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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Pilotstudie wurden in den
Seren von Hunden mit Panostitis ionisiertes
Kalzium, Kupfer, Zink , Hormone und Amino-
siuren-Profile analysiert. Integriert wurden
zudem Proteinauftrennungen aus Knochen-
biopsien. Aus diesen Untersuchungen gehen
folgende Ergebnisse hervor:Ionisierte Kalzium-
werte, Kupfer-, Zink- und Hormonresultate
(Parathormon, IGF- 1, T3 und T4) befanden
sich im Referenzbereich. 11 von 23 Amino-
sduren im Serum der Panostitis-Hunde zeigten
signifikant (P=0.05) erhéhte Werte. Mit Hilfe
der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese konnte
im Uberstand der mit SDS vorbehandelten
Knochenbiopsien simtlicher Panostitispatien-
ten eine Doppelbande mit einem MG von
39000 D aufgetrennt und dargestellt werden.
Alle Referenzhunde zeigten an dieser Stelle nur
eine Einfachbande.Vermutlich auf Grund einer
chemischen Blockierung des N-terminalen
Endes war es nicht moglich, die Proteine der
Doppelbande vom N-terminalen Ende her
beziiglich threr Aminosiuren zu sequenzieren.
Die Natur dieser Doppelbande ist uns bis jetzt
unbekannt. Die Aetiologie der Panostitis konnte
somit im Rahmen dieser Arbeit nicht restlos
verifiziert werden. Der Protein- bzw. Amino-
sauren-Stoffwechsel der an Panostitis erkrank-
ten Hunde aber scheint tatsichlich verandert zu

sein.

Schliisselworter: Panostitis — Hund - Atio-
pathogenese — Labordiagnostik — Proteinstoff-
wechsel
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Canine panosteitis: an idiopathic bone
disease investigated in the light of a new
hypothesis concerning pathogenesis.

Part Two: Biochemical aspects and investi-
gations

The pilot study included serum analysis of ion-
ized calcium, copper, zinc, various hormones
and amino acid profiles from dogs affected with
panosteitis, as well as protein electrophoresis
performed on bone biopsies. Results of these
analyses are as follows: ionized calcium, copper,
zinc and hormones (parathyroid hormone,
IGF-1,T3 andT4) were within reference ranges.
Eleven of 23 serum amino acids from panoste-
itis-affected dogs were found to be significantly
increased (P=0.05). SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis performed on bone biopsies,
which were pretreated with SDS, resulted in a
double band of 39,000 D molecular weight in
all panosteitis-affected dogs. Similar studies in
control dogs resulted in a single band in this re-
gion. Attempts at amino acid sequencing from
the N-terminal of the proteins in this double
band region were unsuccessful. A chemical
interference at the N-terminal end of these
proteins was suspected. The composition of this
double band is as yet unknown. The etiology of
panosteitis could therefore not be definitively
verified. However, it does appear that protein-
or amino acid metabolism is affected in dogs

with panosteitis.

Key words: panosteitis — dog — pathogenesis —
laboratory diagnosis — protein metabolism
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Einleitung

