweise sind etwa die Hélfte der Ec bei einer NaCl-Konzentration von 0,36 —
0,48 % (Hund) und 0,46 — 0,64 % (Katze) hdmolysiert (JAIN, 1973a). Dieser Wert kann bei
pathologischen Zustinden, die mit Ec-Membranverdnderungen einhergehen, erhoht sein, d.h.
die Zellen hidmolysieren bereits bei Konzentrationen, die ndher der physiologischen
Konzentration von 0,9 % liegen. Bei zahlreichen hereditdren Ec-Defekten des Menschen ist
die OF erhoht, wie bei der hereditdren Sphirozytose, Elliptozytose, Stomatozytose und RH-
Defizienzsyndrom (PALEK und JAROLIM, 1995) sowie bei erworbenen Erkrankungen, wie
der autoimmunhidmolytischen Andmie (BEUTLER, 1990). Sphérozyten und Stomatozyten
haben ein verringertes Oberflaichen/Volumen-Verhéltnis und kdnnen weniger als normale
Zellen anschwellen, bevor sie lysieren.

Bei verschiedenen erworbenen Erkrankungen beim Hund wie der Immunhidmolytischen
Animie (JAIN, 1973a; SLAPPENDEL, 1978; BARASCUD et al., 1998) und der Babesiose
(MAKINDE und BOBADE, 1994), jedoch auch bei angeborenen Ec-Membranstérungen wie
Stomatozytose (PNKERTON et al., 1974; GIGER et al., 1988a; SLAPPENDEL et al., 1998),
Elliptozytose (SMITH et al., 1983) oder Sphirozytose (SLAPPENDEL, 1998), wurde {iiber
eine erhohte OF berichtet. Bei Enzymdefizienzen wie der PK-Defizienz (PRASSE et al.,
1975; CHAPMAN und GIGER, 1990; GIGER und NOBLE, 1991) oder der PFK-Defizienz
(GIGER et al., 1985) war die OF normal.
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Bedeutend weniger ist iiber Verdnderungen der OF bei verschiedenen Erkrankungen bei der
Katze bekannt. JAIN (1973a) bestimmte die OF bei 49 gesunden Katzen, wobei das PCV von
27 — 45 % und die Retikulozytenzahl von 0 — 0,6 % schwankte. HK befanden sich in 1 —
56 % der Ec, wobei 10 Katzen tiber 10 % HKi und 2 Katzen iiber 50 % HK aufwiesen. Die
Hamolyse begann meist bei einer NaCl-Konzentration von 0,55 — 0,75 % und eine
vollstindige Hamolyse war bei 0,5 % oder niedrigeren Konzentrationen erreicht. Das Blut
einiger Katzen himolysierte auch bei Konzentrationen von 0,1 % nicht vollstindig. Die MOF
schwankte zwischen 0,46 und 0,64 % (D 0,54 %). Die OF korrelierte weder mit der
Prozentzahl an HK noch mit dem PCV, dem Alter oder dem Geschlecht. Wurde das Blut bei
4°C fiir 3 — 4 Tage aufbewabhrt, so hatte dies keinen signifikanten Einfluss auf die OF.

JAIN (1973a) bestimmte bei jeweils einer Katze mit Hadmobartonellose und vermutlich
autoimmunhdmolytischer Andmie die OF und stellte eine erhohte OF der Ec bei diesen
Erkrankungen fest. Dies wurde von MAEDE und HATA (1975) und MAEDE (1980) bei 15
bzw. 5 experimentell mit Himobartonellen infizierten Katzen bestdtigt. Nach Splenektomie
nahm die OF der infizierten Katzen deutlich ab (MAEDE, 1978). Uber eine erhohte OF wurde
bei einer jungen Katze mit Verdacht auf eine angeborene Ec-Membranabnormalitit und
hochgradiger Poikilozytose berichtet (GIGER et al., 1994). In einer Studie von KOHN et al.
(2000) wurde von einer erhdhten OF bei 13 Abessiniern und 5 Somalis berichtet (siche
11.2.3.2.1).

In der Studie von KOHN (2001) und ECKMANN (2006) war die OF bei 17 Katzen mit
hidmolytischer Andmie erhoht. Die Katzen mit Himolyse wiesen die hochsten Werte auf.
KOHN (2001) untersuchte zusétzlich die OF bei 6 Katzen mit PK-Defizienz. Bei 4 nicht-
splenektomierten Katzen lag die MOF mit 0,49 % nicht oder nur geringgradig (0,59, 0,60,
0,61 %) iiber dem Medianwert (0,54 %) der Kontrollkatzen. Bei den splenektomierten
Katzen mit PK-Defizienz lagen die Werte mit 0,44 und 0,47 % noch niedriger, wobei auch
bei Katzen mit erhohter OF der Ec niedrigere Werte nach Splenektomie festgestellt wurden.
JAIN (1973a) bestimmte bei jeweils einer Katze mit Hadmobartonellose und vermutlich
autoimmunhdmolytischer Andmie die OF und stellte eine erhohte OF der Ec bei diesen
Erkrankungen fest. Dies wurde von MAEDE und HATA (1975) und MAEDE (1980) bei 15
bzw. 5 experimentell mit Himobartonellen infizierten Katzen bestdtigt. Nach Splenektomie
nahm die OF der infizierten Katzen deutlich ab (MAEDE, 1978). Das glukosearme Milieu in
der Milz kann zu einem Verlust an Cholesterol und Phospholipiden in der Ec-Membran
fihren und dadurch eine erhohte MOF verursachen (MAEDE, 1980). Bei bereits
vorgeschéddigten Ec kann es also in der Milz zu einer weiteren Schidigung kommen, die in
einer erhohten MOF resultierten. In einer weiteren Studie von KOHN et al. (2006) wiesen 10
Katzen mit primirer immunhidmolytischer Andmie eine erhéhte OF (MOF 0,62 — 0,79 %)
auf. KOHN (2001) und ECKMANN (2006) haben die MOF auch bei anderen Andmieformen
untersucht. Die MOF-Werte bei Himolyse lagen deutlich iiber derjenigen der Gruppen akute
Blutungsandmie und Entziindung/Neoplasie, allerdings war kein signifikanter Unterschied zu
den Gruppen intra- und extramedulldr bedingte nichtregenerative Anémie feststellbar. Bei
Katzen mit chronischer Blutungsaniimie wurden die niedrigsten MOF-Werte gemessen. Uber
niedrige MOF-Werte bei Eisenmangelanidmien wurde bei Mensch und Hund berichtet
(SLAPPENDEL, 1978; BEUTLER, 1990; RAO et al., 1999). Mit einem Median von 0,54 %
lag die MOF bei 41 % der Katzen mit akuter Blutungsandmie deutlich {iber den Werten der
Kontrollkatzen. Der Median der MOF der Katzen mit intramedullir bedingter nicht
regenerativer Andmie war mit 0,67 % nach den hdmolytischer Andmien der hochste. 67 %
der Katzen hatten eine erhohte MOF. Der Median der MOF von den Katzen aus der Gruppe
der extramedulldr bedingten nicht regenerativen Anidmie betrug 0,58 %. 75 % der Katzen mit
Fettgewebsnekrosen, Abszessen oder parenchymatdsen Entziindungen, beide Tiere mit FIP
und 67 % der Patienten mit Neoplasien und Begleitentziindung hatten eine erhohte MOF.
Modifizierung der Membranproteine durch Oxidantien oder Proteasen von aktivierten
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Neutrophilen (WEISS und LABUGLIO, 1980) sowie eine Membranlipidoxidation
(CLASTER et al., 1987) konnten urséchlich sein. Zusétzlich wurde eine vermehrte IgG-
Bindung an Ec bei entziindlichen Erkrankungen beschrieben (WEISS und MCCLAY, 1988).
In der Studie von OTTENJANN et al. (2006) wiesen 2 von 14 Katzen mit Andmie aufgrund
chronischer Entziindungen eine erh6hte OF auf.

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese = (SDS-Page) und  andere
Membranproteinanalysen: Mittels SDS-Page lassen sich fehlende Membranproteine oder
Proteinmutanten von verdndertem Molekulargewicht identifizieren. Die eindimensionale
Gelelektrophorese kann Informationen iiber die Groe und Reinheit der Proteine sowie iiber
diec Anzahl und Groe der Untereinheiten geben. Mit der zweidimensionalen
Gelelektrophorese erhélt man zusétzlich Informationen iiber die Ladung der Proteine
(AUSBEL et al., 1991).

Die SDS-Page-Technik kann verfeinert werden, wenn sie mit einer Antikérpermarkierung
(Immunoblot oder Western Blot) kombiniert wird.

Spektrindefekte konnen auch durch eine tryptische Proteolyse untersucht werden (PALEK
und JAROLIM, 1993). Die GroBe der resultierenden Fragmente ist bei vielen elliptozytischen
Spektrinen verdndert. Solche Spektrine sind oft hitzelabil und fithren zu einer Fragmentierung
der Ec bei niedrigeren Temperaturen als normal (Ec-Hitzestabilitétstest).

I1.3.3 Diagnostische Tests bei Verdacht auf Himoglobinabnormalititen

Zur Auftrennung der verschiedenen Hb- oder Globinketten dienen Elektrophorese oder
Ionenaustauschchromatographie. In  den letzten Jahren fand insbesondere die
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) in die Hb-Analytik Eingang. Anionen- und
Kationen-Austauschchromatographie dienen der Auftrennung und Quantifizierung der Hb-
Tetramere (HUISMAN, 1987). Die Umkehrphasen-Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(RP-HPLC) ist gegenwirtig die Standardmethode, um Globinketten aufzutrennen, zu
identifizieren und zu quantifizieren.

Weitere diagnostische Moglichkeiten zur Identifizierung von Hdmoglobinopathien sind die
Fingerprint-Peptidanalyse und molekulare Analysen mittels PCR (PUCCI et al., 1985;
GALBIATA et al., 2000).

Eine verschobene Sauerstoffdissoziationskurve kann ebenfalls Hinweise auf eine angeborene
Hb-Fehlfunktion geben (IMAI et al., 2001).
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III Material und Methoden
III.1  Verbreitung Pyruvatkinase-Defizienz

Uber einen Untersuchungszeitraum von 4,5 Jahren (Mai 02 — Oktober 06) wurden iiber
Zichter- bzw. Besitzerkontakte PK-Testergebnisse von Somalis und Abessiniern
insbesondere aus Deutschland, aber auch aus anderen europdischen Léindern
zusammengetragen. Die Untersuchung auf PK-Mangel wurde mittels PCR-Testung am
Josephine Deubler Genetic Disease Testing Laboratory, University of Pennsylvania und ab
Anfang 2006 bei Laboklin, Bad Kissingen durchgefiihrt. Mit Hilfe der Ziichter und durch
Datenbanken im Internet wurden die 4-Generationen umfassenden Stammbiume der
getesteten Abessinier und Somalis gesammelt. Die Verteilung der Testergebnisse auf die
europdischen Linder wurde je nach Land in dem die Katzen geziichtet wurden bzw.
Zwingernamen bestimmt.

II1.2 Patienten und Besitzerbefragung

Besitzer von homozygot betroffenen Katzen wurden kontaktiert und mit Hilfe eines
Fragebogens Herkunft der Katzen, Zuchteinsatz, Symptome, Verlauf und etwaige
Behandlungen in Erfahrung gebracht.

Fragebogen zur Pyruvatkinase-Defizienz

1) Ziichten Sie Somali oder Abessinier oder beide Rassen?

Somali O Abessinier O Beides O
2) Wie viele Katzen dieser Rasse befinden sich in Threm Bestand?
__ Somali Alter: Geschlecht:t w =~ m
_ Abessinier Alter: Geschlecht: w m

3) Seit wann ziichten Sie diese Rasse / wie viele Wiirfe pro Jahr?
4) Wie viele und welche externen Kater sind an Threr Zucht beteiligt?
5) Woher stammen die Katzen, mit denen Sie Thre Zucht begonnen haben?
7) Zichten Sie mit Carrier-Tieren ( Anlagetriagern )?
8) Setzen Sie nur noch getestete Tiere zur Zucht ein?
9) Falls Sie bedauerlicherweise Besitzer kranker Katzen sind:
a) Wurden die kranken Tiere selbstgeziichtet oder zugekauft?
b) Haben Sie mit den Katzen bereits geziichtet?
c) Ist Thnen bekannt, ob es unter den evt. Nachkommen Carrier bzw. erkrankte
Tiere gibt?
10) Wann bzw. in welchem Alter sind Ihnen die ersten Symptome bei den betroffenen
Tieren aufgefallen?

ja nein Alter
e Blasse Schleimhéute O O
e Abnahme der Aktivitit O O
e Mangelnde Fresslust O O
e Umfangsvermehrung Bauch O o
e Andere O O

11) Welche Verdanderungen sind Ihnen im Krankheitsverlauf aufgefallen?

12) Waren die Symptome intermittierend, d.h. erholte sich das Tier immer wieder oder
wurde die Katze zunehmend schwicher?

13) Konnen Sie einen Zusammenhang zwischen Verschlechterung und bestimmten
Umstédnden feststellen, z.B. Stress?

14) Wie hat die Katze, falls Sie geziichtet haben, Trachtigkeit / Geburt iiberstanden?
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15) Haben Sie Daten von PK-defizienten Katzen von Ihrem Tierarzt—z.B. Blutbilder,
Rontgenbilder etc.?
Wiirden Sie uns diese Unterlagen zur Verfiigung stellen?
Ja O nein O bereits beigelegt O
Wer ist Ihr Tierarzt, diirfen wir ihn ggf. kontaktieren?

16) Es ist sinnvoll, bei Ihrer erkrankten Katze regelmifig ein Blutbild anfertigen zu
lassen. Wiren Sie bereit, uns Blut fiir ein Blutbild zu schicken, damit wir den Verlauf
der Erkrankung verfolgen kdnnen?

Bisher angefertigte Laboruntersuchungsergebnisse von PK-defizienten Katzen wurden iiber
die Besitzer oder den Haustierarzt erfragt und ausgewertet. Die Besitzer wurden aufgefordert,
EDTA-Blut und Plasma zur Durchfiihrung von Verlaufsuntersuchungen an die Klinik fiir
kleine Haustiere der FU Berlin zu senden. Folgende labordiagnostischen Untersuchungen
wurden durchgefiihrt: hdmatologische Untersuchung (Hb, Ec-Zahl, Hamatokrit, MCV, MCH,
MCHC, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl) und klinisch-chemische Blutuntersuchung
(Natrium, Kalium, Glukose, Harnstoff, Kreatinin, Gesamteiweill, Albumin, ALT, AP, AST,
GLDH und Bilirubin). Weiterhin wurden eine manuelle Zihlung der aggregierten und
punktierten Retikulozyten und eine manuelle Erstellung des Differentialblutbildes
durchgefiihrt. Die Ec-Morphologie wurde beurteilt und die OF der Ec bestimmt.

Der Krankheitsverlauf wurde tiber wiederholte Kontakte (e-mail, Telefon) genau erfragt und
moglichst lange erfasst.

III.3 Himatologie
I11.3.1 Rotes Blutbild, Leukozyten, Thrombozyten

Die Anzahl der Ec, Leukozyten und Thrombozyten sowie die Parameter Hb, Hkt, MCV,
MCH und MCHC wurden mit dem Analysegerit CELL-DYN 3500 (Abbott Diagnostika,
Wiesbaden) aus EDTA-Blut untersucht. Bei jeder Probe wurde zusitzlich der
Mikrohdmatokrit bestimmt (Mikro-Hkt, Packed Cell Volume, PCV). Da Katzen kleine Ec und
groBe Thrombozyten haben, kann es bei der Bestimmung im Analysegerit zu
Falschmessungen kommen. Da die Thrombozyten nicht manuell anhand eines Blutausstriches
ausgezahlt wurden, gehen die Werte nicht mit in die Auswertung ein.

Tab. 1: Referenzbereiche fiir die hamatologische Untersuchung nach ROLEFF (2004). Ein
Hkt von 0,25 — 0,31 1/l wurde als geringgradige, von 0,17 — 0,24 1/1 als mittelgradige und
< 0,17 I/1 als schwere Andmie bezeichnet.

