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Zusammenfassung

Zur Objektivierung der Sauerstoffschuld bei Hunden mit
dem brachycephalen oberen Atemwegssyndrom wurden 8
mesocephale an 4 Testtagen und 8 brachycephale Hunde
an einem Testtag einem kurzen Lauftest unterzogen. Es
wurden Blutproben vor und unmittelbar nach der Belastung
sowie nach 2 und nach 4 Stunden entnommen, um die
zelluldre Sauerstoffversorgung zu beurteilen. Dafiir wurden
zwei verfiigbare Hypoxiemarker, Vascular-endotheli-
al-growth-factor (VEGF) und Erythropoetin (EPO), ge-
messen. Die Uberpriifung der Wiederholbarkeit der Mes-
sungen erfolgte an den mesocephalen Hunden. Dabei
zeigte sich, dass die Wiederholbarkeit der VEGF-Messung
betreffend den 4 Messtagen gegeben ist. Bei der EPO-Mes-
sung ist die Wiederholbarkeit nicht gegeben. Die VEGF-Ba-
salwerte der meso- und brachycephalen Hunde unterschie-
den sich nicht (7,6 = 4,4 pg/ml resp. 6,9 = 4,0 pg/ml). Die
Messung 4 Stunden nach dem Lauftest zeigte signifikante
Unterschiede. Der VEGFE-Wert stieg bei den mesocephalen
Hunden nur um 42 % auf 10,8 + 4,7 pg/ml, wihrend dieser
bei den brachycephalen Hunden auf 22,1 + 15,3 pg/ml an-
stieg, was einer Erhdhung um 220% entspricht. Die
EPO-Messungen zeigten bei allen Blutentnahmezeiten ei-
nen signifikanten Unterschied zwischen den mesocephalen
und den brachycephalen Hunden; so ist schon der Basalwert
bei den mesocephalen Hunden rund 3 mal héher als bei den
brachycephalen Hunden (30,1 + 22,6 mU/ml resp. 11,4 =
3,5 mU/ml). Der Unterschied ist jedoch wegen der grossen
Streuung bei den mesocephalen Hunden nicht signifikant
(p>0,05). Im Unterschied zum VEGF-Wert verinderte sich
der EPO-Wert im Verlauf der Messzeit nicht. Die Untersu-
chung zeigt, dass die vorgestellte Methode zusammen mit
dem VEGF-Wert zu wissenschaftlichen und ziichterischen
Zwecken eingesetzt werden kann.

Schliisselwérter: Hund, Blutuntersuchung, Brachycephalie,
Sauerstoffschuld, Testverfahren, VEGF
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Temporal development of hypoxia
markers in brachycephalic

and mesocephalic dogs after short
physical exercise

To objectify the oxygen debt in dogs with brachycephalic
upper respiratory syndrome, eight mesocephalic dogs were
subjected to a short running test on four test days and eight
brachycephalic dogs on one test day. Blood samples were
taken before and immediately after exercise and after 2 and
4 hours to assess cellular oxygenation. For this purpose, two
available hypoxia markers, vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF) and erythropoietin (EPO), were measured. The
repeatability of the measurements was checked in the mes-
ocephalic dogs. While VEGF measurement was repeatable
over the 4 days of measurement, the EPO measurement was
not. The VEGF basal values of the mesocephalic and brachy-
cephalic dogs did not differ (7.6 + 4.4 pg/ml and 6.9 = 4.0
pg/ml, respectively). The measurement 4 hours after the
running test showed significant differences. The VEGF val-
ue in the mesocephalic dogs increased by 42 % to 10.8 = 4.7
pg/ml, while in the brachycephalic dogs it increased by
220% to 22.1 = 15.3 pg/ml. The EPO measurements
showed a significant difference between the mesocephalic
and brachycephalic dogs at all blood collection times; The
basal value in mesocephalic dogs was approx. three times
higher than in brachycephalic dogs (30.1 = 22.6 mU/ml or
11.4 = 3.5 mU/ml). However, the difference was not signif-
icant due to the large scatter in the mesocephalic dogs (p >
0.05). In contrast to the VEGF value, the EPO value did
not change over the measurement period. The study shows
that the presented method can be used together with the
VEGEF value for scientific and breeding purposes.

Keywords: Dog, blood test, brachycephaly, oxygen debt,
testing procedure, VEGF
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EinfUhrung

Brachycephale Hunde tragen das Risiko, das brachycepha-
le obere Atemwegssyndrom (BOAS) zu entwickeln.? Dieses
wird durch enge Naseneinginge, iiberlange und verdickte
Gaumensegel, evertierte Larynxtaschen, aberrante Conchen
und weitere Weichteilprotrusionen in den oberen Atemwe-
gen charakterisiert.2.7:8.10,14.23.2435 Damit sich die Hunde
ausreichend mit Sauerstoff versorgen und die Thermoregu-
lation aufrecht halten kénnen, erzeugen sie durch die Atem-
muskulatur einen stark negativen inspiratorischen Atem-
druck.’5 Auf diese Weise wird ein Teufelskreis ausgelost,
welcher die bereits einengenden Weichteile zusitzlich in die
oberen Atemwege cinsaugt.! Das BOAS fiihrt schlussend-
lich zu reduzierter pulmonaler Beliiftung und reduzierten
arteriellen Sauerstoffpartialdrucken.??3% Die Hypoxie und
die eingeschrinkte Thermoregulation reduzieren die kor-
perliche Aktivitit der Hunde, respektive regen sie zu Kom-
pensationsvorgingen wie angestrengter Atmung oder He-
cheln an.