Seit Gratzl 1951 die Panostitis des Hundes erstmals
beschrieb, wurden grosse Anstrengungen unter-
nommen, das Wesen dieser kryptogenetischen
Skeletterkrankung zu erforschen. Dennoch ist bis
zum heutigen Tag die Actiopathogenese nicht
geklirt. Die Panostitis, eine kryptogenetische
Skeletterkrankung beim Junghund, wurde im
Blickwinkel einer eigenen empirischen itiopatho-
genetischen Hypothese untersucht. Auf Grund
langjahriger klinischer Beobachtungen muss das
Auftreten der Krankheit in engem Zusammenhang
stehen mit dem kommerziellen Autkommen der
verschiedenen «eiweissangereicherten Hochener-
giefutter». Diese Mutmassung ldsst sich hypothe-
tisch auch erkliren und die Krankheit demzufolge
mit dem Begriff «Ossires Kompartimentsyndrom»
umschreiben. Unsere Hypothese moniert, dass ein
Proteintiberschuss durch seine osmotische Wir-
kung ein intraossires Odem verursacht, das im
starren, nicht dehnbaren Kompartiment Knochen
zu einer medulliren Druckerhdhung und zur
Kompression der Blutgefisse fiihrt. Die resultie-
rende ossire Ischimie verursacht eine gestorte
Trophik, unzulingliche metabolische Verhiltnisse
(ungentigende Sauerstoftversorgung, mangelhafte
Nihrstoffzufuhr, lokale Azidose, unzureichender
Metabolitenabtransport,lokal entgleiste biochemi-
sche Vorginge usw.), fiihrt zu lokal entziindlichen
Prozessen und leitet somit einen Circulus vitiosus
ein. Gleichzeitige physische Uberbeanspruchung
des Junghundes und ein dadurch erhohter Meta-
bolismus verschirft dariiberhinaus das Krankheits-
geschehen.

Im Rahmen einer vorgingigen klinischen Studie
wurden Panostitispatienten und gesunde Hunde
mit modernen diagnostischen Methoden unter-
sucht, um die Atiopathogenese dieser kryptogene-
tischen Junghundeerkrankung wissenschaftlich zu
ergriinden (Andres et al., 1996; Schawalder et al.,
1996; Schawalder et al., 2002).

So konnte mittels Osteomedullographie bei
samtlichen untersuchten Panostitispatienten die
6dem- und druckbedingte Inkommodierung der
medulliren Blutzirkulationsverhiltnisse aufgezeigt
und dariiberhinaus auch volumindse, extraossire,
subperiostale  Hohlraumfuillungen  beobachtet
werden. Mit der MRI-Untersuchungen konnten
bei 2 Patienten das Knochenmarks- und gleich-
zeitig vorhandene Periostoedem aufgezeigt wer-
den. Mittels Gadolinium und gleichzeitiger Fett-
suppression konnte demonstriert werden, dass das

! Der Wirkstoff Benzopyron ist als Cumartrin®,
(Firma Diavet, CH-8806 Bich) im Handel
erhiltlich.

Kontrastmittel bei Panostitis- Hunden die Blut-
gefisse verlasst und sich diftus im Exrazellulirraum
verteilt (Andres et al., 1996; Schawalder et al., 1996;
Stoupis et al., 1995). Die gemessenen intraossiren
Drucke (IOP) waren bei simtlichen Panostitispa-
tienten pathologisch erhoht.

Kontrollierte Therapieversuche mit Benzopyron
(Cumartrin®!, 2—4 mg/kg) haben bei allen unter-
suchten Hunden eindriicklich das Verschwinden
des Knochenmarkoedems nach Behandlung mit
Benzopyron veranschaulichen kénnen.

Die Tatsache, dass durch die alleinige proteolytische
Wirkung des Wirkstoffs Benzopyron (Petho, 1981)
die Panostitis in der Regel innerhalb von Tagen
klinisch zur Abheilung gebracht werden konnte,
schien fiir die Richtigkeit unserer Eiweiss-Hypo-
these zu sprechen. Zumindest zeigten die Thera-
pieerfolge auf, dass «Eiweisse» eine wesentliche
Rolle in der Aetiopathogenese der Panostitis
spielen missen. Aus diesem Grund wurden auch
biochemische Aspekte zum Problemkreis «Panosti-

tis» untersucht.