Parameter Referenzbereiche
Héamatokrit (1/1) 0,32 -0,49
Hémoglobin (mmol/l) 6,7—-10,0
Erythrozyten (x 10"*/1) 7,1-12,0
MCV (1]) 36 —47
MCHC (mmol/l) 2022
Leukozyten (G/1) 6—15
Thrombozyten (G/1) 150 — 500

I11.3.2 Retikulozyten

Die Darstellung der Retikulozyten erfolgte durch Farbung von 100 ul Kalium-EDTA-Blut in
100 pl einer 1 %igen Brilliantkresylblaulosung (Firma Sarstedt, Niimbrecht). Bei der
Auszihlung im Olimmersionsfeld wurde zwischen Retikulozyten mit punktierter und mit
aggregierter Substantia granulofilamentosa unterschieden (WEISER, 1994). Aus dem
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relativen Gehalt aggregierter Retikulozyten in Prozent der Ec wurde durch
Multiplikation mit der Ec-Zahl/ul Blut die absolute Anzahl an Retikulozyten/pl Blut
errechnet:
Absolute Retikulozytenzahl (/ul) = Retikulozyten ( %) x Erythrozyten (/ul)
100 %

Die Beurteilung der erythroiden Regeneration erfolgt bevorzugt anhand der absoluten
Retikulozytenzahl. GIGER (2000a) bezeichnet eine Andmie als regenerativ bei einer
aggregierten Retikulozytenzahl > 40.000/p1.
Das Ausmal} der Regeneration ldsst sich des Weiteren in Relation zum Schweregrad der
Anidmie beurteilen. Hierzu wird die korrigierte Retikulozytenzahl nach folgender Formel
errechnet:
Korrigierte Retikulozytenzahl ( %) = Retikulozyten ( %) x Hamatokrit des Patienten ( %)

Hamatokrit 37 % (Normwert)
Eine Andmie wird bei einer korrigierten Retikulozytenzahl von > 0,4 % als regenerativ
bezeichnet, wobei als normaler Hkt der Katze 0,37 /1 eingesetzt wird (GIGER,
2000a).

I11.3.3 Differentialblutbild und Erythrozytenmorphologie

Bei 12 Patienten wurde mindestens ein Blutausstrich zur Beurteilung des
Differentialblutbildes angefertigt. Nach Lufttrocknung und Farbung mittels May-Griinwald
Férbelosung wurden die Ausstriche unter dem Lichtmikroskop Axiophot® (Firma Zeiss) bei
1000-facher VergroBerung im Olimmersionsfeld beurteilt (Tab.2). Es wurden 100 weile
Blutzellen ausgezihlt.

Tab. 2: Referenzwerte fiir das Differentialblutbild (nach KRAFT et al. [2005])

Zellen Relative Zahl ( %) Absolute Zahl (103/1)
Neutrophile stabkernige Granulozyten 0-4 0-0,6
Neutrophile segmentkernige Granulozyten 60 — 78 3-11
Eosinophile Granulozyten 0-6 0,04 —0,6
Basophile Granulozyten <1 < 0,04
Lymphozyten 15-38 1-4
Monozyten 0-4 0,04 -0,5

Die Beurteilung der Ec-Morphologie erfolgte ebenfalls anhand dieser Blutausstriche.
Folgende Parameter wurden bewertet: Grofle, Farbintensitit (Hdmoglobingehalt) und Form
der Ec. Der Grad der Anisozytose und Polychromasie wurde semiquantitativ beurteilt und mit
1+, 2+, 3+ und 4+ angegeben. Die Auswertung erfolgte nach den Bewertungskriterien nach
WEISS (1984). Der Grad der Anisozytose wurde bei 7-15 morphologisch verdnderten Zellen
pro Gesichtsfeld mit 1+, bei 16-20 mit 2+, bei 21-29 mit 3+ und bei > 30 Zellen mit 4+
angegeben. Je nach Anzahl der polychromatischen Zellen erfolgte die Einteilung der
Polychromasie folgendermassen: 2-7 polychromatische Zellen 1+, 8-14 Zellen 2+, 15-29
Zellen 3+ und iiber 30 polychromatische Zellen 4+.

I11.3.4 Osmotische Fragilitit der Erythrozyten (OF)

Fir die Bestimmung der erythrozytiren OF wurde in unterschiedlich konzentrierte
Salzlosungen EDTA-Blut pipettiert und nach einer Inkubationszeit mit anschlieBendem
Zentrifugieren die optische Dichte des Uberstandes photometrisch bestimmt (modifiziert nach
BEUTLER, 1990).
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Fiir die Testdurchfithrung wurden folgende Losungen hergestellt:
1.) gepufferte 9 % NaCl-Losung (Ausgangslosung): 22,5 g NaCl
3,42 g Na,HPOy, (dibasisch)
0,47 g NaH,PO4 (monobasisch)
Auffiillen auf 250 ml mit Aqua dest.
2.) gepufferte 1 % NaCl-Losung (Arbeitslosung): 200 ml 9 % Ausgangslosung
1600 ml Aqua dest.
3.) NaCl-Verdiinnungsreihe ( %): s. Tab. 3

Tab. 3: Herstellung einer Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der erythrozytiren OF

Flasche 1 % NaCl-Losung (ml) | Aqua dest. (ml) | Endkonzentration
(%)
1 0 200 0
2 80 120 0,4
3 90 110 0,45
4 100 100 0,5
5 110 90 0,55
6 120 80 0,6
7 130 70 0,65
8 140 60 0,7
9 150 50 0,75
10 160 40 0,8
11 170 30 0,85

Es wurde zu Beginn eine so groBe Menge an LoOsungen angefertigt, dass sie iiber den
gesamten Versuchszeitraum ausreichten. Die Losungen wurden bei 4°C aufbewahrt.

Vor Versuchsbeginn wurden 2 ml der NaCl-Losungen in beschriftete R6hrchen pipettiert, die
in einem Wasserbad bei 22°C vorinkubiert wurden. Die EDTA-Blutproben wurden entweder
sofort nach der Entnahme oder bis zu maximal 48 Std. danach getestet. Mit jeder
Patientenprobe wurde eine gleichzeitig abgenommene und gleich behandelte Kontrollprobe
untersucht (BEUTLER, 1990).

Es wurden 15 pl EDTA-Blut in die vorinkubierten Réhrchen mit NaCl-Losung pipettiert,
danach vorsichtig gemischt und die Rohrchen bei 22°C 30 Min. lang inkubiert.

Ein weiteres Rohrchen wurde zur Bestimmung der Basis-Hdmolyse (BH) mit 2 ml von
Losung 11 (0,85 % NaCl-Losung) und 15 ul EDTA-BIut beschickt. Dieses Réhrchen wurde
nicht inkubiert.

Alle Rohrchen wurden bei 2000xg 10 Min. lang zentrifugiert (Labofuge A, Firma Heraeus,
Berlin) und die optische Dichte (OD) des Uberstandes photometrisch in 4 ml Makro
Kuvetten® (Miiller Ratiolab, Dreieich) bei 540 nm gegen den Leerwert Aqua dest. gemessen
(Photometer PCP 6121, Eppendorf).

AnschlieBend wurde der BH-Wert von jedem der anderen Werte subtrahiert. Der Prozentsatz
an Hamolyse errechnet sich aus dem Verhéltnis OD der R6hrchen 2-11 zu OD des Rohrchens
1 mit 100 % Héamolyse. War Réhrchen 1 nicht dasjenige mit der hdchsten OD, so wurde
jeweils das Rohrchen mit der hochsten OD als Bezugspunkt mit 100 % Hédmolyse genommen.
AnschlieBend wurde der Prozentsatz an Hamolyse (y-Achse) gegen die NaCl-Konzentration
(x-Achse) aufgetragen. Die mittlere OF (MOF) gab die NaCl-Konzentration an, bei der 50 %
der Ec hiamolysiert waren.
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Die laboreigenen Referenzwerte wurden 2005 im Rahmen einer Dissertation (ECKMANN)
erstellt: MOF 0,43 — 0,54 %.
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Abb. 8: Erythrozytire osmotische Fragilititskurve einer gesunden Kontrollkatze
(Mittlere osmotische Fragilitit 0,57 %)

I11.3.5 Objekttrigeragglutination der Erythrozyten

Ein Tropfen EDTA-BIlut wurde auf einen Objekttrager gegeben und auf Agglutination der Ec
untersucht. War makroskopisch keine Agglutination sichtbar, wurde der Blutstropfen bei 100-
facher VergroBerung unter dem Mikroskop beurteilt. Um agglutinierende Ec von einer
Rouleaux-Bildung zu unterscheiden, wurde dem Blutstropfen physiologische Kochsalzlosung
zugesetzt und danach erneut mikroskopisch untersucht. Bei Vorliegen einer Agglutination
wurden die Ec dreimal gewaschen und danach erneut beurteilt. Zum Waschen der Ec wurden
diese mit NaCl oder Phosphate Buffered Saline (PBS) (Dulbecco, Biochrom, Berlin)
vorsichtig vermischt und 2-3 Minuten bei 1500 Umdrehungen zentrifugiert. Der Uberstand
wurde danach vorsichtig entfernt und der Vorgang insgesamt 3-mal wiederholt. Blieb nach
dem Waschen die Agglutination bestehen, handelte es sich um eine persistierende Ec-
Agglutination (Autoagglutination).

II1.4 Klinisch-chemische Blutuntersuchung

Mit dem Analysegerit COBAS MIRA PLUS (Fa. Hoffmann-La Roche Diagnostica,
Grenzach-Wyhlen) wurden folgende Parameter aus Heparinplasma bestimmt: Natrium,
Kalium, Glukose, Harnstoff, Kreatinin, ALT, AST, AP, GLDH, Bilirubin, Protein und
Albumin. In Tabelle 4 sind die Referenzwerte zusammengefasst:
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Tab. 4: Referenzwerte fiir die klinisch-chemische Blutuntersuchung
nach KRAFT et al. (2005)

Parameter Referenzbereich
Natrium (mmol/l) 145 — 158
Kalium (mmol/l) 3,648
Glukose (mmol/l) 5,0—-10,0
Protein (g/1) 60 — 75
Albumin (g/1) 25-40
Globulin (g/1) <40
Alanin-Amino-Transferase (ALT) (U/l) <70
Aspartat-Amino-Transferase (AST) (U/1) <30
Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) (U/1) <6
Alkalische Phosphatase (AP) (U/1) <76
Bilirubin (umol/l) <5,1
Harnstoff (mmol/l) 5,0-11,3
Kreatinin (umol/l) <168,0

III.S Histopathologische Untersuchungen

Gewebeproben von 3 Abessinierkatzen (1 verstorben, 2 euthanasiert) wurden in Formalin
fixiert und zur Untersuchung an die Tierpathologie der FU Berlin geschickt.

Die technische Aufarbeitung und Auswertung wurde durch zertifizierte Pathologen
durchgefiihrt. Mit dem TISSUE-TEK VIP wurden die Proben iiber Nacht mit 70 %igem,
96 %igem, 100 %igem Alkohol und Xylol entwissert und in Paraffin getrinkt.

Eine Metallwanne mit der Probe wurde mit fliissigem Paraffindl aufgegossen und erhirtet.
Mit dem Schlitten-Paraffin-Mikrotom wurden 1-3 pm dicke Scheiben abgehoben und diese
auf einen Objekttrager verbracht. Von den vorliegenden Organen wurden jeweils zwei
Préaparate hergestellt, die anschlieBend mit Himotoxylin-Eosin (HE-Féarbung) bzw. Berliner
Blau geférbt wurden.

Die HE-Firbung dient der Ubersichtsdarstellung/-beurteilung und mit der Berliner Blau-
Férbung lésst sich das Himosiderin bzw. das Eisen identifizieren.

III.6 Stammbaumanalysen

Die 4 Generationen umfassenden Stammbédume PK-defizienter Katzen wurden hinsichtlich
gemeinsamer Vorfahren und vorliegender Verwandtschaftsverhdltnisse untersucht. Die
verwandtschaftlichen Verhéltnisse wurden in einem Stammbaum graphisch dargestellt.

III.7 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung wurde von einer nicht-symmetrischen Verteilung der
Parameter ausgegangen. Daher erfolgte die Auswertung mittels nicht-parametrischer

Statistik mit Angaben von Minimal- und Maximalwerten sowie Median (M) und Mittelwert
(arithmetisches Mittel, MW).

Zum Vergleich von 2 Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Dabei galt

p < 0,05 als statistisch signifikant. Als statistische Software wurde SPSS 14 fiir Windows
(Microsoft, 2005) verwendet.
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IV~ Ergebnisse

IV.1  Vorkommen und Verbreitung der Pyruvatkinase-Defizienz

Im Untersuchungszeitraum konnten PK-Testergebnisse von insgesamt 503 Somali- und
Abessinierkatzen gesammelt und ausgewertet werden. Die Ergebnisse der DNA-Testung sind
in Abb. 9 graphisch dargestellt und in Tab.5 mit Rasse- und Geschlechtsverteilung
angegeben.

Insgesamt unterschied sich die Anzahl der Testergebnisse zwischen Somalis und Abessiniern
kaum. Die Verteilung von PK-defizienten, Carriern und normalen Katzen war bei beiden
Rassen dhnlich. Das Verhiltnis von PK-defizienten Katzen und Anlagetrdgern unterschied
sich zwischen ménnlichen und weiblichen Tieren ebenfalls nur unwesentlich.

Tab. 5: Ergebnisse der DNA-Testung auf erythrozytire Pyruvatkinase-Defizienz
bei 503 Abessinier- und Somalikatzen

PK-defizient % Anlagetrager %

Parameter Gesamt (n) (n) (n) Normal % (n)
Katzen 503 7,5 (38) 23,3 (117) 69,2 (348)
Abessinier 239 8,0 (19) 23,8 (57) 68,2 (163)
Somali 264 7,2 (19) 22,7 (60) 70,1 (185)
Abessinier m / mk 84 9,5 (8) 29,8 (25) 60,7 (51)
Abessinier w / wk 155 71 (11) 20,6 (32) 72,3 (112)
Somali m / mk 94 8,5 (8) 22,3 (21) 69,2 (65)
Somali w / wk 170 6,5 (11) 22,9 (39) 70,6 (120)

m — ménnlich, w — weiblich, k — kastriert, PK — Pyruvatkinase, n — Anzahl

o Affected
m Carrier

O Normal

Abb. 9: Verteilung der Ergebnisse der Testung auf PK-Defizienz bei 503 Abessinier- und
Somalikatzen

Die Verteilung der 503 PK-Testergebnisse auf die europdischen Lander wurde je nach Land,
in dem die Katzen geziichtet wurden bzw. Zwingernamen bestimmt (Tab. 6).
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Tab. 6: Verteilung von 503 auf PK-Defizienz getesteten Abessiniern und Somalis auf die
verschiedenen europdischen Lénder

Land Gesamt (n) PK-defizient (n) | Anlagetriger (n) Normal (n)
Belgien 4 - 1 3
Dinemark 31 - 6 25
Deutschland 329 32 87 210
England 6 - 1 5
Finnland 37 7 29
Frankreich 3 - 1 2
Italien 7 - 2 5
Niederlande 26 1 4 21
Norwegen 5 - - )
Osterreich 2 2 - -
Schweden 32 - 5 27
Schweiz 18 2 3 13
Tschechien 3 - 3

IV.2  Patienten und Besitzerbefragung
IV.2.1 Fragebogen

Von den insgesamt 38 PK-defizienten Katzen konnte an 24 Besitzer von 28 dieser Katzen

(4 Besitzer hatten jeweils 2 PK-defiziente Katzen) ein Fragebogen verschickt werden. Von
den restlichen 10 Katzen konnte der derzeitige Besitzer nicht kontaktiert oder ermittelt
werden.

Von den 28 Fragebogen wurden 16 vollstindig beantwortet (8 Ziichter, 4 Besitzer). Von 12
weiteren Besitzern PK-defizienter Katzen konnten Informationen zum Krankheitsverlauf
nicht anhand des Fragebogens, aber per e-mail oder Telefon erhalten werden.

Von 8 Ziichtern ziichteten 4 Somalis, 3 Abessinier und einer beide Rassen. In 12
verschiedenen Haushalten lebten 1 — 20 Katzen (M = 3) mit einem durchschnittlichen Alter
pro Privathaushalt zwischen 1,8 und 7,3 Jahren. Weibliche Katzen wurden sowohl von
Zichtern als auch von Besitzern héufiger gehalten (1 — 10/Haushalt, M = 5) als ménnliche
Tiere (0 — 5/Haushalt, M = 1). Die verschiedenen Zuchten bestanden seit 1 — 17 Jahren (M =
10). Im Durchschnitt hatten die 8 Ziichter 2 Wiirfe pro Jahr und die Katzen, mit denen die
Zucht begonnen wurde, stammten aus Deutschland (6), USA (3), England (1), Niederlande
(1) und der Schweiz (1). Es wurden durchschnittlich 4 (0 — 7) externe Kater zur Zucht
eingesetzt. Alle befragten Ziichter wiirden auch weiterhin mit Carriern ziichten und 2 Ziichter
setzen auch nicht getestete Tiere zur Zucht ein. Die Antworten der Fragen 9 — 16 des
Fragebogens sind unter dem folgenden Abschnitt zusammengefasst.