Zur Beurteilung der Sauerstoffversorgung von brachycepha-
len Hunden, zur Priifung des Erfolgs von therapeutischen
chirurgischen Interventionen, zu Diensten der Zuchtver-
antwortlichen und zur objektiven Einschitzung von Tier-
schutz-relevanten Fragestellungen wire eine quantitative
Bestimmung der Hypoxie ein willkommenes Hilfsmittel.
Blutgasanalysen kénnten diese Werte liefern, setzen aber
cine arterielle Blutentnahme und eine rasche Verarbeitung
voraus. Durch Pulsoxymetrie oder Nahfeldspektroskopie
kann die Blutgassittigung nicht-invasiv im arteriellen Blut
oder Gewebe bestimmt werden. Beide Techniken verlangen
aber die Ruhigstellung der Zunge oder einer Gliedmasse,
was bei wachen brachycephalen Hunden kaum durchfiihr-
bar ist.3! Die Ganzkérperpletyhsmographie ist eine Metho-
de, die Atemwegseinschrinkungen zu objektivieren und
triigt viel Potenzial.'7 Dafiir miissen allerdings ein aufwin-
diges Gerit und die Expertise zur Verfiigung stehen.

Als Methode zum breiten Einsatz stehen Marker fiir die
indirekte Messung einer Hypoxie zur Verfiigung. Gewe-
behypoxie 18st innert weniger Minuten eine kurzfristig
aktive Substanz aus, den Hypoxia-induced-factor 1-alpha
(HIF 1-a).13 HIF 1-a wird aber innerhalb von 4-8 Minuten
abgebaut und wire somit kurz nach Erreichen eines normo-
xischen Zustandes kaum mehr nachweisbar. Allerdings
bindet HIF 1-a an den Zellkern und induziert die Expres-
sion verschiedener anderer Enzyme, unter anderem Vascu-
lar-endothelial-growth-factor (VEGF), Erythropoetin
(EPO), Transferrin und Endothelin. VEGF sorgt fiir eine
verstitkte Teilung der Endothelzellen und damit zur Bil-
dung von Gefissen, was auch bei der Embryogenese, Wund-
heilung und beim Tumorwachstum nachgewiesen wurde.
EPO wird vornehmlich in der Niere gebildet, fordert die
Erythopoese im Knochenmark und beschleunigt das Ery-
thozytenwachstum. Alle diese Faktoren zusammen stehen

im Dienst der Normalisierung des hypoxischen Gewebezu-
standes.3:6:32

Bei Hunden mit dem BOAS kénnte nun erwartet werden,
dass die durch das Syndrom ausgeldste Sauerstoffschuld die
oben beschriebene Kaskade auslést. Fiir den Nachweis von
VEGF und EPO - nicht aber fiir Transferrin oder Endo-
thelin — stehen standardisierte Nachweismethoden zur Ver-
fiigung, womit eine Methode zur Objektivierung des BOAS
und folglich ein Instrument zur Zuchtkontrolle bestehen
konnte.

Das Ziel der vorliegenden Studie war der Vergleich der
Ruhe- und belastungsindizierten Werte bei meso- und
brachycephalen Hunden. Zusitzlich soll die Wiederholbar-
keit der Messungen iiberpriift werden. Unsere Hypothesen
lauteten:

(1) Die vorgestellte Messmethodik ist wiederholbar, (2) die
Basalwerte von VEGF und EPO sind bei brachy- hoher als
bei mesocephalen Hunden und (3) VEGF und EPO steigen
nach kurzer physischer Belastung bei brachy- stirker an als
bei mesocephalen Hunden.

Material und Methodik

Patientengut

Zur Durchfithrung der Versuche lag eine Tierversuchsbe-
willigung (Tierversuchsbewilligung des Veteriniramtes des
Kantons Ziirich 44/2003) vor. Die Gruppe der phinoty-
pisch mesocephalen (MC) Hunde bestand aus 8 Beagles mit
einem Gewichtvon 10.0 bis 16.7 kg (Mittelwert = 14.28 kg)
im Alter von 8.8 bis 9.5 Jahren (Mittelwert = 8.9 Jahre). Sie
wurden nach einem klinischem Untersuchungsgang als ge-
sund beurteilt. In der Gruppe der phinotypisch brachy-
cephalen (BC) Hunde waren 7 Mépse und 1 Griffon mit
einem Gewicht von 6 bis 11kg (Mittelwert = 8.0kg) und
einem Alter von 1.5 bis 13.7 Jahren (Mittelwert = 7.9 Jahre)
vertreten. Sie gehdrten derselben Besitzerin, wiesen jeweils
ein stenotisches inspiratorisches Atemgerdusch auf und wur-
den sonst als gesund beurteilt. Keiner der Hunde beider

Gruppen wurde zuvor operativ an den Atemwegen behan-

delt.