Biochemische Aspekte im Umfeld der
Panostitis

Der Kalziumgehalt im Futter und dessen Auf-
nahme ist fir eine normale Entwicklung der
enchondralen Ossifikation wichtig (Hazewinkel et
al., 1991). Ein erhohter Kalziumgehalt im Futter
allerdings beeintrichtigt diesen Prozess und be-
glinstigt die Ausbildung von Osteochondrosen bei
jungen Hunden der grossen Rassen (Hazewinkel et
al., 1985). Der Kalziumstoftwechsel wird endokrin
reguliert — vor allem durch Parathormon,Vitamin
D und Calcitonin — und steht mit anderen Spuren-
elementen wie z.B. Kupfer und Zink in starker
Wechselwirkung. Um den Kalziumstoftwechsel als
Ursache einer Panostitis ausschliessen zu konnen,
ist vor allem das ionisierte, freie Kalzium von Inter-
esse. Kupfer ist wichtig bei der Synthese von
Elastin und Kollagen (inter- und intramolekulare
Vernetzungen). Deshalb kann ein Kupfermangel zu
Skelettdeformationen fiihren. Durch Interaktionen
kénnen hohe Molybdin-, Sulfat- oder Kalzium-
Konzentrationen einen Kupfermangel bewirken.
Es handelt sich hier um eine negative Wechsel-
wirkung zwischen Kalzium, Molybdin, Sulfat und
Kupfer (Scheunert und Trautmann, 1987). Eben-
falls existiert eine negative Interaktion zwischen
Kalzium, Cadmium und Zink. Hohere Kalzium-
Konzentrationen konnen den Zinkmangel ver-
schirfen. Ein hoher Cadmium-Gehalt kann die

Zink-Resorption hemmen und Bindungsstellen
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im Zink-Transportsystem besetzen oder auch
zinkhaltige Enzyme aktivieren (Scheunert und
Trautmann, 1987).

Jungtiere weisen generell eine hohere Sekretions-
rate der Schilddriisenhormone auf als erwachsene
Tiere. Dies kann mit einer erhohten Stoffwechsel-
anforderung wihrend des Wachstums in Zu-
sammenhang gebracht werden. Ebenso bewirkt
ein hoher Proteingehalt im Futter eine erhohte
Ausscheidung von Schilddrissenhormonen und
fiihrt zu einer vermehrten Wirmeabgabe der Tiere
(Scheunert et al., 1987). Eine erhohte Energie-
aufnahme wihrend der Wachstumsphase von Dog-
gen erhoht die Konzentration der zirkulierenden
Schilddriisenhormone, die bekannterweise auch
eine essentielle Rolle im Protein- und Energie-
stoffwechsel spielen, signifikant (Blum et al., 1992).
Das Parathormon vermehrt und stimuliert die
Osteoklasten an der Knochenoberfliche und fithrt
zur Osteolyse (Scheunert et al., 1987; Brody, 1994,
Berger et al., 2001). Bei Hunden mit Panostitis
geschieht gerade der gegenteilige Effekt; es kommt
zu Knochenzubildungen im Knochen, wobei es
sich selten um reifen Lamellenknochen, sondern
um zellreichen Geflechtknochen und Fibroplasien
handelt (Baumann et al., 1951; Cotter at al., 1968;
Hardy etal., 1969;Boehning et al., 1979; Burt et al.,
1972; Clauss, 1991). Diese Tatsache konnte durch
erniedrigte PTH-Konzentrationen im Blut erklirt
werden oder durch den anabolen Effekt, den PTH
in niedriger Menge ausiiben kann.

Unter dem Einfluss von Wachstumshormonen
werden in der Leber Somatomedine (speziell der
insulinahnliche Wachstumsfaktor-1,IGF-1) produ-
ziert, die eine wachstumstordernde Wirkung auf
Knorpel und Knochen austiben. Die Konzen-
tration von IGF-1 ist gemiss NAP et al. (1993b)
wihrend des Wachstums jedoch konstant und ohne
Korrelation zum Wachstumshormon. IGF-1 ist
der wichtigste Mediator des Wachstumshormons
(Hazewinkel et al., 1985). Neben der Leber wird
IGF-1 in der Epiphysenfuge synthetisiert und
stimuliert dort die Chondrozytenproliferation und
-differenzierung. Bei ad libitum geflitterten jungen
Doggen wird eine erhohte Konzentration an zir-
kulierendem IGF-1,T3 und T4 beobachtet und ein
kausaler Zusammenhang mit Osteochondrosen
vermutet (Blum et al.,1992). Nap et al. (1993a)
haben dargestellt, dass eine proteinreiche Fiitterung
beziiglich der Entwicklung von Osteochondrosen
keine Rolle spielt, dass aber verschiedene Protein-
gehalte im Futter einen signifikanten Unterschied
von IGF-1 und Wachstumshormon bei Welpen der
Deutschen Dogge bewirken. Die Proteinaufnahme
beeinflusst jedoch via IGF-1 sowohl den Kalzium-
Metabolismus als auch die Wachstumsgeschwin-
digkeit (Hazewinkel et al.,1985). Die Untersu-