IV.2.2 Krankheitsverlauf

Der Krankheitsverlauf konnte mit Hilfe der Fragebdgen und personlichen Kontakten von 27
der 38 PK-defizienten Katzen iiber einen Zeitraum von 0,8 bis 11,3 Jahren (M = 4,2 Jahre)
erfasst werden. EIf Tiere waren laut Besitzerangaben bis zu einem Alter von 0,8 bis 7,8
Jahren (Median [M] = 4,4 Jahre) symptomlos. 15 Katzen zeigten ab einem Alter von 0,1 bis 5
Jahren (M = 1,7 Jahre) (Abb. 10; Tab. 7) intermittierend verschiedene Symptome: Apathie
(n=11), Durchfall (8), blasse Schleimhédute (6), Inappetenz (6), schlechte Fellqualitit (6),
Ikterus (5), Gewichtsverlust (4), Umfangsvermehrung Abdomen (4) und Fressen von
Katzenstreu (3). Eine bis zu diesem Zeitpunkt symptomlose Katze verstarb nach einer Geburt
im Alter von 1,7 Jahren. Vier Besitzer stellten einen Zusammenhang zwischen
Stresssituationen (Ausstellungen n = 2, Hitze n = 1, Stress allgemein n = 1) und der
Ausbildung von Symptomen fest.
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Anzahl der Katzen
O = NWhAhAhOOTONO®

0 bis 2 3 bis 4 5 bis 6
Alter (Jahre)

Abb. 10: Altersverteilung bei Beginn der Symptome von 15 PK-defizienten
Somalis und Abessiniern

Tab. 7: Krankheitsverlauf bei 15 PK-defizienten Somalis und Abessiniern mit Symptomen
(siehe auch Tab. 12)

Katze Rasse |Geschlecht| Geburt Alter Beginn euthanasiert/
Symptome (Jahre) | gestorben (Jahre)
1 S wk 08/2002 1,5 nein
2 A w 01/2001 1,5 gest. 2,7
3 A w 04/1999 5 eutha. 8,2
4 A m 04/2002 4,3 eutha. 4,4
5 A w 01/2004 2,5 eutha. 3,3
6 A W 08/2002 0,5 eutha. 1,3
7 A wk 08/2002 0,5 nein
8 A m 09/2001 1,3 gest. 3,8
9 S m 12/1990 4 gest. 11,3
10 S mk 06/1997 3,3 gest. 6,5
11 S mk 01/2003 1,8 nein
12 S wk 03/2001 4,5 nein
13 S w 01/2006 0,1 nein
14 S W 01/2006 0,1 nein
15 S mk 01/2003 4.4 nein

A — Abessinier, S — Somali, m — ménnlich, w — weiblich, k — kastriert,
gest. — gestorben, eutha. — euthanasiert

IV.3  Himatologie
IV.3.1 Rotes Blutbild

Eine himatologische Untersuchung konnte bei 22 PK-defizienten Katzen durchgefiihrt
werden (Tab. 8 und 13). 14 der 22 Katzen wiesen Symptome auf; 8 waren symptomlos. Von 5
der 22 Katzen standen Blutuntersuchungen sowohl von der Klinik fiir kleine Haustiere der FU
Berlin als auch vom Haustierarzt zur Verfiigung, 5 Katzen wiesen ausschlieflich
Laboruntersuchungen vom Haustierarzt auf und die Blutproben von 12 Katzen wurden nur an
der Klinik fiir kleine Haustiere untersucht. Von 14 Katzen konnten 2 - 10
Folgeuntersuchungen (M = 4) iiber einen Zeitraum von 1 — 70 Monaten (M = 18) ausgewertet
werden.
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Tab. 8: Ergebnisse der initialen himatologischen Untersuchung von 22 PK-defizienten
Katzen

Parameter Bereich Median Rl:il(;"::lf - [Abnorme VVoerte

n Yo
Hamatokrit (I/1) 0,13 — 0,44 0,29 0,32 — 0,49 1 16/22 73
Héamoglobin (mmol/l) 2,5-10,6 6,6 6,7-10,0 lT 111//2222 550
Erythrozyten (x 10'*/1) 22114 5.9 71-120 |L1722| 77
MCV (1) 41 -71 53 36— 47 1 15/22 68
MCHC (mmol/l) 17-27 21 20-22 I Zgg ;;
Abs. aggr. Retik. (x 10°/1) 5936 08 < 40 11719 | 90
Leukozyten (G/1) 3,6 -32,1 12,6 6,0-18,0 I zg; 352

Abs. — absolut, aggr. — aggregiert, Retik. — Retikulozyten

Himatokrit, Himoglobin, Erythrozyten:

Die initiale Untersuchung der 22 Katzen ergab einen Hkt von 0,13 — 0,44 1/1 (M = 0,29). Der
Hkt betrug bei den 8 symptomlosen Katzen 0,25 — 0,44 I/ (M = 0,32) und bei den 14 Katzen
mit Symptomen 0,13 — 0,37 I/ (M = 0,29) (Abb. 11).

0,45
0,40
0,35 1

0,30

0,25
0,20

Hamatokrit 1/1

0,15 1

0,10 1

T T
nein (n=8) ja (n=14)

Symptome

Abb. 11: Initialer Hkt bei 8 symptomlosen PK-defizienten Katzen und 14 PK-defizienten
Katzen mit Symptomen (p =0,11)

Bei der initialen Untersuchung wiesen 16 von 22 Katzen eine Andmie mit Werten von 0,13 —
0,31 /1 (M =0,28) auf (Abb. 12).
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Abb. 12: Schweregrad der Andmie bei 16 Katzen mit PK-Defizienz bei der initialen
Untersuchung

5 der 14 Katzen mit Folgeuntersuchungen des Blutbildes wiesen initial und bei jeder
Kontrolle eine Andmie auf (M fiir jede Katze: 0,11, 0,18, 0,22, 0,26, 0,28 I/); 6 Katzen
wiesen Perioden mit Hkt-Werten im Referenzbereich und mit Hkt-Werten zwischen 0,14 —
0,31 I/l auf und 3 Katzen wiesen zu keinem Zeitpunkt eine Andmie auf und der Hkt blieb liber
einen Zeitraum von 1, 2,9 und 3,8 Jahren stabil (Abb. 13 und 14).

0,45
0.4 —=n Katze 2
0,35 - Katze 3
0.3 ] Ea:ze 471
—_ —x— Katze
S 0,25 - z
- —eo——Katze 8
X 02
B 01 —+Katze 9
157 Katze 11
0.1 —e—Katze 15
0,05 ——— Anamiegrenze
0 rrrrrrrrrrrr T T T rrrrrrr T T T T T T T T T

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34
Zeit (Monate)

Abb. 13: Hamatokritverlauf bei 8 PK-defizienten Katzen mit Symptomen
Bemerkung: Katze 7 wies 4 Hkt-Werte auf (Monat 0, 68, 69, 70) — der 0-Wert wurde zur besseren graphischen
Darstellung weggelassen
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Abb. 14: Himatokritverlauf bei 6 PK-defizienten Katzen ohne Symptome

Von den 16 Katzen mit Andmie (0,13 — 0,31 1/I, M = 0,28) wiesen 12 Tiere laut
Besitzerangaben verschiedene Symptome auf und 4 Katzen waren mit Hkt-Werten von 0,25,
0,27, 0,27 und 0,29 1/1 klinisch unauffallig.

Der tiefste Hkt aller Untersuchungen bei den symptomlosen Katzen lag bei 0,25 I/l. Von den
Katzen mit Symptomen wiesen 3 Katzen als tiefsten Hkt einen Wert zwischen 0,25 — 0,31 /1,
5 Katzen zwischen 0,20 - 0,25 1/1, jeweils 1 Katze einen Hkt unter 0,10 1/1 und zwischen 0,15
und 0,20 1/1 und 2 Katzen einen Hkt zwischen 0,10 und 0,15 1/1 auf. Zwei Katzen mit
Symptomen hatten keine Andmie (Abb. 15).

B Symptome
B Symptomlos

Anzahl der Katzen

<o0,70 0,10-0,150,15-0,20 0,20 - 0,25 0,25- 0,31 >0,31

Hamatokrit (/1)

Abb. 15: Tiefste Himatokrit-Werte aller Untersuchungen von 22 Katzen mit PK-Defizienz
unterteilt nach dem Vorhandensein von Symptomen

Der initiale Hb-Gehalt betrug bei den 22 PK-defizienten Katzen bei der initialen

Untersuchung 2,5 — 10,6 mmol/l (M = 6,6). 11 von 22 Katzen wiesen mit Werten von 2,5 —
6,5 mmol/l (M = 5,5) einen Hb-Gehalt unter dem Referenzbereich auf. Bei den 8§
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symptomlosen Katzen betrug der initiale Hb-Wert 5,0 — 10,6 mmol/l (M = 6,9); bei den 14
Katzen mit Symptomen lagen die Werte bei 2,5 — 10,4 mmol/l (M = 6,6) (Abb. 16).
Bei den 8 symptomlosen Katzen lag der tiefste Hb-Wert aller Untersuchungen bei 5,0 mmol/l

(5,0 — 8,3; M = 6,5) und bei den 14 Katzen mit Symptomen lag der niedrigste Hb-Wert bei
1,6 mmol/l (1,6 —10,4; M =5,4).
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10,00 —
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Hamoglobin mmol/l
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T T
nein (n=8) ja (n=14)

Symptome

Abb. 16: Initiale Hb-Konzentration bei 8 symptomlosen PK-defizienten Katzen und 14 PK-
defizienten Katzen mit Symptomen (p = 0,616)

Die 22 PK-defizienten Katzen wiesen bei der initialen Untersuchung Ec-Werte von 2,2 —
11,4 T/1 (M = 5,7) auf. Bei 17 Katzen war die Ec-Zahl vermindert (2,2 — 7,0 T/l; M = 5,2).
Die 8 symptomlosen PK-defizienten Katzen wiesen eine Ec-Zahl von 4,7 - 11,4 T/I (M =7,1)
aufund die 14 Katzen mit Symptomen hatten Werte von 2,2 — 7,3 T/l (M = 5,2) (Abb. 17).

12,00
= 10,00
S
‘; 8,00
N
2 6,00
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>
w 4,00
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Symptome

Abb. 17: Initiale Erythrozytenzahl bei 8 symptomlosen PK-defizienten Katzen und 14 PK-
defizienten Katzen mit Symptomen (p = 0,029)

Erythrozytenindizes:

Das MCYV lag bei den 22 Katzen bei der initialen Untersuchung bei 41 — 71 fl (M = 53). Bei
15 von 22 Katzen lagen die MCV-Werte tiber dem Referenzbereich (48 — 71 f1, M = 57). Von
den 15 Katzen mit erhdhtem MCV lag von 12 Katzen die Anzahl der aggregierten
Retikulozyten vor: 11 der 12 Katzen wiesen eine Retikulozytose (55 — 936 x 10%/1, M = 111)
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auf. Von den 7 Katzen mit einem MCV im Referenzbereich (41 — 46 fl, M = 44) hatten 6
Katzen eine Retikulozytose (43 — 195 x 10°/1, M = 102).

Betrachtet man die MCV-Werte aller angefertigten Untersuchungen lagen 75 % der Werte
iiber dem Referenzbereich.

Die 8 symptomlosen Katzen wiesen MCV-Werte von 41 — 54 fl (M = 47) auf und 7 dieser
Katzen hatten eine Retikulozytose (43 — 301 x 10°/1, M = 71). Bei den Katzen mit Symptomen
lagen die MCV-Werte bei 42 — 71 (M = 57) (Abb. 18). 10 von 11 dieser Katzen wiesen eine
Retikulozytose auf (74 — 936 x 10°/1, M = 140).

75,0
70,0
65,0
60,0 —

—

50,0

MCV fl

45,0 1

40,0 -

] ]
nein (n=8) ja (n=14)

Symptome
Abb. 18: Initiale MCV-Werte bei 8 symptomlosen PK-defizienten Katzen und 14 PK-
defizienten Katzen mit Symptomen (p = 0,013)
Die MCV-Untersuchung bei 16 andmischen Katzen ergab Werte von 42 bis 62 fl (M = 56)
und bei 6 nicht-andmischen Katzen Werte von 41 — 71 fl (M = 47) (Abb. 19).

75,0

70,0 — o
65,0
60,0 1

MCV fli
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50,0 —
45,0 1

40,0 1
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nein (n=6) ja (n=16)

Anamie

Abb. 19: Initiale MCV-Werte bei 16 andmischen und 6 nicht-andmischen Katzen mit PK-
Defizienz (p = 0,231)

Die initiale MCHC-Untersuchung ergab bei den 22 Katzen Werte von 17 — 27 mmol/l (M =
21). Sechs Katzen wiesen MCHC-Werte unter dem Referenzbereich auf (17 — 19 mmol/l, M =
19) und 5 Katzen Werte dariiber (23 — 27 mmol/l, M = 23). Bei den symptomlosen Katzen
lagen die Werte bei 19 — 23 mmol/l (M = 20) und bei den Katzen mit Symptomen bei 17 —
27 mmol/l (M = 21) (Abb. 20). Bei den 6 Katzen mit einem Hkt im Referenzbereich lagen die
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MCHC-Werte bei 19 — 27 mmol/l (M = 21) und die 16 andmischen Katzen wiesen Werte von
17 — 26 mmol/l (M = 21) auf.

27,50

25,00

22,50

20,00

MCHC mmol/l

17,50
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Abb. 20: Initiale MCHC-Werte bei 8 symptomlosen PK-defizienten Katzen und 14 PK-
defizienten Katzen mit Symptomen (p = 0,815)

Von den 16 andmischen Katzen wiesen 5 eine makrozytar-hypochrome (0,19 — 0,31 1/1),

4 eine makrozytir-normochrome (Hkt 0,13 — 0,29 /) und 3 eine normozytir-normochrome
(Hkt 0,28 — 0,31 1/) Andamie (Hkt 0,30 1/1) auf. 4 Katzen hatten ein MCHC von tiber 22
mmol/l (,,Hyperchromasie*).

Retikulozyten:

Von 19 Katzen lagen die Retikulozytenzahlen vor. Die initiale Untersuchung ergab bei
diesen Katzen aggregierte Retikulozytenwerte von 5 — 936 x 10°/1 (M = 98). Acht
symptomlose Katzen wiesen Werte von 20 — 301 x 10°/1 (M = 64) auf und bei 11
symptomatischen Katzen lagen die Werte bei 5 — 936 x 10°/1 (M = 156) (Abb. 21). 17 von 19
Katzen wiesen initial erhdhte absolute aggregierte Retikulozytenwerte auf (43 — 936 x 107/,
M = 106 x 10°/1), wihrend die Werte bei 2 Katzen unter 40 x 10°/1 lagen. Eine der beiden
Katzen mit einer initialen Retikulozytenzahl von 20 x 10°/1 hatte bei der
Kontrolluntersuchung erhohte Retikulozytenzahlen (51 x 10°/1). Bei der anderen Katze wurde
nur eine Messung durchgefiihrt. Zu diesem Zeitpunkt hatte die Katze (Katze Nr. 4) 5 x 10°/1
Retikulozyten bei einem Hkt von 0,09 1/l und verstarb kurze Zeit spéter.

12 der 18 Katzen mit Retikulozytose (55 — 352 x 10°/1, M = 91) wiesen eine Animie auf mit
einem Hkt von 0,19 — 0,311/ (M = 0,28). Bei den anderen 6 Katzen mit aggregierten
Retikulozyten von 43 — 936 x 10°/1 (M = 195) lag der Hkt im Referenzbereich.
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Abb. 21: Initiale Anzahl der absoluten aggregierten Retikulozyten bei 8 symptomlosen und
11 symptomatischen Katzen mit PK-Defizienz (p = 0,041)

Die Anzahl der absoluten aggregierten Retikulozyten lag initial bei den 6 andmischen Katzen
bei 5 — 352 x 10°/1 (M = 85) und bei den 13 nicht-andmischen Katzen bei 20 — 936 x 10°/1 (M
=195) (Abb. 22).
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Abb. 22: Initiale Anzahl der absoluten aggregierten Retikulozyten bei 13 andmischen und 6
nicht-andmischen PK-defizienten Katzen (p = 0,89)

Beim Vergleich der Abbildungen 21 und 22 fillt auf, dass Katzen mit Symptomen eine
deutlichere Retikulozytose aufweisen als symptomlose Katzen, aber die Retikulozytenwerte
von andmischen und nicht andmischen Katzen sich kaum unterscheiden (Abb. 23).
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Abb: 23: Vergleich der Retikulozytenwerte bei andmischen (A+) und nicht andmischen (A-)
und symptomatischen (S+) und symptomlosen (S-) Katzen.