Testverfahren

Das Testprotokoll fiir alle Hunde und alle Testtage bestand
aus den folgenden Teilen: Nach dem Transport zum ebenen
Testgelinde der Vetsuisse Fakultit der Universitit Ziirich
wurden die Hunde fiir eine Stunde in Ruhe gelassen, an-
schliessend wurde ihnen eine Probe des vendsen Blutes aus
der V. jugularis entnommen (Basalwert). Im Anschluss da-
ran wurden die Hunde einzeln oder zu zweit zu einem ma-
ximalem Trab gezwungen. Dabei sollten sie gerade nicht
galoppieren. Diese kurze physische Aktivitit dauerte exakt
10 Minuten, wonach sofort, nach 2 Stunden und nach 4
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Stunden erneut eine vendse Blutprobe entnommen wurde.
Alle Blutproben wurden in einem Serumrshrchen aufge-
fangen, fiir 15 Minuten in einem Kiihlschrank (4°C) auf-
bewahrt und dann bei -4°C wihrend 30 Minuten zentrifu-
giert. Das Serum wurde abpipettiert und bei -80°C bis zur
Probenanalyse aufbewahrt. Diese wurde in der Woche nach
der Untersuchung der BC-Hunde durchgefiihrt.

Die VEGF-Werte wurden mit Hilfe eines herkémmlichen
VEGEF-ELISA-Testverfahrens (R&D Systems, Minneapolis,
USA) erhoben. Jede Probe wurde zweimal analysiert und in
pg/ml ausgegeben. Die EPO-Werte wurden durch ein hu-
manes EPO-Radio-Immuno-Assay (DiaSorin, Stillwater,
USA) ermittelt, ebenfalls zweimal analysiert und in mU/ml
ausgegeben. Die Mittelwerte der Analysen gelangten in die
statistische Verarbeitung.

Zur Beurteilung der Wiederholbarkeit der Messverfahren
durchliefen die MC-Hunde das Tagesprotokoll an 4 aufei-
nanderfolgen Wochenenden. Die BC-Hunde wurden am
darauffolgenden Wochenende getestet und mit dem 4. Test-
tag der MC-Hunde verglichen.

Statistische Methoden

Die Voraussetzungen fiir die Anwendung der ANOVA wur-
den gepriift. Dabei konnte die Normalverteilung der
Grundgesamtheit mit dem Shapiro-Wilk-Test, der Nachweis
von wenigen Ausreissern pro Stichprobe und gleiche Varianz
mit einem Mauchly's sphericity test mit einer Green-
house-Geisser- resp. Huynh-Felde-Korrektur nachgewiesen

werden.20

Die Frage der Wiederholbarkeit der VEGEF- resp. der
EPO-Messung wurde mittels einer Varianzanalyse (zweifach
ANOVA vom Typ III eines gemischten Modells mit wieder-
holten Messungen'®) und der Analyse der Kontraste (Tukey-
Post-Hoc-Test) beantwortet. Dazu wurden alle Messungen
mit den MC-Hunden (Messtag 1 bis 4) verwendet. Die Ver-
gleichsuntersuchungen zwischen den MC-Hunden und den
BC-Hunden wurde auch mit einer Varianzanalyse (zweifach
ANOVA vom Typ III mit wiederholten Messungen mit einer
Satterthwaits-Korrektur fiir den Freiheitsgrad)'® und der
Analyse der Kontraste (Tukey-Post-Hoc-Test) untersucht. Die
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Datenanalyse erfolgte mit der Software R (Version 4.1.2). Die
Signifikanzgrenze wurde auf 0,05 gesetzt.

Resultate

Wiederholbarkeit der Messungen

Betreffend die VEGF-Messung ergab die Varianzanalyse
einen Effekt des Untersuchungstages (p < 0,05) und des Blut-
entnahmezeitpunkees (p < 0,0001) sowie einen signifikanten
Interaktionseffekt (p < 0,01). Dies bedeutet, dass je nach
Untersuchungstag der Effekt der Blutentnahmezeit nicht
gleich ausgeprigt war (p < 0,01). Die Basalwerte der ver-
schiedenen Untersuchungstage unterschieden sich nicht
(alle p > 0,9) (Abbildung 1, Tabelle 1 und 2). Damit war die
Wiederholbarkeit der VEGF-Messung betreffend dem Un-
tersuchungstag gegeben und die erste Hypothese betreffend
der VEGF-Messung konnte angenommen werden.
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Abbildung 1: Boxplots der Vascular-endothelial-growth-factor (VEGF)-Werte der
mesocephalen Hunde in pg/ml, aufgereiht primar nach Messzeitpunkt und sekundér nach

Messtag (Tag 1 = gelb, Tag 2 = blau, Tag 3 = grau, Tag 4 = griin)

Tabelle 1: Zusammenfassung der ANOVA-Resultate der Studie zur Wiederholbarkeit der Messung von Vascular-endothelial-growth-factor (VEGF) und
Erythropoetin (EPO) mit brachycephalen (BC) Hunden (sign. = Signifikanzwerte: * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001).