chung der Aminosaurenprofile dringt sich auf, weil
bei tibermissiger Fiitterung von Proteinen eine
Stérung des Protein- bzw. Aminosiurenmetabo-

lismus denkbar ist.

Tiere, Material und Methoden
Tiere

Das mehrschichtige Patientengut und die durchge-
fiihrten Untersuchungen sind der Ubersichtlich-
keit halber in Tabelle 1 zusammengestellt. Als
Referenzwerte wurden Seren von 34 (je nach
Untersuchung bis 92) zufillig ausgewihlten,
gesunden Hunden der mittelgrossen bis grossen
Rassen im Alter ab 5 Monaten mit einer Ge-

schlechtsverteilung von annihernd 1:1 analysiert.

Laboruntersuchungen

Im Rahmen der durchgefiihrten biochemischen
Untersuchungen wurden auch Laboruntersuchun-
gen wie Chemieprofil, Himatologie, Lactat-Be-
simmung im Serum, Eiweisselektrophorese,
Lactat, pH-Messungen im Knochenmarksaspirat
und auch histologische Untersuchungen der
Knochenbiopsien durchgeftihrt (Jutzi, 1996). Fiir
die Analysen der Mengen- und Spurenelemente,
der Hormone und der Aminosiuren wurde Serum
benétigt. Das Vollblut wurde vor der fiir die intra-
ossire Druckmessung erforderlichen Narkose
entnommen. Die Hunde waren somit mindestens
12 Stunden gefastet. Als Kontrolle wurden in Seren
von 50 Referenzhunden und sieben Panostitis-
Hunden Aminosiuren-Profile analysiert und ei-
nander gegentibergestellt. Ebenfalls wurde an
einem Patienten nach Beendigung der 100-tigigen
Therapie mit Benzopyron ein Aminosiure-Profil
als Kontrolle durchgefiihrt.

Untersuchungen am Knochen

Knochenbiopsien wurden bei 4 Panostitis-Hun-
den mit dem Straumann Medical-Biopsie-Set® mit
einer Hohlfrise im Bereich der proximalen Meta-
physe des Femurs oder des Humerus entnommen.
Die Knochenbiopsien wiesen einen Durchmesser

von 4 mm auf.

Biochemische Untersuchungen

Zur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) wurden im Rahmen dieser Arbeit die
Kammern, Gerite und Chemikalien von BioRad
verwendet. Die Methodik wurde von Laemmli
(1970) entwickelt. Es wurden Gele aus 12%iger
Polyacrylamid-Losung gegossen (BioRad). Neben
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Tabelle 1: Zusammenstellung des Patientenguts und der durchgefiihrten Untersuchungen sowie der unterschiedlich grossen, gesunden Referenz-
Hunde-Populationen in den Alters- und Rassekategorien wie die Panostitis-Patienten ((2),(3),(4,(3) Bei den Mengen- und Spurenelementen wurden
unterschiedlichenweise Calcium (hellgrau), ionisiertes Calcium (mittelgrau) sowie Kupfer und Zink (dunkelgrau) bestimmt.