Leukozyten:

Sieben von 22 Katzen wiesen initial eine Leukozytose auf (15,1 — 32,1 G/, M = 20,2) und 14
Katzen hatten normale Leukozytenwerte. Eine Katze, die bei der Initialuntersuchung eine
Leukopenie (3,6 G/1) aufwies, hatte bei 3 Folgeuntersuchungen Werte im Referenzbereich.
Erhohte Leukozytenwerte (17,3 und 19,5 G/1) wurden bei 2 Katzen, die initial keine
Leukozytose hatten, 0,9 und 1,5 Jahre nach Erstvorstellung gefunden. Eine dieser beiden
Katzen (Katze Nr. 3) wies kurz vor ithrem Tod Leukozyten von 80,2 G/l auf. Die Pathologie
ergab eine hochgradige Kokzidiose. Bei 11 von 14 Katzen mit wiederholten Untersuchungen
des Blutbildes lagen die Leukozyten wéhrend 1-6 Kontrolluntersuchungen (M = 2) im
Referenzbereich.

Ein Differentialblutbild wurde bei 12 PK-defizienten Katzen angefertigt (Tab. 9).

Tab. 9: Differentialblutbild von 12 PK-defizienten Katzen

Zellen Relative Absol;lte Zahl Abnorme Werte
Zahl % (M) x10°/1 (M) n %
Neutroph. stabkernige Gr. 0-3(0) 0-9(0) 1T 1/12 8
Neutroph. segmentkernige Gr. 37— 65 (48) 4-11(6) - -
Eosinophile Gr. 1-11(7) 0,2-1,2(0,8) 1 8/12 67
Basophile Gr. 0 0 - -
Lymphozyten 22 —55(34) 1,5-9,6 (4,6) 17/12 58
Monozyten 1-6(3) 0,1-0,9 (0,4) 12/12 17

Gr. — Granulozyten, Neutroph. — Neutrophile

Bei der initialen Untersuchung des Differentialblutbildes konnte bei einer Katze eine
Linksverschiebung mit 9 x 10%/1 festgestellt werden. Bei 7 Katzen wurden
Folgeuntersuchungen des Differentialblutbildes erstellt und eine Katze hatte nach 1,5 Jahren
eine Linksverschiebung mit 7 x 10%/1.

Acht von 12 Katzen wiesen bei der initialen Untersuchung eine Eosinophilie auf (0,7 — 1,2 x
10°/1; M = 0,9). Bei 2 von 4 Katzen ohne initiale Eosinophilie wurde eine Folgeuntersuchung
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angefertigt, in der die Katzen ebenfalls erhdhte Eosinophilenzahlen aufwiesen (0,9 und 1,2 x
10°/1).

Eine meist deutliche Lymphozytose (4,2 — 9,6 x 10°/1; M = 6,3) wiesen 7 Katzen initial auf.
Eine von 7 Katzen mit Folgeuntersuchung entwickelte eine Lymphozytose nach 1 Jahr.

Eine initiale Monozytose zeigten 2 Katzen (0,8 und 0,9 x 10%1). 2 von 7 Katzen mit
Folgeuntersuchung ohne initiale Monozytose entwickelten diese nach 1,5 und 1 Jahr (0,9 und
1,5 x 10°/1).

Iv.3.2 Erythrozytenmorphologie

Angaben zur Ec-Morphologie lagen von 12 Katzen mit PK-Defizienz vor (Tab. 10).
Abweichungen in der Form der Ec, wie z.B. Poikilozyten, wurden bei keiner Katze gefunden.

Tab. 10: Erythrozytenmorphologie von 12 Katzen mit PK-Defizienz

Katze/Untersuchung Symptome Anisozytose | Polychromasie Anamie
2/1 + 2+ 2+ -
3/1 + 4+ 4 + +
4/1 + 4+ 2+ +
4/2 + 1+ - -
4/3 + 4+ 4+ +
6/1 + 1+ 1+ -
7/1 + 4+ 4 + +
7/2 + 1+ 1+ -
7/3 + 4+ 4 + -
8/1 + 4+ 3+ +
8/2 + 4+ 4 + +
16/1 - 1+ 1+ +
16/2 - 1+ - +
17/1 - 2+ 3+ -
17/2 - 2+ 2+ -
18/1 - 3+ 1+ -
19/1 - 1+ 1+ -
19/2 - 1+ - -
19/3 - 1+ - -
20/1 - 1+ 1+ +
21/1 - 1+ 1+ -
21/2 - 1+ - -
21/3 - 1+ - -

Anisozytose: 7-15 morphologisch verdnderte Zellen pro Gesichtsfeld (1000-fache VergroBBerung) = 1+, 16-20
Zellen = 2+, 21-29 Zellen = 3+, > 30 Zellen = 4+ ; Polychromasie: 2-7 polychromatische Zellen 1+, 8-14 Zellen
2+, 15-29 Zellen 3+, > 30 Zellen 4+.

Die Beurteilung der Ec-Morphologie ergab bei 6 PK-defizienten Katzen mit Symptomen
initial eine mediane Anisozytose von 4+ und 3+ Polychromasie, wohingegen die 6
symptomlosen Katzen im Medianen einen Wert von 1+ sowohl bei der Anisozytose als auch
bei der Polychromasie aufwiesen. Ahnlich verhielt es sich beim Vergleich von animischen
Katzen (Anisozytose M = 4+, Polychromasie M = 3+) und nicht-andmischen Katzen
(Anisozytose M = 2+, Polychromasie M = 1+).
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IvVv.3.3 Osmotische Fragilitit der Erythrozyten

Die mittlere Osmotische Fragilitit (MOF) der Ec von 14 PK-defizienten Katzen lag bei 0,50
- 0,68 % (M =0,55); die Werte lagen bei 11 Katzen im Referenzbereich (0,50 — 0,59 %) des
Kliniklabors. Die MOF war bei 2 Katzen geringgradig (0,60, 0,61 %) und bei 1 Katze
mittelgradig erhoht (0,68 %).

IV.3.4 Objekttrigeragglutination

Eine Objekttrigeragglutination konnte sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch bei
keiner Katze festgestellt werden.

IV.4 Klinisch-chemische Blutuntersuchung

Eine klinisch-chemische Blutuntersuchung lag von 16 PK-defizienten Katzen vor (Tab. 13).
Bei 4 von 16 Katzen lagen lediglich Fremdlabore vor. Bei 13 Katzen konnten 2 — 5
Folgeuntersuchungen (M = 3) durchgefiihrt werden.

Die Ergebnisse der initialen klinisch-chemischen Blutuntersuchung sind in Tabelle 11
zusammengefasst.

Tab. 11: Ergebnisse der initialen klinisch-chemischen Blutuntersuchung bei 16 Katzen mit
PK-Defizienz

Parameter Bereich Median Refer?nz- Abnorme Werte
Bereich N A
Natrium (mmol/l) 112 - 164 149 145 - 158 * ?ﬁg 373
Kalium (mmol/I) 3,6-5,7 4.4 3,0-4,8 1 1/13 8
Harnstoff (mmol/l) 2,7-17,5 8,8 5,0-11,3 1 1/16 6
Kreatinin (umol/I) 78 — 153 122 <168 - -
Bilirubin (umol/I) 2,6 -513 4,0 <5,1 15/16 31
ALT (U/) 10 —-603 46 <70 14/16 25
AST (U/) 5-77 23 <30 15/16 31
AP (U/1) 6 —241 56 <76 15/16 31
Protein (g/1) 59-95 74 60— 75 16/16 38
Albumin (g/1) 27-50 32 25-40 1 1/16 6
Globulin (g/1) 28 -62 43 <40 1 10/16 63

ALT — Alanin-Amino-Transferase, AST — Aspartat-Amino-Transferase, AP — Alkalische Phosphatase

Bilirubin:

Die initiale Untersuchung der Bilirubinkonzentrationen ergab Werte von 2,6 — 513 umol/l (M
= 4). 5 Katzen zeigten bei der Initialuntersuchung eine Hyperbilirubinédmie (8,7 — 513 umol/l,
M = 37,3) und weitere 2 Katzen entwickelten eine Hyperbilirubinimie nach 0,1 und 0,9
Jahren (5,4, und 6,7 pmol/l). Von den 7 Katzen mit einer Hyperbilirubindmie zeigten 6
Katzen Symptome. Die Katze mit initial 8,7 umol/l war symptomlos.

57



Die initiale Bilirubinkonzentration lag bei 5 nicht-andmischen Katzen bei 2,6 — 5,1 umol/l (M
=2,7) und bei 11 andmischen Katzen bei 2,6 — 513 pumol/l (M =4,1) (Abb. 24).
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Abb. 24: Initiale Bilirubinkonzentration bei 11 andmischen und 5 nicht-andmischen PK-
defizienten Katzen (p = 0,145).

Leberenzyme:

Die ALT-Konzentrationen lagen initial bei 5 symptomlosen Kazen bei 25 — 66 U/l (M = 46)
und bei 11 PK-defizienten Katzen mit Symptomen bei 10 — 603 U/l (M = 46). Vier von 16
Katzen wiesen bei der initialen Untersuchung eine Erhéhung der ALT-Konzentration mit 79,
84, 395 und 603 U/l auf. Drei weitere Katzen zeigten geringgradig erhohte ALT-Werte (75,
79 und 86 U/I) 5, 15 und 22 Monate nach der Erstvorstellung.

Fiinf nicht-andmische PK-defiziente Katzen wiesen ALT-Werte von 25 — 66 U/l (M = 46) auf
und die Konzentrationen bei 11 andmischen Katzen lagen bei 10 — 603 U/l (M = 46)

(Abb. 25).
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Abb. 25: Initiale ALT-Konzentration bei 11 andmischen und 5 nicht-andmischen Katzen
(p=0,743).

Ergebnisse der AST-Untersuchung lagen bei 15 PK-defizienten Katzen vor und ergaben
initial Werte von 5 — 77 U/l (M = 21). Bei 5 von 15 Katzen lagen die Werte geringgradig iiber
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dem Referenzbereich (31 - 77 U/l, M = 32); eine weitere Katze hatte nach 22 Monaten eine
geringgradige Erh6hung der AST mit 34 U/l entwickelt.

Die AST-Konzentration lag initial bei 10 andmischen PK-defizienten Katzen bei 5 — 77 U/l
(M = 25)und bei 5 nicht-andmischen Katzen bei 12 — 31 U/l (M = 15) (Abb. 26).
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Abb. 26: Initiale AST-Konzentration von 10 andmischen und 5 nicht-andmischen PK-
defizienten Katzen (p = 0,371).

Die initiale Untersuchung der AP ergab bei 16 PK-defizienten Katzen Werte von 6 — 241 U/I
(M = 56). Bei 5 Katzen lagen die Konzentrationen mit 78 — 241 U/l (M = 108) iiber dem
Referenzbereich. Die 5 symptomlosen Katzen wiesen Werte zwischen 33 — 105 U/l (M = 66)
und die 11 Katzen mit Symptomen Werte von 6 — 241 U/l (M = 46) auf.

Fiinf nicht-andmische Katzen wiesen bei der initialen Untersuchung AP-Konzentrationen von
8 —78 U/l (M =46) auf und 11 andmische Katzen Werte von 6 — 241 U/l (M = 65) (Abb. 27).
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Abb. 27: Initiale AP-Konzentration bei 11 andmischen und 5 nicht-andmischen PK-
defizienten Katzen (p = 0,583).

Insgesamt lagen bei der initialen Untersuchung bei 9 Katzen alle Leberwerte im Normbereich,
1 Katze wies ein erhohtes Enzym auf, 2 Katzen 2, 3 Katzen 3 und bei 1 Katze waren alle 4
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Leberenzyme erhoht. Die 3 Katzen mit den hochsten Leberwerten waren auch die mit den
hochsten Bilirubinerhohungen.

Protein:

Die initiale Proteinuntersuchung bei 16 PK-defizienten Katze ergab Werte zwischen 59 und
95 g/1. Sechs Katzen wiesen somit eine Hyperproteindmie auf (80 — 95 g/l, M = 86). Sechs
weitere Katzen, die initial einen Proteingehalt im Normbereich aufwiesen, hatten nach 1 bis
22 Monaten (M = 18) eine Hyperproteindmie mit 76 — 89 g/l (M = 78) entwickelt.

Von den insgesamt 12 Katzen mit einer Hyperproteinimie waren 8§ zum
Untersuchungszeitpunkt andmisch.

Eine Hyperglobulindmie (40 — 62 g/l, M = 46) wiesen bei der initialen Untersuchung 10 von
16 Katzen auf. Weitere 4 Katzen entwickelten eine Erhdhung der Globulinkonzentration
innerhalb von 0,8 — 1,8 Jahren. Somit hatten insgesamt 88 % der Katzen -eine
Hyperglobulindmie. Der Globulingehalt lag initial bei 5 symptomlosen Katzen bei 30 — 62 g/I
(M =40) und bei 11 PK-defizienten Katzen mit Symptomen bei 37 — 54 g/l (M = 43)

(Abb. 28). Albumin lag bei der initialen Untersuchung bei 26,6 — 50,0 g/l. Keine Katze hatte
eine Hypoalbuminidmie und lediglich eine Katze wies einen erhohten Albuminwert auf.
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Abb. 28: Initiale Globulin-Konzentration bei 11 symptomatischen und 5 symptomlosen PK-
defizienten Katzen (p = 0,913)

IV.S Therapie und Verlauf

Von den 15 Katzen mit Symptomen verstarben 8 im Untersuchungszeitraum; von weiteren 5
Katzen ist lediglich bekannt, dass sie verstarben, ohne ndhere Angaben zum
Krankheitsverlauf. Somit verstarben insgesamt 13 von 30 PK-defizienten Katzen, von denen
diesbeziiglich Informationen vorhanden waren, im Alter von 1,3 — 11,3 Jahren (M = 4,8
Jahre) bzw. wurden euthanasiert (Abb. 29).
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Abb. 29: Todeszeitpunkt von 13 PK-defizienten Katzen

Von den 15 Katzen mit Symptomen wurden 9 behandelt, 5 wurden nicht behandelt und bei 1
Katze konnte die Therapie nicht in Erfahrung gebracht werden (Nummerierung der Katzen
wie in Tab.7).

Katze Nr. 1, die bis zu einem Alter von 1,5 Jahren keine Auffilligkeiten zeigte, entwickelte
nach einem Ausstellungsbesuch blasse Schleimhéute, Apathie, Inappetenz Gewichtsverlust
und eine Verschlechterung der Fellqualitdt und wurde daraufhin mit Prednisolon behandelt.
Die Katze erholte sich nach ca. 1,5 Monaten, wurde kastriert, besucht keine Ausstellungen
mehr und blieb weitere 2,5 Jahre symptomlos.

Die zweite Katze litt ab einem Alter von 1,5 Jahren an blassen Schleimhduten, Inaktiviit,
Inappetenz und Gewichtsverlust und erhielt neben einem Antibiotikum Fenbendazol und
Interferon. Die Therapie brachte keinen Erfolg und die Katze verstarb mit 2,7 Jahren. Von
dieser Katze wurden Milz und Leber histopathologisch untersucht (siehe IV.6).

Kater Nr. 4, der bis zum Alter von 4,3 Jahren symptomlos war, entwickelte ohne
ersichtlichen Ausloser plotzlich Schwiéche, blasse Schleimhiute, Inappetenz, Durchfall und
eine Abnahme der Fellqualitit. Er wurde mit Prednisolon, Vitamin K, Amoxicillin und
Fenbendazol behandelt, erholte sich aber nicht und musste einen Monat spiter euthanasiert
werden. Der Kater wurde pathologisch untersucht (siehe IV.6)

Eine weibliche Abessinierkatze (Katze Nr. 6) wies ab einem Alter von 0,5 Jahren
Symptome (Apathie, blasse Schleimhdute, Durchfall) auf, die sich nach Stress
verschlechterten. Die Katze wurde mit Antibiotika behandelt und musste mit 1,3 Jahren
euthanasiert werden.