VEGF EPO
p-Wert sign. p-Wert sign.
Untersuchungstag 0,017 * 0,004 K
Blutentnahmezeit 2,08E-06 i 0,75
Interaktion Untersuchungstag - Blutentnahmezeit 0,008 **® 0,01 **®
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Zeitliche Entwicklung  Fiir die EPO-Messreihe zeigte die Varianzanalyse einen deut-

von Hypoxie-Markern i hen Effekt des Untersuchungstages (p < 0,01), jedoch kei-
bei brachycephalen und
mesocephalen Hunden
nach kurzer physischer  ergab sich ein signifikanter Interaktionseffekt (p < 0,05). Die

Belastung  Apalyse der Kontraste zeigte, dass die EPO-Werte mit dem

D. A. Koch, J. Wenk,  Untersuchungstag anstiegen. Sowohl die gemessenen Basal-

nen Effeke fiir die Blutentnahmezeit (p > 0,05). Im Weiteren

S. Michel  werte als auch die Werte nach 4 Stunden unterschieden sich
am 2., 3. und 4. Untersuchungstag. Die Unterschiede waren
aber nicht signifikant (alle p > 0,05). Die Wiederholbarkeit
der EPO-Messung betreffend dem Untersuchungstag war
damit also nicht gegeben, die erste Hypothese betreffend der
EPO-Messung musste abgelehnt werden (Abbildung 2, Ta-
belle 1 und 2).

o _| E i i
o ' [+ ! |
EE | SN i
o L 1 ' | 1 ] i | |
E E : — mm T | ' ! |
o) ] ; | I : 1 = : |
o i 1 1 il
W I i ! ;
8 Q
o™
o - 4 L A L L
T T T T T T T T T T T T T T
Basal (Tag 1 bis 4) 0 Sid (Tag 1 bis 4) 2 Std (Tag 1 bis 4) 4 Std (Tag 1 bis 4)

Abbildung 2: Boxplots der Erythropoetin (EPO)-Werte der mesocephalen Hunde in mU/
ml, aufgereiht primar nach Messzeitpunkt und sekundar nach Messtag (Tag 1 = gelb, Tag
2 =blau, Tag 3 =grau, Tag 4 = griin)

Die Aussentemperaturen fiir die 4 Messtage der Wiederhol-
barkeitsstudie betrugen 12°, 15°, 13° und 18°C.

Vergleich der MC- und BC-Hunde

Fiir die VEGF-Messungen nach dem Lauftest ergab die
Varianzanalyse eine starke Abhingigkeit von der Blut-
entnahmezeit (p < 0,01). Ein Effekt der Kopfform auf die
Basalwerte war nicht ersichtlich. Die zweite Hypothese
(erhéhter Basalwert bei BC-Hunden) wurde deswegen fiir
VEGEF verworfen. Die Analyse der Kontraste zeigte, dass je
spiter man mass, umso deutlicher unterschieden sich die
VEGF-Werte. Diese Zunahme war nur bei der Gruppe der
BC-Hunde signifikant (p = 0,43, p < 0,05, p < 0,0001), nicht
jedoch bei der Gruppe der MC-Hunde (p = 1,000, p =
0,999, p = 0,886). Die dritte Hypothese (erhéhter Anstieg
bei BC-Hunden) konnte fiir die VEGF-Messung angenom-
men werden (Abbildung 3, Tabelle 3 und 4).

Fiir die EPO-Messungen zeigte die Varianzanalyse einen
signifikanten Effekt der Kopfform (p < 0,05), aber keinen
Effekt der Blutentnahmezeit (p > 0,05). Die Analyse der
Kontraste ergab fiir die beiden Hunde-Gruppen fiir die
Basalwerte keinen Unterschied (p > 0,05). Dies galt auch
fiir die Messungen nach dem Lauftest (alle p > 0,9). Die
zweite Hypothese und die dritte Hypothese konnten daher
fiir die EPO-Messung nicht angenommen werden (Abbil-
dung 4, Tabelle 3 und 4).

Die Aussentemperatur am Messtag der BC-Hunde betrug
18° C.