Untersuchungsgut Laboruntersuchungen Knochenmarks-| Knochenbiopsie
aspiration
S =
N =}
2 ‘33 . % ) L
5 TI8| £ Fig ;| g[8k al, B
2 B2 2 i2© 20 |E|2% glo|s 287
15} 218 |a8 g4 e~ 2| 28¢ Q<EB“N=
- E| 5|28 %85 |s|Exc|8|5d8|s <% |TGEEE
g | B 25 |2%| 54T | 9|EES|E|322| %z -‘*Eé‘égéﬂg
Z |& O|Z [@s| 240 |J|T&E|<|FAE|I || E|3|SH<2E
1 | DSH, m., 9 Mte. X | X | X X
2 | Jugosl.Schiferh., m., 1 J. X | X | X X
3 | I'Setter, m., 7 Mte. X | X | X X X X
4 | Appenz.bastard, w., 7 Mte. X | X | X X X
5 | Appenz.bastard, w., 9 Mte. X | X | X X
6 | Neufundlinder, w., 9 Mte. X | X | X X X | X X X | X
7 | Bernhardiner, m., 1 J. X | X | X X X X
8 | BSH, w., 7 Mte. X | X | X X X | X X
9 | DSH, m., 13 Mte. X | X | X X X
10 | DSH, m., 14 Mte. X [ X | X X X X X
11 | Labrador, w., 7,5 Mte. X [ X | X | X[|X|[X |X X X X X
12 | Labrador, m., 14 Mte. X | X | X X X X X
13 | DSH, m., 8 Mte. X | X | X | XXX | X X X X X[ X|X|X
14 | DSH, w., 11 Mte. X [ X | X | X[ XX |[X X X X X
15 | DSH, m., 12 Mte. X | X | X | XXX | X X [2X X | X
16 | Leronberger, m., 12 Mte. X | X | X [2X| X[ X | X X [2X X | X| X X
gesunde Referenzhunde 17M 170 (341 342 144 924 (506 2

den Hunden mit Panostitis wurden ein genau
definierter Standard und auch Untersuchungs-
material mindestens eines Referenzhundes auf-
getragen, um einen eventuellen Unterschied zwi-
schen einem Hund mit Panostitis und einem

gesunden Hund feststellen zu kénnen.

Zum Semi-Dry-Transfer

Das Untersuchungsmaterial eines Panostitis-Pa-
tienten (Patient Nr. 4) wurde konzentriert (7X
20 wl) auf ein 12% Mini-Gel aufgetragen und bei
ca. 30 mA eine Stunde aufgetrennt und anschlies-
send mit der Semi-Dry-Transfer-Methode trans-
feriert. Die zwei Banden der Doppelbande (MG
ca. 40000 D) wurden einzeln mit einer scharfen
Klinge ausgeschnitten. Anschliessend wurde eine
Aminosiuren-Sequenzierung nach Edman durch-
geflihrt.

Aminosauren-Sequenzanalyse nach Edman

Mittels Aminosiuren-Sequenzanalyse nach Edman
(1956) konnten die Aminosiuren der doppelt

erscheinenden Proteinbande aufgeschliisselt wer-

den.Der N-terminale Abbau eines Proteins mit der
Edman-Methode kann heute routinemissig und
vollstindig automatisiert durchgefiihrt werden. Fiir
jede abgespaltene Aminosiure konnte ein eigenes
HPLC-Chromatogramm erhalten werden (Leng-
weiler, 1995). Analysiert wurden die zehn ersten
N-terminalen AS der zwei Banden der Doppel-
bande vom Patienten Nr. 4.

Die Aminosiuren in 1.Wahl konnten als die wahr-
scheinlichste Reihenfolge angesehen werden. An-
hand der 10 N-terminalen Aminosiuren konnte
mittels einer Datenbank versucht werden, das

Protein zu identifizieren.