Eine weibliche Abessinierkatze (Katze Nr. 7) zeigte ab einem Alter von 0,5 Jahren
intermittierend Duchfall. Zur Bekdmpfung erhielt sie immer wieder Doxycyclin, was auch
jeweils eine deutliche Verbesserung ergab.

Ein weiterer Kater (Katze Nr. 9), der ab einem Alter von 4 Jahren mehrere, unterschiedlich
schwere himolytische Krisen (Apathie, Inappetenz, Ikterus) liberstand, zeigte fiir die Besitzer
auf Prednisolon und Antibiotika keine eindeutige Besserung. Der Kater iiberstand trotzdem
mehrere Krisen und verstarb erst mit 11,3 Jahren.

Kater Nr. 10 entwickelte mit 3,3 Jahren Symptome mit blassen Schleimhéuten, Inaktivitit,
Durchfall, Abnahme der Fellqualiét, Fressen von Katzenstreu und eine Umfangsvermehrung
des Abdomens. Er wurde daraufhin mit Prednisolon (5 mg/d) iiber 2 Jahre behandelt und der
Hkt blieb wihrend dieser Zeit stabil bei 0,27 1/1. Bei einem erncuten Hkt-Abfall auf 0,23 I/1
wurde die Prednisolon-Dosis verdoppelt (10 mg/d). Das Tier verstarb mit 6,5 Jahren.
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Eine ménnliche Somalikatze (Katze Nr. 11) erlitt ab einem Alter von 1,8 Jahren mehrere
Krisen unterschiedlicher Intensitit. Er wurde jedes Mal mit Prednisolon (5 mg 2 x tgl) und
Butafosfan behandelt und erholte sich in der Regel innerhalb einer Woche.

Katze Nr. 15, ein ménnlich-kastrierter Somalikater zeigte ab einem Alter von 4,4 Jahren
Symptome wie Durchfall, Fressen von Katzenstreu, Apathie, Umfangsvermehrung des
Abdomens und schlieBlich Ikterus. In einer Klinik wurden eine zunehmende Anémie (0,27 -
0,21 - 0,11 /) und eine Hyperbilirubindmie (513 umol/l) festgestellt. Der Kater wurde am 1.
Tag mit Prednisolon (5 mg BID), Enrofloxacin, Ursochol und Infusionen behandelt. Bei
einem Hkt von 0,11 I/l wurde die Katze 2 Tage spéter mit 50 ml Vollblut transfundiert
(Blutgruppe A). Der Hkt stieg auf 0,18 1/l an und das Allgemeinbefinden verbesserte sich. Die
Prednisolondosis wurde erhoht (10 mg 2 x tgl.) und die Katze entlassen. Bei einer Kontrolle 3
Tage spéter hatte die Katze einen Hkt von 0,12 1/, war aber bei gutem Allgemeinbefinden.
Das Prednisolon wurde in der Dosierung noch 1,5 weitere Wochen gegeben. Die Katze wurde
wegen guten Allgemeinbefindens erst 1 Monat spéter zur Kontrolle vorgestellt und der Hkt
betrug 0,30 1/1. Das Prednisolon war zu diesem Zeitpunkt seit 3 Wochen abgesetzt.

Eine der 10 symptomlosen Katzen erhielt wegen einer Hausstaubmilbenallergie und felinem
Asthma Cortison und ein Antihistaminikum. Die anderen 9 symptomlosen Katzen erhielten
keine Medikamente und ihr Alter betrug am Ende des Beobachtungszeitraumes 0,8 — 7,8
Jahre (M =4,5).
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Tab. 12: Krankheitsverlauf und Laborverdnderungen von 15 PK-defizienten Katzen mit Symptomen
1 - Zunahme, | - Abnahme, Hkt - Hdmatokrit, MCV - mittleres Erythrozytenvolumen, MCHC - mittlere Himoglobinkonzentration der Erythrozyten, WBC - Leukozyten,

Beginn der
Katze| Symptome Klinische Symptome Laborabnormalititen Weitere Befunde Therapie Verlauf
(Jahre)
Lethargie, blasse SH, Inappetenz, Hkt |, MCV 1, WBC 1 . .
1 1,5 Fellqualitat |, Gewicht | (keine Chemic) Prednisolon Lebend mit 4,2 Jahren
Lethargie, blasse SH, Inappetenz, Hkt |, MCV 1, WBC 1, Retik 1, FeLV und FIV negativ, | Antibiotika, Fenbendazol, .
2 L3 Gewicht | Bili 1, Leberwerte 1 Giardien positiv; Patho Interferon Gestorben mit 2,7 Jahren
3 5 Lethargie, b(l}aes:VeiCSl.II;IlInappetenz, Hkt |, MCV |, Retik 1 keine Euthanasie mit 8,2 Jahren
Lethargie, blasse SH, Inappetenz, Hkt |, MCV |, MCHC |, Retik 1, Prednisolon, Antibiotika, .
4 4.3 Diarrhoe, Fellqualitit | Bili 7, Leberwerte 1, Prot 1, Glob 1 Patho Fenbendazol, Vitamin K, Euthanasie mit 4,4 Jahren
R Retik 1, MCV 1 . L
5 2,5 Lethargie, Diarrhoe, (Dyspnoe) (keine Chemic) Patho keine Euthanasie mit 3,3 Jahren
6 0,5 Lethargie, blasse SH, Diarrhoe MCV 1, MCHC |, Retik 1, WBC 1 Antibiotika Euthanasie mit 1,3 Jahren
. Hkt |, MCV 1, MCHC |, Retik 1, L .
7 0,1 Diarrhoe, (Schnupfen) WBC 1, Bili 1, Prot 1. Glob 1 Antibiotika Lebend mit 4,2 Jahren
‘ Hkt |, MCV 1, MCHC |, Retik 1, . .
8 1,3 Lethargie, blasse SH, Inappetenz, Ikterus Bili 1., Prot 1, Glob 1 keine Gestorben mit 3,8 Jahren
. Hkt |, MCV?T, MCHC |, WBC 1, | Coombs, Mykoplasmen, . e .
9 4 Lethargie, blasse SH, Inappetenz, Ikterus Bili 1, Leberwerte 1, Prot 1, Glob 1 FeLV. FIV negativ Prednisolon, Antibiotika | Gestorben mit 11,3 Jahren
Lethargie, blasse SH, Diarrhoe, -
10 3,3 Fellqualitat |, Fressen von Katzenstreu, Hkt |, MCV 1, MCHC |, Bili 1, Prednisolon Gestorben mit 6,5 Jahren
Leberwerte 1, Prot 1, Glob 1
UV Abdomen
Lethargie, Inappetenz, Diarrhoe, Ikterus, . .
11 1,8 Fellqualitat |, Fressen von Katzenstreu, Hkt |, MCV 1, Retik 1, Bili 1, Prednisolon, Butafosfan Lebend mit 4,8 Jahren
Prot 7, Glob 1
UV Abdomen
12 4,5 Lethargie, Ikterus, UV Abdomen, Kein Labor Unbekannt Lebend mit 5,3 Jahren
Erbrechen
13 0,1 Fellqualitdt |, Gewicht | Kein Labor keine Lebend mit 10 Monaten
14 0,1 Fellqualitat |, Gewicht | Kein Labor keine Lebend mit 10 Monaten
15 45 Lethargie, Diarrhoe, Ikterus, Fressen von Hkt |, MCV 1, WBC 1, Bili 1, Coombs, Mycoplasmen, Preg?;z(él}iﬁ’ ﬁ;ﬁ;fﬁlka’ Lebend mit 4.8 Jahren
’ Katzenstreu, UV Abdomen, Erbrechen Leberenzyme 1, Prot 1, Glob 1 FeLV, FIV negativ Voliblu ¢ ’ ’

Retik - Retikulozyten, Bili - Bilirubin, Prot - Protein, Glob - Globulin, UV - Umfangsvermehrung, FeLV - felines Leukosevirus, FIV - felines Immundefizienzvirus
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IV.6 Zuchteinsatz

Von 25 der 38 PK-defizienten Katzen (15 w, 10 m) konnte die Haufigkeit des bisherigen
Zuchteinsatzes in Erfahrung gebracht werden. Elf weibliche Katzen hatten im Alter von 1,8 —
7,5 Jahren (M = 4,4) mindestens 1-mal geworfen; 4 weibliche Katzen wurden nicht zur Zucht
eingesetzt. Flinf PK-defiziente Kater wurden bis zu einem Alter von 4,4 — 11,3 Jahren (M =
4,8) mindestens 1-mal zum Decken eingesetzt und ebenfalls 5 wurden nicht zur Zucht
verwendet. Von den Katzen mit Krankheitsverlauf ist lediglich von einer weiblichen
Abessinierkatze bekannt, dass sie im Alter von 1,8 Jahren wenige Wochen nach einer Geburt
verstarb. Weitere 7 PK-defiziente Kdtzinnen haben zum Teil mehrere Geburten problemlos
iiberstanden.

IV.7 Histopathologische Untersuchung

Eine histopathologische Untersuchung konnte bei 3 PK-defizienten Katzen von den
Pathologen des Institutes fiir Tierpathologie, FU-Berlin durchgefiihrt werden.

Eine weibliche Abessinierkatze (Katze Nr. 2) verstarb im Alter von 2,7 Jahren.

Zur Untersuchung gelangten Gewebeproben von Leber und Milz.

Leber: prominente, groB3flichige degenerative, regenerative und reparative Umbauprozesse;
hochgradige Eisenpigmentspeicherung in den Kupffer- und Leberzellen;

schwerwiegende Degenerationen des Parenchyms mit prominenten noduldren Hyperplasien;
briickenbildenen Fibrosierungen zwischen benachbarten Periportalfeldern (Abb. 30 und 31).
- hochgradige, chronische Leberzirrhose und hochgradige Eisenpigmentablagerung

Milz: hochgradige Eisenpigmentspeicherung;

periarterioldre Lymphozytenscheiden iiberwiegend depletiert

- weitgehende Depletion der weillen Pulpa, hochgradige Hédmosiderose, aktivierte
extramedullire Hamatopoese (Abb. 32 und 33).

Ein Abessinierkater (Katze Nr. 3), wurde im Alter von 4,4 Jahren euthanasiert.

Zur histopathologische Untersuchung gelangten Gewebeproben von Niere, Leber, Milz
und Jejunum.

Niere: interstiticlle, lymphozytire, chronische Nephritis; mittelgradige, diffuse,
glomeruldre Amyloidose; membrandse Glomerulonephritis; dezente Eisenablagerungen
Leber: hochgradige Eisenpigmentablagerungen in Kupffer- und Leberzellen

Milz: lymphozytére Depletion mit atrophischen Parenchymverdanderungen; Depletion der
periarteriolire Lymphozytenscheiden; schwerwiegende Eisenablagerungen in den
Retikulumzellen

Jejunum: hochgradiger Befall mit Kokkzidien, Krypthyperplasie; weitgehende
Depletion der lymphatischen Einrichtungen

Eine weibliche Abessinierkatze (Katze Nr. 5) wurde im Alter von 3,3 Jahren mit
Verdacht auf ein Lungenddem mit Aortenthrombose euthanasiert. Zur Untersuchung
gelangten folgende Gewebe:

Niere: chronische, interstitielle, lymphozytire und fibrosierende Nephritis;
Mineralisierung der glomeruldren Kapillarschlingen

Herz: mittelgradige, interstitielle, lymphozytire Myokarditis

Milz: hochgradige Parenchymatrophie; mittelgradige, diffuse, extramedulldre
Héamatopoese

Leber: hochgradige, briickenbildende, diffuse Fibrose des Parenchyms, hochgradige
Hémosiderose der Kupffer- und Leberzellen, dezente lymphoplasmazelluldre
Cholangiohepatitis; mittelgradige Gallengangsproliferation; geringgradige,
extramedullire Hamatopoese; mittelgradige, diffuse, zentrolobuldre, hepatozellulire
Dystrophie mit beginnender Zentralvenenfibrose
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Lunge: hochgradige Stauungshyperimie; hochgradiges, diffuses, alveoldres Odem;
hochgradige Alveolarhistiozytose; multifokal akute Fibrinthromben in kleineren
GefaBen; multifokale alveoldre Emphyseme; multifokale, interalveoldre Fibrosen

Knochenmark: hochgradige, medullire Himatopoese mit betonter Aktivierung der

Erythropoese.

Ablagerungen eines braunlichen, fein granuldren
Pigmentes in den Kupfferzellen sowie
feinstaubige, braunliche Pigmentablagerungen in
den Hepatozyten, neben degenerativen und
regenerativen Verdnderungen der Hepatozyten
prominente Fibrosen zu erkennen (Pfeile) >
Briickenbildung zwischen benachbarten
Periportalfeldern, Himatoxylin und Eosin-
Farbung, Balken: 50 um.
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Abb. 32: Milz-EMH: hbchgradige .Speichemﬁé
eines braunlichen Pigmentes sowie aktivierte

extramedulldre Hamatopoese (Pfeil).
Héamatoxylin und Eosin-Féarbung, Balken: 50pum
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Abb. 31: Der Turnbull-Blau-Nachweis identifizierte

hochgradige Eisenablagerungen sowohl in den
Kupfferzellen (grofe, blaue Niederschldge) als auch
in fein-disperser Verteilung in den Hepatozyten
(Pfeile), Balken: 50 um

Férbeverfahrens zum Eisennachweis wurde das
braunliche Pigment als Hdmosiderin identifiziert
(blaue Farbung), Balken: 50 um.
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IV.8 Stammbaumanalysen

Von 36 der 38 PK-defizienten Katzen lag der 4 Generationen umfassende Stammbaum vor.
15 Katzen waren eng miteinander verwandt (Abb. 34). Von den restlichen 21 PK-defizienten
Somalis und Abessiniern hatten 11 ebenfalls gemeinsame Vorfahren (Abb. 35).

Abb. 34: Stammbaum von 15 Katzen mit PK-Defizienz (14 Somalis, 1 Abessinier)

Ry = PK-defizient, lebend [ = PK-defizient, tot 5 = PK Carrier () =PK Normal [] = keine Information
[T =ménnlich O = weiblich
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Abb. 35: Stammbaum von 11 Abessiniern mit PK-Defizienz
= PK-defizient, lebend [l =PK-defizient, tot =PK Carrier[ ] =PK Normal
O = keine Information = méinnlicho = weiblich
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\Y Diskussion

V.1  Vorkommen und Verbreitung der Pyruvatkinase-Defizienz

Nachdem im Jahre 2002 in Deutschland der erste Fall einer felinen PK-Defizienz
diagnostiziert wurde, wurden iiber einen Zeitraum von 4,5 Jahren PK-Testergebnisse von 503
Abessinier- und Somalikatzen aus Deutschland und anderen europdischen Liandern gesammelt
und ausgewertet. Von den 239 getesteten Abessiniern und 264 Somalis waren 7,5 % PK-
defizient und wiesen den Defekt auf beiden Allelen auf, 23,3 % waren Anlagetriger mit
einem betroffenem Allel und 69,2 % waren frei von diesem Gendefekt. In Deutschland
wurden von 329 Katzen 9,7 % als ,,affected” und 26,4 % als Anlagetriger getestet. Von den
13 verschiedenen Landern, aus denen Testergebnisse vorlagen, wurden PK-defiziente Katzen
neben Deutschland auch in der Schweiz, Osterreich, Finnland und Niederlande identifiziert.

In den wenigen bisherigen Verdffentlichungen iiber die feline PK-Defizienz wurde nur {liber
wenige Katzen berichtet bzw. es handelte sich um Fallberichte (FORD et al., 1992; GIGER,
2001; KOHN, 2001; MANSFIELD und CLARK, 2005; VAN GEFFEN et al., 2005;
HARVEY et al., 2007a). Lediglich in England wurde bisher eine gro8ere Anzahl von Somalis
und Abessiniern auf das Vorliegen einer PK-Defizienz untersucht. Von den 126 getesteten
Katzen waren 38 % Trégertiere und 6 % erkrankt (HARVEY et al., 2007b), was mit unseren
Daten vergleichbar ist. In einem Fallbericht einer PK-defizienten Somalikatze aus Belgien
wurde der PK-Status von 14 verwandten Katzen erhoben. Davon waren 3 Katzen PK-
defizient, 7 Anlagetriger und 4 normal. Die Vorfahren dieser Katzen stammten aus Belgien,
Deutschland, England, Schweiz, Frankreich und den USA (VAN GEFFEN et al., 2005). Auch
in der vorliegenden Arbeit wurden in von PK-Defizienz betroffenen Zuchten Katzen aus
Deutschland, England, den USA und der Schweiz zur Zucht verwendet.