Tabelle 2: Auswahl der post-hoc-Resultate der Studie zur Wiederholbarkeit — Kontraste der Basalwerte und der Werte der Blutentnahme von
Vascular-endothelial-growth-factor (VEGF) und Erythropoetin (EPO) nach 4 Std an verschiedenen Untersuchungstagen von mesocephalen (MC) Hunden

(sign. = Signifikanzwerte: * < 0,05; ** < 0,01; *** <0,001)

VEGF EPO
p-Wert sign. p-Wert sign.
Kontraste der Basalwerte
Basalwert am 1. Tag Basalwert am 2. Tag 0,961 1,000
Basalwert am 1. Tag Basalwert am 3. Tag 1,0 0,551
Basalwert am 1. Tag Basalwert am 4. Tag 0,935 0,111
Kontraste der Werte nach 4 Std
Werte nach 4 Std am 1. Tag Werte nach 4 Std am 2. Tag 0,400 1,000
Werte nach 4 Std am 1. Tag Werte nach 4 Std am 3. Tag 0,895 0,989
Werte nach 4 Std am 1. Tag Werte nach 4 Std am 4. Tag 1,000 0,075
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Diskussion

Die Untersuchung der Wiederholbarkeit der VEGF-Mes-
sung zeigte, dass bei den MC-Hunden an den 4 Testtagen
sowohl ein vergleichbarer Basalwert als auch ein vergleich-
barer Wert nach 4 Stunden erreicht wurde. Schon bei
den MC-Hunden zeigte sich ein Trend zu héheren VEGEF-
Werten, je spiter man nach der Belastung die Blutprobe
entnimmt. Damit verhielt sich unsere VEGF-Testreihe dhn-
lich wie in einer Studie beim Menschen?® und gegeniiber
dem EPO grundsitzlich unterschiedlich. Die VEGF-Ver-
suchsanordnung konnte also zum Vergleich mit den
BC-Hunden eingesetzt werden.

In der vorliegenden Studie konnte mit VEGF ein vielver-
sprechender Blutwert gefunden werden, welcher in beiden
Gruppen nach einer 10 Minuten dauernden Belastung an-
stieg. In der Gruppe der MC-Hunde stieg VEGF von einem
Mittelwert von 7,6 pg/ml um 42 % auf einen Wert nach 4
Stunden von 10,8 pg/ml, wihrend in der Gruppe der
BC-Hunde die VEGF-Werte von einem Mittelwert von 6,9
pg/ml auf 22,1 pg/ml signifikant anstieg. Dieser rund
220-%ige Anstieg ist die wesentlichste Erkenntnis des Ver-
gleichs zwischen den Kopfformen. Die Unterschiede waren
zwar schon unmittelbar nach der Aktivitit zu erkennen,
aber als zuverlissige Indikatoranzeige noch nicht geniigend
sensitiv. Je linger man mit der VEGF-Messung zuwartete,
desto deutlicher kam der Unterschied zwischen der Gruppe
der BC-Hunde und der Gruppe der MC-Hunde zum Vor-

schein.

VEGEF ist ein Signalmolekiil, welches urspriinglich fiir die
Quantifizierung des Tumorwachstums verwendet wurde. Es
ist ein sensitiver Parameter fiir die Angiogenese in Neoplasi-
en, allerdings ist VEGF nicht spezifisch nur bei Tumoren
erhoht, sondern auch bei physiologisch ausgeldster Blutge-
fissbildung, wie zum Beispiel als Folge eines kérperlichen
Trainings.!! Wie schnell VEGF darauf ausgeschiittet wird,
ist unklar. Forschergruppen berichten beim Menschen von
einem reduzierten,’ einem unverinderten!? oder einem er-
héhten Wert,?8 jeweils rund 2 Scunden nach Lauf- oder Rad-
fahrtraining. Eine Erklirung fiir die rasche Verfiigbarkeit
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und Messung von VEGF soll dessen Lagerung in Vesikeln
im interstitiellen Muskelgewebe und unmittelbare Entlee-
rung in die Blutgefisse sein.!2 Eine VEGF-Synthese ist also
bei akutem Bedarf nicht notwendig. Die Studie zur Haltung
von Hunden in verschiedenen Hohenlagen® zeigte im Ubri-
gen auch eine Erh6hung des VEGF-Wertes von durchschnitt-
lich 0.1 pg/ml (700-900 m iiber Meer) auf 6.3 pg/ml (2300
m iiber Meer). Die absoluten Werte sind tiefer, die Unter-
schiede hingegen deutlicher als in unserer Studie, wurden
aber jeweils nach wochenlanger Angewdhnung und im Ru-
hezustand entnommen. Es ist deswegen anzunehmen, dass
unsere Studienwerte vornehmlich durch die Akutphasenent-
leerung von VEGF dominiert wurden. Abweichend zu un-
seren Ergebnissen wies eine Forschergruppe bei der Untersu-

chung der Pathophysiologie des BOAS bei Englischen
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Abbildung 3: Boxplots der Vascular-endothelial-growth-factor (VEGF)-Werte in pg/ml der
brachycephalen Hunde (BC, rot) und der mesocephalen Hunde (MC, griin) vor (basal),
unmittelbar nach Lauftest (0 Std) und nach 2 Stunden (2 Std) resp. 4 Stunden (4 Std).

Tabelle 3: Zusammenfassung der ANOVA-Resultate der Studie zum Vergleich zwischen mesocephalen (MC) und brachycephalen (BC) Hunden

(sign. = Signifikanzwerte: * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001)

VEGF EPO
p-Wert sign. p-Wert sign.
Kopfform 0,297 0,027 *
Blutentnahmezeit 0,003 ** 0,260
Interaktion Kopfform - Blutentnahmezeit 0,031 * 0,923
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Bulldoggen im Vergleich zu normalnasigen Hunden erhéhte
Basalwerte von VEGF ohne physische Stimulierung nach.22
Es handelte sich hierbei allerdings um einen spezifischeren
Wert (VEGF-A). Dieser lost bei brachycephalen Hunden die
Angiogenese des dauerhaft vorhandenen Entziindungspro-
zesses aus. Der Schweregrad des BOAS liess sich aber nicht
mit dem VEGF-Wert korrelieren, was einer anderen Forscher-
gruppe mit dem Nachweis von Tumor-necrosis-factor und
verschiedenen Interleukinen gelang.” Es wire interessant zu
untersuchen, wie diese Entziindungsmediatoren kurzfristig
auf eine Belastungsprobe reagieren wiirden.

Der VEGF-Anstieg reiht sich ein in eine Serie von Metho-
den, welche zwar sensitiv, aber nicht spezifisch sind. Das
heisst, dass ein Anstieg des VEGF-Wertes einfach anzeigt,
dass der Patient eine Sauerstoffschuld eingeht, diese aber
nicht zwangsweise den oberen Atemwegen zugeordnet wer-
den kann. So verhalten sich auch zum Beispiel einfache
Lauftests, die Ganzkérperplethysmographie oder Untersu-
chungen zu Schlafstérungen bei brachycephalen Hunden.
1721 Die Spezifitit ist also gering. Andererseits darf man
angesichts der augenfilligen Unterschiede im Phinotyp der
beiden untersuchten Gruppen die Schlussfolgerung zichen,

dass der VEGF-Anstieg bei Abwesenheit anderer Kreislauf-
probleme der Kopfform geschuldet ist. Fiir die klinische
Umsetzung bedeutet dies, dass die zu untersuchenden Hun-
de frei von Herz- oder anderen Kreislaufbeschwerden sein
sollten, damit der hier vorgestellte Test seinen Zweck erfiillt.

- Auf der Suche nach nachweisbaren Parametern zur Objek-
e : tivierung einer mdglichen Sauerstoffschuld bei brachy-
L ' cephalen Hunden mussten wir feststellen, dass das EPO
5 nicht geeignet war. Die Basalwerte der Gruppe der
; , MC-Hunde verinderten sich von einer Messwoche zur an-
= : — deren, die Gruppe der BC-Hunde hatten sogar leicht tiefe-
- “ j T : re Ausgangswerte als die Gruppe der MC-Hunde, wobei
£ - 3 3 diese Unterschiede als nicht signifikant beurteilt wurden (p
g B = 0,192). Auch 4 Stunden nach der physischen Akrivitit
i stiegen die Werte in beiden Gruppen nicht an (p = 0,886
3 resp. 0,997). Dies entsprach nicht den Erwartungen eines
O fiir die Klinik einsetzbaren Indikators fiir Hypoxie.
B = = B

Basal (BC vs MC) 0 Std (BC vs MC) 2 5td (BC vs MC) 4 Std (BC vs MC)

Abbildung 4: Boxplots der Erythropoetin (EPO)-Werte in mU/ml der brachycephalen

Hunde (BC, rot) und der mesocephalen Hunde (MC, griin) vor (basal), unmittelbar nach
Lauftest (0 Std) und nach 2 Stunden (2 Std) resp. 4 Stunden (4 Std).

Tabelle 4: Auswahl aus den Post-Hoc-Resultaten (Tukey-Test) des Vergleichs von mesocephalen (MC) und brachycephalen (BC) Hunden - Kontraste der
Messwerte genommen nach unterschiedlichen Blutentnahmezeiten gegentiiber den Basalwerten
(sign. = Signifikanzwerte: * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001)