Die Daten unserer Arbeit deuten auf eine hohe Verbreitung der PK-Defizienz in deutschen
bzw. europdischen Abessinier- und Somalizuchten hin. Allerdings muss bei der Interpretation
der Zahlen beriicksichtigt werden, dass insbesondere Ziichter, bei denen kranke oder
Trigertiere vorkamen, weitere Zuchttiere testen lieBen und es sich daher nicht um
repriasentative Stichproben aus allen Abessinier- und Somalizuchten handelt. Auch bei der
Testung der 14 Somalikatzen aus Belgien wurden nur verwandte Katzen einer PK-defizienten
Katze getestet (VAN GEFFEN et al., 2005).

V.2 Besitzerbefragung

Von den 28 verschickten Fragebogen an Besitzer PK-defizienter Katzen wurden nur 16
vollstindig beantwortet. 12 weitere Besitzer gaben jedoch Informationen zum
Krankheitsverlauf ihrer Katzen nicht anhand des Fragebogens sondern per e-mail oder
Telefon. Die Rassen Abessinier und Somalis wurden gleich hdufig geziichtet und nur 2
Ziichter zogen beide Rassen in einem Haushalt auf. Die Zuchttiere, mit denen PK-Defizienz-
betroffene Zuchten urspriinglich begonnen wurden, stammten vor allem aus Deutschland und
den USA. Die Befragung ergab weiterhin, dass zwar fast alle Ziichter ihre Zuchttiere testen
lieBen, aber dennoch auch Anlagetrager weiterhin verpaart wurden, wenn auch nur mit
gesunden Katzen. Eine Besitzerin zweier PK-defizienter Katzen setzte auch diese zur Zucht
ein.

V.3 Patienten

Von den 38 PK-defizienten Katzen waren jeweils 19 Abessinier bzw. Somalis. Die Anzahl an
ménnlichen und weiblichen Tieren unterschied sich kaum.

Von 27 der 38 an PK-Mangel erkrankten Katzen konnte der Krankheitsverlauf erfasst werden.
11 Katzen zeigten bis zu einem Alter von 0,8 — 7,8 Jahren (M = 4,4) keinerlei Auffilligkeiten.
Eine bis dahin symptomlose Katze verstarb nach einer Geburt mit 1,7 Jahren. Bei einer 10-
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jahrigen weiblichen Zuchtkatze aus einer Studie, in der 5 PK-defiziente Somalis und
Abessinier beschrieben wurden, war die Andmie ein Zufallsbefund, da die Katze ebenfalls
symptomlos war (KOHN, 2001). Bei der Untersuchung von 14 symptomlosen, verwandten
Katzen einer PK-defizienten, erkrankten Somalikatze wurden 3 homozygot betroffene Katzen
identifiziert. Die PK-defizienten Katzen waren zum Zeitpunkt der Testung 12 — 36 Monate
(M = 22) alt (VAN GEFFEN et al, 2005). Die PK-Defizienz kann also lange Zeit
symptomlos verlaufen, wodurch auch homozygot betroffene Katzen zur Zucht eingesetzt
werden, was dazu fiihrt, dass die Mutation sich weiter verbreitet.

15 von 26 PK-defizienten Katzen dieser Arbeit zeigten ab einem Alter von 0,1 — 5 Jahren

(M = 1,7) Symptome wie Apathie, Durchfall, blasse Schleimhdute, Inappetenz, schlechte
Fellqualitit, Ikterus, Gewichtsverlust, umfangsvermehrtes Abdomen und Fressen von
Katzenstreu. Bei 13 von 15 dieser Katzen (87 %) traten die ersten Anzeichen einer
Erkrankung vor dem 4. Lebensjahr auf. Beim ersten Fallbericht einer PK-defizienten
Abessinierkatze aus dem Jahre 1992 handelte es sich um eine 1-jdhrige Katze, die wegen
Apathie und Splenomegalie vorgestellt wurde (FORD et al., 1992). Bei 4 von 5 an PK-
Defizienz erkrankten Katzen (2 Abessinier, 3 Somalis; Alter 2-10 Jahre, D = 5,4), die an der
School of Veterinary Medicine, University of Pennsylvania untersucht wurden, waren
dhnliche Symptome wie in unserer Studie aufgefallen, wie Apathie, blasse Schleimhéute,
Fressen von Katzenstreu und gelegentlichem Erbrechen. Die ersten Anzeichen einer Andmie
wurden mit 1, 2, 4 und 6 Jahren beobachtet (KOHN, 2001). In einem Fallbericht aus
Australien (MANSFIELD und CLARK, 2005) wurde von einem 7 Jahre alten kastrierten
Somalikater berichtet, der wegen Ikterus und Polydipsie vorgestellt wurde und bis zu diesem
Zeitpunkt fiir die Besitzer unauffillig war. In einem Fallbericht aus England wurde eine 2-
jahrige Somalikatze wegen Erbrechen, Lethargie, Inappetenz und Ikterus in der Klinik
vorgestellt (HARVEY et al.,, 2007a). Eine belgische 2,5 Jahre alte Somalikatze zeigte
rezidivierenden Ikterus seit einem halben Jahr. Die Episoden gingen mit Symptomen wie
Lethargie, Inappetenz und intermittierendem Vomitus einher (VAN GEFFEN et al., 2005).
PK-defiziente Hunde werden ebenfalls im jungen Alter mit Symptomen wie
Leistungsschwéche und blassen Schleimhéuten vorgestellt (GIGER, 2000b). Auch bei den
Katzen vorliegender Studie waren die Symptome mit Apathie, Diarrhoe, blassen
Schleimhduten und Inappetenz meist unspezifisch. Nur bei vier von 15 Katzen mit
Symptomen war ein Ikterus als moglicher Hinweis auf eine hdmolytische Andmie aufgefallen.
Der Ausloser von hdmolytischen Krisen ist unklar. Mit Stress verbundene Ereignisse, wie z.B.
Infektionen oder Ausstellungen konnten zu plotzlicher Verschlechterung des Krankheitsbildes
durch eine unspezifische Aktivierung des Makrophagensystems, eine Schiadigung der Ec-
Membran oder Suppression der Héadmatopoese fiihren. Die Autoren des australischen
Fallberichtes vermuteten als Ausloser der hdmolytischen Krise einer 7-jdhrigen Somalikatze
die Infektion mit Mycoplasma haemominutum und eine Cholangiohepatitis. In der
vorliegenden Studie war ein Kater bis zu einem Alter von 4,3 Jahren symptomlos und zeigte
dann blasse Schleimhdute, Schwiche, wéssrigen Durchfall, Inappetenz und Gewichtsverlust.
Die pathologische Untersuchung des einen Monat spdter euthanasierten Katers ergab
zusétzlich zu den typischen Befunden in Leber und Milz eine hochgradige Kokkzidiose im
Jejunum. Dieser schwere Parasitenbefall konnte Ausloser einer himolytischen Krise gewesen
sein. In der Niere dieses Katers wurde eine mittelgradige, glomerulire Amyloidose
nachgewiesen, die bei Somalis und Abessiniern ebenfalls erblich bedingt ist (VAN ROSSUM
et al., 2004). Vier Besitzer der vorliegenden Studie sahen einen Zusammenhang zwischen der
Verschlechterung des Zustandes und verschiedenen Stresssituationen (Ausstellungen, Hitze).
In neueren Untersuchungen wurde herausgefunden, dass die R-PK oxidativen Stress
vermindert und dass in R-PK-defizienten Mausen Gene fiir die DNA-Reparation sowie
Antioxidantien herunterreguliert sind. AuBBerdem muss bei der Reifung der Ec die Glykolyse
gesteigert werden, um die Formation von intrazelluldren, reaktiven Sauerstoffradikalen zu

69



vermindern. Das bedeutet, dass bei PK-defizienten Individuen nicht nur die Uberlebenszeit
der Ec verkiirzt ist, sondern auch die Reifung der Ec-Progenitorzellen gestort ist (AISAKI et
al., 2007). Auch beim Menschen mit PK-Mangel wurde tiber das vermehrte Vorkommen von
hidmolytischen Krisen bei Schwangerschaft oder akuten Infektionen berichtet (DUNCAN et
al., 1983). In der Studie von ZANELLA et al., (2007) werden die Phinotypen in verschiedene
Schweregrade eingeteilt und diesen unterschiedliche Mutationen zugeordnet. Aber auch hier
wird von einer individuellen Variabilitit der klinischen Symptome gesprochen, abhingig vom
Vermogen der Kompensation bzw. Vorhandensein anderer Erkrankungen.

Bei Hunden mit PK-Mangel kann auBlerdem eine Myelofibrose und Osteosklerose auftreten
und zusammen mit der stets hochgradigen Andmie diagnostisch einen Hinweis auf diese
Erkrankung geben (GIGER et al., 1991). Diese Knochenverdnderungen bei Hunden sind
vermutlich ebenfalls Folge des Eisentiberschusses (ZAUCHA et al., 2001), wurden aber bei
der Katze und beim Menschen nicht beobachtet.

V.4  Hiamatologische Untersuchungen

73 % der PK-defizienten Katzen wiesen bei der initialen hdmatologischen Untersuchung eine
Andmie auf. 12 von 16 andmischen Katzen zeigten laut Besitzerangaben verschiedene
Symptome und 4 Katzen waren mit Hkt-Werten von 0,25 - 0,29 1/l vollig unauffillig. Von
den 22 PK-defizienten Katzen hatten laut Besitzer 14 verschiedene Symptome — der Hkt
dieser Katzen betrug 0,13 — 0,37 I/ (M = 0,29). 8 Katzen waren klinisch unauftillig und der
Hkt lag bei 0,25 — 0,44 1/1 (M = 0,32). Beim Vergleich der symptomlosen Katzen mit denen
mit Symptomen lagen die Medianwerte fiir Hkt, Hb und Ec der symptomlosen Katzen {iber
dem der Katzen mit Symptomen; der Unterschied war aber nur bei der Ec-Anzahl statistisch
signifikant. In 3 Fallberichten iiber PK-defiziente Katzen mit Symptomen lag der Hkt bei 0,10
— 0,20 /I (MANSFIELD und CLARK, 2005; VAN GEFFEN et al., 2005; HARVEY et al,,
2007a). Beim Screening von 14 symptomlosen, verwandten Katzen einer erkrankten Somali
wiesen 3 homozygot betroffene Katzen einen Hkt von 0,18, 0,24 und 0,29 I/ auf. Bei einer
Reihenuntersuchung in England wurden 126 Somalis und Abessinier getestet und 7 Katzen
waren homozygot erkrankt, wiesen jedoch zum Zeitpunkt der Testung keine Symptome auf.
Vier von 5 PK-defizienten Somalis und Abessiniern in einer Studie aus den USA zeigten
milde Symptome, wie Apathie, blasse Schleimhdute, Fressen von Katzenstreu und
gelegentliches Erbrechen. Bei einer 10-jdhrigen weiblichen Zuchtkatze war die Anidmie ein
Zufallsbefund. Der Hkt der 5 Katzen lag bei 0,13 — 0,37 I/ (M = 24,5) (KOHN, 2001).

Das MCYV lag bei 75 % der Katzen iiber dem Referenzbereich. Der mediane MCV-Wert lag
bei den symptomatischen Katzen mit 57 fl deutlich iiber dem medianen Wert der
symptomlosen Katzen mit 47 fl; der Unterschied war signifikant. Beim Vergleich des MCV
bei andmischen und nicht-andmischen Katzen unterschieden sich die Medianwerte auch
deutlich, aber eine Signifikanz lag nicht vor. Auch bei 5 amerikanischen PK-defizienten
Katzen und in 2 Fallberichten war das MCV erhoht (KOHN, 2001; VAN GEFFEN et al.,
2005; HARVEY et al., 2007a). Zu einer Erhéhung des MCV kommt es durch die vermehrte
Anzahl an jungen, groflen Ec. Zu einem falsch erhohten Ergebnis kann es durch Agglutination
von Ec kommen, was aber in vorliegender Studie nicht auftrat. Auch bei zu langer Lagerung
in EDTA-ROhrchen kann es zu einer Schwellung der Ec kommen (WEISS und TVEDTEN,
2004). Eine Makrozytose ohne Regenerationsanzeichen wie Polychromasie wird hédufig bei
andmischen Katzen mit Myelodysplasie oder myeloproliferativen Erkrankungen infolge einer
FeLV-Infektion beobachtet, was hier aber auszuschliefen war. Ein Folsduremangel fiihrt beim
Menschen zur Makrozytose, jedoch nicht bei Haustieren (THRALL, 2004).

Bei 45 % der getesteten Katzen lag das MCHC unter dem Referenzbereich. Die MCHC-
Werte unterschieden sich kaum zwischen andmischen und nicht-andmischen und
symptomatischen und symptomlosen Katzen. Auch eine PK-defiziente Somalikatze aus
Belgien wies ein erniedrigtes MCHC auf und bei Hunden wurde ebenfalls dariiber berichtet
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(HARVEY, 2006). Tiere mit PK-Defizienz weisen also typischerweise eine makrozytire und
z.T. hypochrome Anidmie auf mit einer erh6hten Anzahl von Retikulozyten. Retikulozyten
sind relativ groBer als Ec (MCV 1) und, da ihre Hb-Synthese noch nicht abgeschlossen ist,
hypochrom (MCHC |) (WEISS und TVEDTEN, 2004). In dieser Studie lag bei 75 % der
andmischen Katzen eine makrozytire Andmie vor und bei 31 % waren die Ec hypochrom.
Bei 5 von 22 Katzen war das MCHC erhoht. Zu einer Erhhung kann es durch Héamolyse,
durch vermehrtes Vorkommen von Heinz-Korperchen oder ein falsches Mischungsverhiltnis
von EDTA und Blut kommen (THRALL, 2004).

Da die Blutproben nicht direkt nach der Abnahme untersucht, sondern verschickt wurden,
konnen auch transportbedingte Verdnderungen auftreten. In einer Studie wurden die
Verianderungen von caninen Ec wihrend der Lagerung in EDTA getestet. Der Hkt und das
MCYV stiegen innerhalb von 48 h signifikant an und das MCHC fiel ab. AuBlerdem stieg der
Anteil an normozytir-hypochromen und makrozytir-normochromen Zellen an
(FURLANELLO et al., 2006), Ec-Anzahl und Hb-Konzentration blieben aber stabil
(MEDAILLE et al., 2006).

Obschon die erythrozytire PK-Defizienz einen Energiemangel und dadurch eine verkiirzte
Uberlebenszeit der Ec bewirkt, konnen einige Katzen den Abbau offensichtlich gut
kompensieren. 95 % der Katzen wiesen erhohte Retikulozytenwerte auf. 67 % der Katzen
mit Retikulozytose (55 — 352 x 10°/1, M = 91) wiesen eine Andmie auf mit einem Hkt von
0,19 — 0,31 I/ (M = 0,28). Bei den anderen 33 % mit aggregierten Retikulozyten von 43 —
936 x 10°/1 (M = 195) lag der Hkt im Referenzbereich, was auf den erhdhten Turnover und
eine gute Kompensation hindeutet. Bei 4 von 5 Somali- und Abessinierkatzen aus den USA
lagen die Retikulozytenwerte zwischen 48 — 860 x 10”/1. Eine Katze mit normalem Hkt hatte
nur punktierte Retikulozyten (KOHN, 2001). Beim Vergleich der Retikulozytenzahlen
hinsichtlich Andmie und dem Vorliegen von Symptomen fillt auf, dass Katzen mit
Symptomen signifikant mehr Retikulozyten aufwiesen als symptomlose Katzen, sich aber die
Retikulozytenwerte von andmischen und nicht-andmischen Katzen kaum unterscheiden. Auch
bei anderen hdmolytischen Erkrankungen ist das Ausmall der Retikulozytose nicht
proportional zum Schweregrad der Himolyse (ZANELLA et al., 2005). Der Grund dafiir ist,
dass junge PK-defiziente Ec vermehrt von der Milz sequestriert werden im Vergleich zu
gesunden Ec (MENTZER et al, 1971). Als Konsequenz daraus steigen nach einer
Splenektomie die Retikulozytenwerte an (ZANELLA et al., 2007).

Die Beurteilung der Ec-Morphologie ergab beim Vergleich von symptomlosen mit
symptomatischen Katzen und von andmischen mit nicht-andmischen Katzen jeweils einen
hoheren Grad an Anisozytose und Polychromasie bei den symptomatischen und den
andmischen Katzen.