VEGF EPO
p-Wert sign. p-Wert sign.
Basalwert der BC-Hunde Basalwert der MC-Hunde 1,000 0,192
Kontraste gegeniiber dem Basalwert der BC-Hunde p-Wert sign. p-Wert sign.
Basalwert der BC-Hunde Werte nach 0 Std der BC-Hunde 0,432 0,996
Basalwert der BC-Hunde Werte nach 2 Std der BC-Hunde 0,013 ** 1,000
Basalwert der BC-Hunde Werte nach 4 Std der BC-Hunde <0,0001 *Ex 0,969
Kontraste gegeniiber dem Basalwert der MC-Hunde
Basalwert der MC-Hunde Werte nach 0 Std der MC-Hunde 1,000 0,936
Basalwert der MC-Hunde Werte nach 2 Std der MC-Hunde 0,999 0,982
Basalwert der MC-Hunde Werte nach 4 Std der MC-Hunde 0,886 0,997
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EPO wird als Reaktion auf Hypoxie gebildet und regt die
Bildung von Erythrozyten und Retikulozyten an.4 EPO
wird dabei zumindest beim Menschen als unzuverlissiger
Parameter zur Messung des Akutzustandes der Blutbildung
und der Niere angeschen. Vielmehr wird EPO nur perio-
disch bestimmt, um die Fihigkeit der Niere hinsichtlich der
Erythropoese zu evaluieren.!¢ Die Wirkung von EPO auf
die Bildung von humanen Erythrozyten respektive deren
Vermehrung wird frithestens nach 7-10 Tagen, in den meis-
ten Fillen erst nach 3 bis 6 Wochen beobachtet.”” Es ist also
nicht erstaunlich, dass das offenbar relativ langsam ausge-
schiedene und triige wirkende EPO nicht auf unsere Akut-
belastung reagierte. Es zeichnet eher ein mittelfristiges und
sehr individuelles Abbild von Belastung und folgendem
Sauerstoffbediirfnis ab. In diesem Zusammenhang darf
man auch den Trend zum leichten Anstieg der EPO-Werte
bei den MC-Hunden stellen. Die Beagle stammten aus einer
Versuchsabteilung der Industrie und hatten dort offenbar
wenig Bewegung. Nach der Ubergabe in unsere Versuchs-
reihe wurden den Hunden Auslauf und Bewegung geboten,
was theoretisch die EPO-Bildung angeregt haben kénnte.
Ein ihnliches Verhalten wurde beobachtet, wenn Men-
schen? oder Hunde® saisonal bedingt sich wihrend lingerer
Zeit auf verschiedenen Héhen iiber Meer aufgehalten ha-
ben. Im Weiteren lassen die Individualwerte der Beagle den
Schluss zu, dass es zwischen den Tieren grosse Streuungen
von 5-55 mU/ml gab, was andere Forschungsgruppen mit
Werten zwischen 1,3 und 23 mU/ml auch schon beobachtet
hatten.®26 Etwas erstaunlich ist die Tatsache, dass die
BC-Hunde tendenziell tiefere EPO-Basalwerte aufwiesen
als die MC-Hunde. Man miisste annechmen, dass eine chro-
nische Sauerstoffschuld der kurznasigen Hunde nach mo-
lekulirer Kompensation ruft. Es ist durchaus méglich, dass
sie wegen ihrer Kopfform in ihrem angestammten Umfeld
gar nie in ausreichend physisch belastet wurden und deswe-
gen eine EPO-Expression nicht zustande kam. Von den
Versuchshunden der MC-Gruppe hingegen war keine Vor-
geschichte bekannt, so dass der im Vergleich zur Gruppe
der MC-Hunde héhere EPO-Basalwert auch Ausdruck ei-
ner Belastung durch die vorgingig durchgefiihrte For-
schung darstellen kénnte.

Die vorgestellte Studie weist einige Limitationen auf. Zu
nennen sind die Unterschiede in der Haltung. Die MC-Hun-
de stammten aus dem Labor und hatten es im Rahmen der
Versuchsreihe mit einer neuen Umgebung und Betreuern
zu tun. Sie gewdhnten sich im Rahmen der Wiederholbar-
keitsstudie ans Laufen und die Untersucher, weswegen der
vierte Messtag am ehesten einer gewissen Normalitit ent-
sprach und deswegen zum Vergleich mit den BC-Hunden
ausgewihlt wurde.

Im Weiteren waren die Aussentemperaturen an den Mess-
tagen nicht exake gleich hoch. Dies kénnte insbesondere bei
den BC-Hunden zu einer verstirkten thermoregulativen
Aktivitdt durch Hecheln, einer damit verbundenen gerin-
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geren Sauerstoffversorgung des Kérpers und somit zu er-
héhter Expression von VEGF und EPO gefiihrt haben. All
diese Faktoren beeinflussten die Wiederholbarkeitsstudie
negativ. Bei unterschiedlich grossen Hunden musste eine
angepasste Geschwindigkeit eingehalten werden, damit die
Tiere nicht in Galopp gingen. Es ist nicht erwiesen, dass
durch dieses Prozedere eine vergleichbare physische Belas-
tung erreicht wird. Wir empfehlen eine maximale Laufdau-
er von 10 Minuten, da gerade brachycephale Hunde iiber
lingere Distanzen ansonsten in eine lebensbedrohliche
Hyperthermie und Hypoxie geraten konnten.

Die Untersuchung zweier indirekter Hypoxiemarker ergab
schlussfolgernd, dass fiir die EPO-Messung bei beiden
Gruppen keine auswertbaren Verinderungen nach der phy-
sischen Belastung gefunden wurden. Der VEGF-Anstieg
war dagegen unterschiedlich zwischen MC- und BC-Hun-
den. Der bei brachycephalen im Vergleich zu mesocephalen
Hunden stirkere VEGF-Anstieg 4 Stunden nach der Belas-
tung kann daher zur Quantifizierung des Grades der
Brachycephalie beitragen. Die vorgestellte Messmethodik
ist fiir die Hunde zumutbar und stressfrei umzusetzen. Um
zur Zuchtzulassung und zu Fragen des Tierschutzes heran-
gezogen werden zu kénnen, miisste im Vergleich zu Refe-
renzmethoden ein Grenzwert eines prozentualen Anstieges
etabliert werden.
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Développement temporel des
marqueurs de I'hypoxie chez

les chiens brachycéphales et
mésoceéphales aprés un exercice
physique de courte durée

Afin d’objectiver la dette en oxygene chez les chiens atteints
du syndrome obstructif respiratoire des races brachycéphale,
huit chiens mésocéphales ont été soumis a un test de course
de courte durée pendant quatre jours et huit chiens brachy-
céphales pendant un jour. Des échantillons de sang ont été
prélevés avant et immédiatement apres l'exercice et apres 2
et 4 heures pour évaluer l'oxygénation cellulaire. A cette fin,
deux marqueurs d’hypoxie disponibles, le facteur de crois-
sance de l'endothélium vasculaire (VEGF) et I'érythropoié-
tine (EPO), ont été mesurés. La répétabilité des mesures a
été vérifiée chez les chiens mésocéphales. Alors que la mesure
du VEGF était répétable sur les 4 jours de mesure, la mesure
de PEPO ne Iétait pas. Les valeurs basales de VEGF des
chiens mésocéphales et brachycéphales ne différaient pas
(7,6 £ 4,4 pg/ml et 6,9 + 4,0 pg/ml, respectivement). La
mesure effectuée 4 heures apres le test de course a montré
des différences significatives. La valeur du VEGF chez les
chiens mésocéphales a augmenté de 42% pour atteindre
10,8 + 4,7 pg/ml, tandis que chez les chiens brachycéphales,
elle aaugmenté de 220 % pour atteindre 22,1 + 15,3 pg/ml.
Les mesures de 'EPO ont montré une différence significa-
tive entre les chiens mésocéphales et brachycéphales a tous
les moments de la prise de sang. La valeur basale chez les
chiens mésocéphales était environ trois fois plus élevée que
chez les chiens brachycéphales (30,1 + 22,6 mU/ml contre
11,4 £ 3,5 mU/ml). Cependant, la différence n’était pas si-
gnificative en raison de la grande dispersion chez les chiens
mésocéphales (p > 0,05). Contrairement a la valeur du
VEGEF, la valeur de ’EPO n’a pas changé au cours de la
période de mesure. L'étude montre que la méthode présen-
tée avec la valeur du VEGF peut étre utilisée a des fins

scientifiques et d’élevage.

Mots clés: Chien, test sanguin, brachycéphalie, dette en
oxygéne, procédure de test, VEGF

Evoluzione temporale dei marker
di ipossia in cani brachicefali e
mesocefali dopo un breve sforzo
fisico

Per oggettivare il debito di ossigeno nei cani affetti da sin-
drome delle vie aeree superiori brachicefaliche, 8 cani me-
socefali sono stati sottoposti a un breve test di corsa in 4 gi-
ornate di prova, mentre 8 cani brachicefali sono stati
testati in una singola giornata. Sono stati prelevati campio-
ni di sangue prima e immediatamente dopo lo sforzo, non-
ché dopo 2 ¢ 4 ore, al fine di valutare 'apporto di ossigeno
a livello cellulare. A tal fine, sono stati misurati due marker
di ipossia disponibili: il fattore di crescita dell’endotelio
vascolare (VEGF) e leritropoicetina (EPO). La ripetibilita
delle misurazioni & stata verificata sui cani mesocefali. E
stato osservato che la ripetibilitd della misurazione del
VEGEF ¢ garantita nei 4 giorni di prova. Tuttavia, la ripeti-
bilita della misurazione del’EPO non & stata confermata. I
valori basali di VEGF nei cani mesocefali e brachicefali non
hanno mostrato differenze significative (risp. 7,6 + 4,4 pg/
mle 6,9 + 4,0 pg/ml). Tuttavia, la misurazione effettuata 4
ore dopo il test di corsa ha rivelato differenze significative.
Nei cani mesocefali, il valore di VEGF & aumentato del
42 %, raggiungendo 10,8 + 4,7 pg/ml, mentre nei cani bra-
chicefali ¢ aumentato del 220 %, raggiungendo 22,1 + 15,3
pg/ml. Le misurazioni del’ EPO hanno mostrato differenze
significative in tutti i momenti di prelievo tra i cani meso-
cefali e brachicefali. I valori basali di EPO nei cani meso-
cefali erano circa tre volte superiori a quelli dei cani bra-
chicefali (30,1 + 22,6 mU/ml contro 11,4 + 3,5 mU/ml).
Tuttavia, a causa della grande variabilitd nei cani mesoce-
fali, questa differenza non ¢ risultata statisticamente signi-
ficativa (p > 0,05). A differenza del valore di VEGE, il valo-
re di EPO non ¢ variato nel corso del tempo di misurazione.
Lo studio dimostra che il metodo descritto, insieme alla
misurazione del valore di VEGF, pud essere utilizzato per
scopi scientifici e di selezione genetica.

Parole chiave: cane, esame del sangue, brachicefalia, debito
di ossigeno, metodo di test, VEGF
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