Bei 7 von 22 Katzen konnte eine Leukozytose festgestellt werden und das
Differentialblutbild ergab bei 67 % der Katzen eine Lymphozytose. Von einer
Lymphozytose wurde auch bei 2 von 5 amerikanischen PK-defizienten Katzen und bei
Somalis und Abessiniern mit erhohter OF berichtet (KOHN et al., 2000; KOHN, 2001). Eine
chronische Antigenstimulation konnte Ursache dafiir sein und auch eine Splenomegalie
bedingen. Andere Ursachen einer Lymphozytose sind starke Immunstimulation durch
chronische Infektionen, Virdmie, immunmediierte Erkrankungen oder eine kiirzlich erfolgte
Immunisierung (WEISS und TVEDTEN, 2004). Die Ursache der bei 83 % der Katzen
vorliegenden Eosinophilie blieb unklar. Ursachen fiir ein verstirktes Auftreten von
Eosinophilen sind parasitiare Erkrankungen oder IgE-vermittelte Hypersensitivititsreaktionen
(WEISS und TVEDTEN, 2004).
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V.4.1 Osmotische Fragilitiat der Erythrozyten

Die OF der Ec war in dieser Studie bei 11 von 14 PK-defizienten Katze normal, bei zweien
geringgradig und bei einer mittelgradig erhoht. Da das Blut innerhalb von 24 — 48 h zur
Untersuchung eingeschickt wurde, konnte die Erhohung bei den 3 Katzen auf
transportbedingte Verdnderungen der Ec-Membran zuriickzufiihren sein.

In einer Studie von KOHN (2001) war die OF von 5 Somalis und Abessiniern ebenfalls
normal oder nur geringgradig erhoht. Von einer normalen OF wurde auch bei der caninen PK-
Defizienz (PRASSE et al., 1975; CHAPMAN und GIGER, 1990; GIGER und NOBLE, 1991;
KOHN et al., 1999) berichtet. Die Bestimmung der OF kann zur Unterscheidung gegeniiber
anderen hdmolytischen Erkrankungen dienen. Die OF war bei allen Katzen mit einer
Immunhidmolytischen Andmie erhoht, da das Oberflichen-Volumen-Verhiltnis bei dieser
Erkrankung verindert ist (KOHN et al., 2006). Der Korper bildet Antikorper gegen die Ec-
Membran und bewirkt dadurch eine Aktivierung von Makrophagen und des
Komplementsystems. Es kommt zur Ausbildung eines ,,Membrane Attack Complex*, der die
Ec-Membran beschéddigt und somit die OF erhoht (STEWART und FELDMANN, 1993). Die
OF kann auBlerdem bei Erkrankungen wie Haemoplasmose, Lymphom, Hypophosphatidmie,
FeLV, Niereninsuffizienz oder entziindlichen Geschehen (z.B. FIP) erhoht sein (KOHN,
2001).

V.5  Klinisch-chemische Blutuntersuchungen

Ergebnisse von klinisch-chemischen Blutuntersuchungen von Katzen mit PK-Mangel liegen
in der Literatur nur vereinzelt vor. Bei 3 von 16 Katzen in der vorliegenden Untersuchung war
das Bilirubin hochgradig und bei 2 weiteren Katzen mittelgradig erhoht. Der Unterschied der
Bilirubinkonzentration bei andmischen (M = 4,1) und nicht andmischen Katzen (M = 2,7) war
statistisch  nicht  signifikant, jedoch waren die Katzen mit den hdchsten
Bilirubinkonzentrationen andmisch. Sechs von 10 Katzen mit Bilirubinkonzentrationen im
Normbereich waren bei der initialen Untersuchung andmisch. Auch bei 2 von 3
amerikanischen Katzen mit PK-Mangel wurde eine nur geringgradige Erhohung der
Serumbilirubinkonzentration festgestellt, was auf eine gute Kompensation des beschleunigten
Ec-Abbaus hinwies (KOHN, 2001). In der Humanmedizin ist das Bilirubin ebenfalls oftmals
nur geringgradig erhoht und bei groBeren Abweichungen von der Norm wird nach
hepatischen oder posthepatischen Ursachen einer Hyperbilirubindmie gesucht (ZANELLA et
al., 2007). Als Ursache einer hochgradigen Hyperbilirubindmie bei einer PK-defizienten
Katze wurde eine Cholelithiasis identifiziert (VAN GEFFEN et al., 2005). Bei einer
englischen Katze war der Vorstellungsgrund ein Ikterus und die Katze wies ebenfalls eine
hochgradige Hyperbilirubindmie auf. In der Sonographie fielen eine gestaute Gallenblase und
ein gestauter Gallengang auf. Bei dieser Katze wurden mittels Choledochotomie 2 Bilirubin-
Cholelithen entfernt (HARVEY et al., 2007a). Auch beim Menschen wird iiber Gallensteine
infolge der chronischen Hamolyse bei PK-defizienten Patienten berichtet. Mehr als 20 % der
Erwachsenen bendtigen eine Cholezystotomie (ZANELLA und BIANCHI, 2000).

Zehn von 16 Katzen unserer Studie wiesen eine Leberenzymerhohung auf, wobei bei einer
Katze ein Enzym erhoht war, bei 2 Katzen 2, bei 3 Katzen 3 und bei einer Katze alle 4
untersuchten Leberenzyme erhoht waren. Die 3 Katzen mit der hochgradigen
Hyperbilirubindmie hatten auch die hochsten Leberenzyme, was darauf hindeutet, dass die
Ursache der Hyperbilirubindmie nicht nur die Himolyse war, sondern vermutlich auch intra-
bzw. posthepatisch zu finden ist. Der Vergleich der Leberenzyme bei andmischen und nicht-
andamischen Katzen war statistisch nicht signifikant.

Durch die Inhibition der Hepcidin-Expression werden bei anhaltenden Andmiezustéinden die
intestinale Absorption von Eisen und somit auch die Eisenkonzentrationen im Plasma erhdht
(DEUGNIER et al., 2008). Die chronische Hdmolyse kann somit beim Menschen und beim
Hund sekundédr zu einem hepatozelluldren Eiseniiberschul und einer Leberzirrhose fiihren
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(HILGARD und GERKEN, 2005). Eisenablagerungen in den Kupffer- und auch den
Leberzellen konnten auch bei 2 Katzen unserer Studie nachgewiesen werden, jedoch lagen
keine Anzeichen einer Zirrhose vor. Bei ausgepriagter Eiseniiberladung kommt es zu einer
Sattigung der Eisentransport- und —speicherproteine, das iiberschiissige Eisen geht mit
anderen niedermolekularen Plasmaproteinen eine schwache Bindung ein und das
intrazelluldre labile Eisen steigt an. Durch Radikalbildung (oxidativer Stress) werden die
Zellorganellen geschédigt und es kann zu Funktionsstorungen der Zelle bis hin zum Zelltod
kommen (SCHAER et al., 1992; HILGARD und GERKEN, 2005). Hypoxien in der Leber
verursacht durch akute hdmolytische Krisen oder Kreislaufinsuffizienzen koénnen ebenfalls
zur Schadigung von Hepatozyten und damit zu einer erhohten Aktivitdt der Leberenzyme und
zum Bilirubinanstieg fiihren. Zwei von 9 Katzen mit einer erhohten Aktivitidt der
Leberenzyme wiesen eine hochgradige Andmie auf (0,09 und 0,14 1/1). Hypoxie-bedingte
Leberzellzerstorungen konnten bei Hunden mit IHA nachgewiesen werden (McMANUS und
LINDEN, 2001). Eine Leberwerterhohung hatten auch 3 PK-defiziente Katzen aus
Fallberichten, wobei bei 2 Katzen eine Stauung des Gallenganges vorlag (MANSFIELD und
CLARK, 2005; VAN GEFFEN et al., 2005; HARVEY et al., 2007a). Ebenfalls erhohte
Leberwerte wurden bei immunhdmolytischen Andmien (IHA) und der erhohten OF der Ec
gefunden (KOHN et al., 2000 und 2006).

Eine Hyperglobulinimie lag bei 88 % der Katzen unserer Studie vor und wurde auch bei
anderen PK-defizienten Katzen festgestellt (KOHN, 2001; MANSFIELD und CLARK, 2005;
VAN GEFFEN et al., 2007). Eine Hyperglobulindmie wurde ebenfalls bei Katzen mit
»Erhohter erythrozytiarer OF* (KOHN et al., 2000) und immunhé@molytischer Andmie (KOHN
et al., 2006) gemessen und kann, wie auch eine Splenomegalie und Lymphozytose, auf eine
chronische Stimulation des Immunsystems hindeuten, wurde jedoch bei Menschen und
Hunden mit PK-Defizienz nicht beschrieben.

V.6  Differentialdiagnosen

Die durch den PK-Mangel verursachte hédmolytische Anidmie wird nicht selten als
Immunhémolyse fehlinterpretiert. Der Coombs-Test wurde in vorliegender Arbeit bei 2
Katzen durchgefiihrt und fiel negativ aus. Ebenfalls negativ getestet wurde der 1. Fall einer
felinen PK-Defizienz aus dem Jahre 1992 (FORD et al., 1992). Einen schwach positiven Wert
ergab die Testung einer belgischen, PK-defizienten Somalikatze, was die Autoren des
Fallberichtes jedoch auf fragliche Referenzwerte des Coombs-Testes im gewédhlten Labor
zurlickfithrten (VAN GEFFEN et al., 2005). In vorliegender Studie wurden alle Blutproben
makroskopisch und mikroskopisch auf das Vorliegen einer Agglutination der Ec untersucht,
da eine nach dreimaligem Waschen mit physiologischer Kochsalzlosung persistierende
Autoagglutination nahezu pathognomisch fiir eine THA ist (GIGER, 2005). Keine Katze
zeigte eine Agglutination der Ec. Weiterhin kann zur Abgrenzung einer IHA die OF der Ec
untersucht werden. In einer Studie von KOHN et al. (2006) war die MOF bei allen Katzen mit
IHA erhoht. In vorliegender Studie lag die MOF bei den meisten Katzen mit PK-Defizienz im
Referenzbereich des Kliniklabors. 3 Katzen zeigten eine vermutlich transportbedingte
Erhohung der OF. Ursache einer einer Hamolyse konnen weiterhin eine FeLV- oder
Hémoplasmose-Infektion, aber auch Neoplasien oder Medikamente sein. Weiterhin kdnnen
Toxine bzw. Chemikalien (z.B. Propylenglykol, Zwiebeln) und eine mechanische Schadigung
der Ec (z.B. disseminierte intravasale Koagulation) eine Hidmolyse auslosen
(CHRISTOPHER, 2000; GIGER, 2000a; GIGER, 2005). Eine wichtige Differentialdiagnose
zum PK-Mangel stellt die ,,Erhohte osmotische Fragilitit (OF) der Ec* dar, da diese
Erkrankung ebenfalls bei Abessiniern und Somalis auftritt und ein sehr &hnliches
Krankheitsbild verursacht. Beide Erkrankungen konnen bereits im jugendlichen Alter
offensichtlich werden und gehen mit einer chronischen hdmolytischen Andmie bzw.
hamolytischen Krisen einher (KOHN et al., 2000). Die ,,Erhohte OF der Ec* wurde bisher in
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den USA und einer Katze in der Schweiz (unveroffentlichte Daten) diagnostiziert und als
Ursache wird ein Membrandefekt vermutet. Im Gegensatz zu den Katzen mit ,,Erhéhter OF*
war die osmotische Fragilitit der Ec bei Katzen mit PK-Mangel in unserer Studie jedoch
normal oder nur geringgradig erhoht.

V.7  Therapie und Verlauf

Da die PK-Defizienz hiufig als Immunhédmolyse oder Mykoplasmose fehlinterpretiert wird,
werden die betroffenen Tiere, wie auch in unserer Studie, oft mit Prednisolon und Antibiotika
behandelt. Der positive Effekt einer Prednisolontherapie konnte auf dem
membranstabilisierenden  Effekt von Glukokortikoiden wund der Hemmung des
Mononukledren Phagozytosesystems in der Milz beruhen und damit eine Verhinderung oder
Verzogerung der Phagozytose von geschéddigten Ec bedingen.

Von 15 Katzen mit Symptomen wurden 9 behandelt. Jeweils 6 Katzen erhielten verschiedene
Antiinfektiva und Prednisolon. Von den 6 Katzen, die mit Glukokortikoiden behandelt
wurden, blieb eine Katze bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes fiir 2,5 Jahre
symptomlos und eine weitere iiberstand mehrere Krisen. Ein Kater erhielt wiahrend einer
hidmolytischen Krise Prednisolon und der Hkt blieb iiber 2 Jahre stabil. Wéhrend eines
erneuten Hkt-Abfalls brachte jedoch eine Verdopplung der Glukokortikoiddosis keine
Besserung mehr und er verstarb. Die Besitzer eines anderen Katers konnten zwar keinen
positiven Einfluss des Prednisolons auf das Krankheitsgeschehen feststellen, jedoch iiberstand
das Tier mehrere Krisen und verstarb erst in einem fortgeschrittenen Alter. Mit Hilfe einer
Bluttransfusion und Prednisolon iiberstand ein Kater eine hdmolytische Krise und der Hkt
normalisierte sich vollstindig. Insgesamt zeigte das Prednisolon also bei 5 von 6 Katzen
zumindestens einen teilweisen Erfolg, jedoch war die Anzahl der behandelten Tiere zu gering,
um eine Aussage treffen zu konnen. Von den 3 Katzen, die lediglich mit Antiinfektiva
behandelt wurden, verstarben 2 innerhalb von 0,8 bzw. 1,2 Jahren. Die 3. Katze zeigte
lediglich Durchfall und keine Anzeichen einer hdmolytischen Krise.

Bei schweren himolytischen Krisen mit starkem Hkt-Abfall unter 0,10 — 0,15 1/l konnen Blut-
oder Oxyglobintransfusionen lebensrettend sein (WEINGART et al., 2004; WEINGART und
KOHN, 2008). Nur eine Katze der vorliegenden Studie wurde wihrend eines bedrohlichen
Hkt-Abfalls mit einer Vollbluttransfusion behandelt und erholte sich unter zusitzlicher
Prednisolontherapie vollstindig. Eine Knochenmarktransplantation konnte experimentell
beim Hund eine Heilung bewirken (WEIDEN et al., 1981). Bei Katzen mit chronischer
hdmolytischer Andmie aufgrund von PK-Defizienz kann eine Splenektomie bei
rezidivierendem Hkt-Abfall oder bei hochgradiger Milzvergréferung, die eine verminderte
Ausdehnung des Magens oder Inappetenz bedingen kann, durchgefiihrt werden (FORD et al.,
1992; GIGER 2000a). Auch in der Humanmedizin wird in schweren transfusionsabhingigen
Féllen eine Splenektomie in Erwédgung gezogen (PAGLIA, 1995). Die Splenektomie soll den
frithzeitigen Abbau der Ec in der Milz verhindern. Bei Basenjis mit PK-Mangel fiihrte diese
MalBnahme jedoch zu keiner klinischen Besserung (GIGER und NOBLE, 1991). Bei der
ersten in der Literatur beschriebenen PK-defizienten Abessinierkatze wurde eine
Stabilisierung des Hamatokrits nach Splenektomie festgestellt und die Katze war 10 Jahre
nach der Operation noch am Leben (FORD et al., 1992; GIGER, 2001). Bei einer weiteren
PK-defizienten Katze stabilisierte sich der Hkt, bei eciner dritten besserte sich das
Allgemeinbefinden nach Splenektomie (KOHN, 2001). Eine Splenektomie wurde bei keiner
Katze der vorliegenden Studie vorgenommen. In der Humanmedizin wird die Splenektomie
auch bei andereren hidmolytischen Andmien, wie der hereditiren Sphirozytose oder der
autoimmunhdmolytischen Andmie eingesetzt. Eine Splenektomie kann die Hémolyse nicht
verhindern, fiihrt aber auch bei PK-defizienten Patienten zu einer Verminderung oder
Eliminierung der Transfusionsabhéngigkeit und zu einem Hb-Anstieg von 1-3 g/l (ZANELLA
und BIANCHI, 2000). Durch sorgfiltige prd- und postoperative Versorgung und Einsetzen
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neuerer mikroinvasiver Methoden wie der laparoskopischen Splenektomie kann das Risiko
minimiert werden. Trotz allem sollte dieser Eingriff wegen moglicher Komplikationen nach
der Splencktomie wie bakterieller Sepsis oder thromboembolischer Komplikationen
ausgewdhlten Fillen vorbehalten bleiben. In der Humanmedizin kann es nach Splenektomie
zur Entwicklung einer Himosiderose und auch Leberzirrhose kommen (HILDGARD und
GERKEN, 2005).

Um hidmolytischen Krisen vorzubeugen, sollten PK-defiziente Katzen keinen Stress-
situationen, wie z.B. Ausstellungen ausgesetzt werden, da diese eine plotzliche
Verschlechterung des Krankheitsbildes bedingen konnen.

In vorliegender Studie verstarben 43 % der Katzen im Alter von 1,3 — 11,3 Jahren (M = 4,8
Jahre) bzw. wurden euthanasiert. 10 dieser 13 Katzen verstarben bis zu einem Alter von 6
Jahren. PK-defiziente Hunde starben zwischen dem 1. und 9. Lebensjahr an den Folgen der
Andmie oder an Leberversagen hervorgerufen durch den Eiseniiberschuss (SCHAER et al.,
1992; GIGER, 2000b).

V.8  Histopathologische Untersuchungen

Bei Katzen mit PK-Mangel wurde mehrfach eine leicht- bis mittelgradige Splenomegalie
beschrieben (FORD et al., 1992; GIGER, 2000b; KOHN, 2001; MANSFIELD und CLARK,
2005). Die histopathologische Untersuchung der Milz von 3 PK-defizienten Katzen unserer
Studie ergab eine ausgeprigte extramedullire Hamatopoese, eine Hidmosiderose und
lymphozytire Depletion bedingt durch die chronische Hadmolyse. Bei 2 Abessiniern einer
anderen Studie wurden dhnliche Befunde erhoben (KOHN, 2001). Post mortem wurde bei
einer 2,5 Jahre alten Somalikatze eine Hdmosiderose in der Leber und extramedulldre
Hiamatopoese in der Milz festgestellt (VAN GEFFEN et al., 2005). Die Leber einer 2,7 Jahre
alten Abessinierkatze unserer Untersuchungen wies neben hochgradigen Eisenablagerungen
eine Zirrhose auf, wovon bisher nur beim Hund und beim Menschen berichtet wurde. Beim
Menschen kommt es zu zirrhotischen Verdnderungen der Leber bei wiederholten
Transfusionen oder nach Splenektomie (HILDGARD und GERKEN, 2005). Eine
Eiseniiberladung hat prifibrogene Effekte auf das Lebergewebe und induziert oxidativen
Stress, wodurch es zur Zirrhose kommen kann (LESNEFSKY, 1994).

Die zytologische Untersuchung von 3 Knochenmarkaspiraten von PK-defizienten Katzen
ergab eine milde bis mittelgradige erythroide Hyperplasie (KOHN, 2001). In der vorliegenden
Studie wurde das Knochenmark einer Katze post mortem untersucht und eine hochgradige,
medulldre Himatopoese mit betonter Aktivierung der Erythropoese identifiziert.

VI  Schlussfolgerung

Da die PK-Defizienz auch in Deutschland weit verbreitet ist, sollten alle Zuchtkatzen vor
ihrem Einsatz getestet werden. Um die Erkrankung langfristig zu eliminieren, sollten sowohl
homozygot betroffene Katzen als auch Anlagetrdger von der Zucht ausgeschlossen werden.
Da durch weitere Erbkrankheiten bei Abessiniern und Somalis (z.B. progressive
Retinaatrophie, renale Amyloidose) nur ein begrenzter Genpool zur Verfligung steht, sollten
beim Einsatz von Anlagetragern diese nur mit gesunden Partnern verpaart werden.

Ziel weiterer Untersuchungen konnte es sein, die Ursachen fiir die unterschiedlichen
klinischen Konsequenzen dieser monogenen Erbkrankheit zu untersuchen. Moglicherweise
kommt es durch das Auftreten zusdtzlicher Mutationen im gleichen Gen zu
kompensatorischen Mechanismen hinsichtlich der Energiegewinnung im Ec.
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VII Zusammenfassung

Die PK-Defizienz stellt beim Menschen eine der héufigsten hereditiren hdmolytischen
Anédmien dar, die durch eine Enzymopathie verursacht wird, und fiithrt auch beim Hund zu
einer stark regenerativen, chronischen himolytischen Anédmie. Im Jahre 1992 wurde der erste
Fall einer PK-Defizienz bei einem Abessinierkater in den USA und 2002 in Deutschland
diagnostiziert. Seither wurde die Erkrankung neben weiteren Abessiniern auch bei Somalis
und wenigen Domestic Shorthair Katzen festgestellt.

Bisher liegen kaum Daten iiber die Verbreitung, den Verlauf der Erkrankung und
labordiagnostische Verdnderungen bei Katzen mit PK-Defizienz vor. Ziel dieser Arbeit war es
daher, eine grole Anzahl von Testergebnissen von Somalis und Abessiniern zu erfassen, um
die Verbreitung in Deutschland und anderen europdischen Lidndern zu evaluieren. Die
Krankengeschichten homozygot betroffener Katzen wurden mittels Fragebogen erfasst und
alle vorhandenen Laboruntersuchungen ausgewertet.

PK-Testergebnisse von insgesamt 503 Somali- und Abessinierkatzen aus Deutschland und
anderen europdischen Lindern waren vorhanden. 7,5 % der Katzen waren homozygot von
PK-Defizienz betroffen, 23,3 % waren Anlagetriger und 69,2 % waren frei von diesem
Defekt. PK-defiziente Katzen konnten in Deutschland, in der Schweiz, Osterreich, Finnland
und den Niederlanden identifiziert werden.

Das Verhiltnis von PK-defizienten Katzen, Anlagetrigern und normalen Katzen unterschied
sich zwischen den beiden Rassen und zwischen den Geschlechtern nur unwesentlich.

Der Krankheitsverlauf konnte von 26 der 38 PK-defizienten Katzen iiber einen Zeitraum von
0,8 bis 11,3 Jahren (M = 4,2 Jahre) erfasst werden. 11 Tiere waren laut Besitzerangaben bis
zu einem Alter von 0,8 bis 7,8 Jahren (Median [M] = 4,4 Jahre) symptomlos. 15 Katzen
zeigten ab einem Alter von 0,1 bis 5 Jahren (M = 1,7 Jahre) intermittierend verschiedene
Symptome, wie Apathie, Durchfall, blasse Schleimhédute und Ikterus. Vier Besitzer stellten
einen Zusammenhang zwischen Stresssituationen und der Ausbildung von Symptomen fest.
Eine hdmatologische Untersuchung konnte bei 22 Katzen durchgefiihrt werden, wovon 16
Katzen eine Andmie mit Hkt-Werten von 0,13 — 0,31 I/ (M = 0,28) aufwiesen. 12 der
andmischen Katzen wiesen verschiedene Symptome auf und 4 Katzen waren mit Hkt-Werten
von 0,25 — 0,29 I/l klinisch unauffillig. Fiinf von 14 Katzen mit Folgeuntersuchungen des
Blutbildes wiesen initial und bei jeder Kontrolle eine Andmie auf; 6 Katzen wiesen Perioden
mit Hkt-Werten im Normbereich und mit Hkt-Werten unter dem Referenzbereich auf und 3
Katzen wiesen zu keinem Zeitpunkt eine Andmie auf und der Hkt blieb iiber einen Zeitraum
von 1, 2,9 und 3,8 Jahren stabil. 95 % der Katzen wiesen erhdhte absolute aggregierte
Retikulozytenwerte auf. Die OF der Ec lag bei den PK-defizienten Katzen meist im
Referenzbereich, was zur Abgrenzung des bei den gleichen Rassen vorkommenden
Krankheitsbildes der ,,Erhohten OF der Ec* dienen kann.

Bei der klinisch-chemischen Blutuntersuchung hatten 44 % der Katzen eine gering- bis
hochgradige Hyperbilirubindmie und bei ebenfalls 44 % war mindestens ein Leberenzym
erhoht. 88 % der Katzen wiesen eine Hyperglobulindmie auf.

13 von 30 PK-defizienten Katzen verstarben in einem Alter von 1,3 — 11,3 Jahren (M = 4,8
Jahre) spontan bzw. wurden euthanasiert. Die restlichen Katzen waren mindestens bis zu
einem Alter von 0,8 — 7,8 Jahren (M = 4,3) am Leben.

Von 15 Katzen mit Symptomen wurden 9 behandelt, davon 6 mit Prednisolon. Fiinf von 6
Katzen sprachen eventuell darauf an, jedoch war die Anzahl der behandelten Tiere zu gering,
um eine Aussage treffen zu konnen. Eine Katze mit schwerer hdmolytischer Krise erhielt eine
Bluttransfusion.

Eine histopathologische Untersuchung wurde bei 3 Katzen durchgefiihrt. Neben
Hamosiderose und extramedulldrer Himatopoese in Leber und Milz konnte bei einer Katze
eine Leberzirrhose mit hochgradigen Eisenablagerungen identifiziert werden.
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Diese Arbeit verdeutlicht die hohe Verbreitung der PK-Defizienz in Deutschland und
angrenzenden Lindern. Da die Krankheit lange Zeit klinisch und auch labordiagnostisch
symptomlos verlaufen kann, sollten alle Somalis und Abessinier vor einem Zuchteinsatz
mittels DNA-Untersuchung getestet werden. Grundsdtzlich sollten sowohl homozygot
betroffene Katzen als auch Anlagetriger von der Zucht ausgeschlossen werden, um die
Erkrankung zu eliminieren. Sollten aufgrund ziichterischer Belange Anlagetrager eingesetzt
werden, so diirfen diese nur mit gesunden Partnern verpaart werden.
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VIII Summary

Erythrocytic pyruvate kinase deficiency in Abessinier and Somali cats

In humans, PK deficiency is one of the most common hereditary forms of haemolytic anaemia
caused by an enzymopathy. PK deficiency has also been described in several canine breeds.

In 1992, the first case of feline PK deficiency has been described in the United States in an
Abyssinian male cat and in 2002 the first case was described in Germany. Since then, the
disease was identified in other Abyssinians, Somalis, and a few domestic shorthair cats.

Since only limited clinical data has been published until now, the objective of this study was
to evaluate clinical signs, laboratory parameters, and the progression of the disease in PK
deficient cats. Moreover the prevalence of PK deficiency in Germany and other European
countries should be evaluated. The progression of the disease in affected cats was evaluated
with a questionnaire and all available laboratory parameters were analysed.

PK DNA test results of 503 Somali and Abyssinian cats from Germany and other European
countries were available. 7.5 % were homozygous affected, 23.3 % were heterozygous
carriers, and 69.2 % had no mutation of the PK allele. Affected cats were identified in
Germany, Switzerland, Austria, Finland, and the Netherlands.

The distribution of affected cats, carriers and healthy cats was similar in both breeds and
showed no remarkable difference between males and females.

The progression of the disease of 26 PK deficient cats could be followed over a time of 0.8 to
11.3 years (median 4.2). In 11 cats, the owners did not notice any signs of disease up to an age
of 0.8 to 7.8 years (median 4.4). 15 cats started displaying various clinical signs at ages
ranging from 0.1 to 5 years (median 1.7). The clinical signs included lethargy, diarrhoea, pale
mucous membranes, and icterus. Four owners observed a relationship between stressful
situations and the appearance of clinical signs. A haematological examination was performed
for 22 PK deficient cats and the CBC revealed anaemia with PCV values of 0.13 - 0.31 I/l
(median 0.28) in 16 cats. In 12 cats, the owners noticed no signs of disease and 4 cats were
clinically healthy despite PCV values of 0.25 — 0.29 I/l. In 5 of 14 cats with follow-up
examinations the PCV was below the reference range in every sample, 6 other cats had
periods with normal PCV values as well as periods with PCV values below the reference
range and 3 cats did not display anaemia at any time and had a stable PCV over a time period
of 1, 2.9, and 3.8 years. The absolute number of aggregated reticulocytes was increased in
95 % of the cats. In contrast to cats suffering from the disease “Increased osmotic fragility of
erythrocytes”, the mean erythrocytic osmotic fragility of most cats suffering from PK
deficiency was within the reference range. Therefore, the osmotic fragility test can be useful
to differentiate between these two diseases. 44 % of the cats displayed mild to severe
hyperbilirubinaemia and in another 44 % at least one liver enzyme was increased.
Hyperglobulinaemia was present in 88 % of the cats.

13 of 30 affected cats died or were euthanised at ages ranging from 1.3 — 11.3 years (median
4.8), the others were alive until to an age of 0.8 — 7.8 years (median 4.3).

Nine of 15 cats with clinical signs were treated by different veterinarians, 6 of them with
prednisolon. In 5 of these 6 cats a transient or partial effect was observed, but the number of
treated cats did not warrant any conclusions. One cat did develop a severe haemolytic crisis
and required a transfusion.

For 3 cats a histopathologic examination was performed. Next to haemosiderosis and
extramedullary haematopoesis, a cirrhosis caused by severe iron deposits could be shown in
one cat.

Based upon this survey, the mutant PK allele appears to occur frequently in Somalis and
Abyssinians from Germany and other European countries. Since PK deficiency can be
asymptomatic in regard to clinical and laboratory parameters for a long time, DNA analysis in
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Abyssinian and Somali cats before use for breeding is strongly recommended. Carriers and
affected cats should be excluded from breeding to eliminate this disease. Should carriers be
used because of breeding aspects they should paired only with healthy cats.
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X

Anhang

Tab. 13: Erfolgte Untersuchungen bei 27 PK-defizienten Katzen

Katze | Symptome | Blutbild | Retikuloz. | OF Klin. Chemie | Diff.-blutbild | Folgeunters.
1 ja ja nein nein nein nein nein
2 ja ja ja ja ja ja ja
3 ja ja ja ja ja ja ja
4 ja ja ja ja ja ja ja
5 ja ja ja ja nein nein nein
6 ja ja ja ja ja ja nein
7 ja ja ja ja ja ja ja
8 ja ja ja ja ja ja ja
9 ja ja ja nein ja nein ja
10 |ja ja nein nein ja nein nein
11 |ja ja ja nein ja nein ja
12 |ja nein nein nein nein nein nein
13 |ja ja ja ja nein nein nein
14 |[ja nein nein nein nein nein nein
15 |ja ja nein nein ja nein ja
16 [nein ja ja ja ja ja ja
17 |nein ja ja ja ja ja ja
18 |nein ja ja ja nein ja nein
19 |nein ja ja ja ja ja ja
20 |nein ja ja ja ja ja ja
21 |nein ja ja ja ja ja ja
22 |nein ja Ja nein ja nein ja
23 [nein ja Ja nein nein nein nein
24 |nein ja Ja nein nein nein nein
25 |nein nein Nein nein nein nein nein
26 |nein nein Nein nein nein nein nein
27 |nein nein Nein nein nein nein nein

Retikuloz. — Retikulozyten, OF — Osmotische Fragilitdt der Erythrozyten, Klin. Chemie — Klinische Chemie,
Diff.-blutbild — Differentialblutbild, Folgeunters. — Folgeuntersuchung
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	Kalzium: Ein Übermaß an intrazellulärem Kalzium ist schädlich für Ec; daher transportieren sie Ca2+ aktiv über eine Kalziumpumpe, die durch ein Ca2+-bindendes Protein (Calmodulin) aktiviert wird (HARVEY, 1997). Canine Ec sind im Gegensatz zu Ec von Katzen und anderen Spezies unter alkalischen Bedingungen sehr fragil, vermutlich aufgrund eines erleichterten Kalziumeinstroms unter diesen Bedingungen (GIGER, 2000a).
	Aminosäuren: Aminosäuren müssen für die Synthese von Glutathion in die Ec transportiert werden (HARVEY, 1997). Acht verschiedene Aminosäuretransportsysteme sind in Säuger-Ec gefunden worden. Katzen-Ec besitzen ein Lysin+ -System für den Transport dibasischer Aminosäuren (YOUNG, 1983). Der Bande 3-Anionentransporter kann ebenfalls Glycin und einige andere Aminosäuren transportieren.
	Nucleoside: Die Ec-Membranen der meisten Spezies haben einen Nukleosidtransporter (YOUNG, 1983). Feline und canine Ec weisen eine Adeninaufnahme und Inkorporation in Nukleotide auf, wobei die Aufnahmerate viel niedriger als beim Menschen ist (LALANNE und WILLEMOT, 1980). Die Ec von Katzen zeigen eine niedrigere Adenosinaufnahme als Hunde. Feline und canine Ec sind nahezu impermeabel für Inosin (DUHM, 1974). 
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