Statistik

Mit Hilfe der multiplen Varianzanalyse und dem t-
Test (SAS System, mit Programm «General Linear
Models Procedure») wurden die Einfliisse Panosti-
tis, Geschlecht, Rassen, Alter, (Altersklassen 5-8
Mt., 9-12 Mt., ab 13 Mt.) und Interaktionen
zwischen Alter und Rasse getestet. Ausgewertet
wurden Mittelwert, Standardabweichung und
Standardfehler (SEM). Die Irrtumswahrscheinlich-
keit wurde bei P= 0.05 festgelegt.
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Ergebnisse

Laboruntersuchungen im peripheren Blut

Chemieprofile, hamatologische Untersuchungen
und Eiweisselektrophorese

Diese Untersuchungen erbrachten keine Resul-
tate, die zur Untermauerung unserer Hypothese
von Relevanz gewesen wiren. Die Panostitishunde
vermochten sich statistisch nicht von der gesunden

Kontrollgruppe zu unterscheiden.

Mengen- und Spurenelemente

Bei den Mengen- und Spurenelementen inte-
ressierte vor allem das ionisierte Calcium. Die Er-
gebnisse von 6 Panostitis-Patienten zeigten im
Vergleich zu gesunden Hunden keine signifikanten
Unterschiede (P= 0.071).

Auch die Konzentrationen von Kupfer (Cu) und
Zink (Zn) wiesen zwischen Patienten und ge-
sunden Hunden keine signifikanten Einfliisse von
Alter, Rasse und Geschlecht auf. (vgl. Tab. 3).

Tabelle 2: ionisiertes Kalzium. Die bei Panostitis-Patienten gewonnenen Werte werden mit den gesunden Kontrollen

verglichen. Der Unterschied ist statistisch nicht signifikant.

Kontrolle (n=34) Panostitis (n=6) einf.Varianzanalyse

Mittelwert SEM Mittelwert SEM P-Werte
Ca ion. (mmol/1) 1.35 0.04 1.52 0.08 0.07
Caion/Ca tot (%) |50 1.18 54.7 2.18 0.17

Tabelle 3: Kupfer- und Zink-Resultate. Die bei Panostitis-Patienten gewonnenen Werte werden mit den gesunden
Kontrollen verglichen. Die Unterschiede sind fiir Cu und Zn statistisch nicht signifikant.

Kontrolle (n=88) Panostitis (n=9) Varianzanalyse (P-Werte)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM Panostitis |Sex | Alter |Rasse
Cu (pmol/l) |8.7 0.21 8.6 0.6 0.88 0.13 1030 [0.54
Zn (umol/l) [12.5 0.21 11.9 0.8 0.40 0.10 [0.78 10.20
Hormone Bezug auf das Alter aufgezeigt werden (siche
Bei IGF-1 und T3, nicht aber bei PTH und T4,  Tab. 3). Die IGF-1- und T3-Mittelwerte waren
konnten statistisch  signifikante Unterschiede  altersabhingig. Je jinger die Hunde desto hoher

zwischen Patienten und gesunden Hunden fest-
gestellt werden. Wihrend IGF-1 einen statistisch
signifikanten Einfluss beziiglich Geschlecht, Rasse

und Alter zeigte, konnte bei T3 nur ein solcher in

waren die ermittelten Werte. Beziiglich IGF-1
zeigten die Riiden signifikant hohere Werte als die
Hiindinnen. Im Vergleich zu den DSH zeigten die
Retriever hohere IGF-1-Mittelwerte.

Tabelle 4: Zusammengestellte Resultate der Hormonanalysen. Nur beziiglich Alter, Rasse und Geschlecht konnten

signifikante Interaktionen aufgezeigt werden.

Kontrolle (n=92) Panostitis (n=7) Varianzanalyse (P-Werte)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM Panostitis |Sex |Alter |Rasse
PTH 0.46 0.03 0.63 0.2 0.28 0.48 [0.74 ]0.54
(pmol/1)
IGF-1 439 27.6 428 54 0.83 0.024 {0.014 |0.014
(ng/ml)
T3 1.52 0.06 1.75 0.14 0.19 0.19 [0.04 [0.07
(nmol/1)
T4 32.4 1.1 27.4 3.2 0.14 0.25 [0.82 [0.26
(nmol/1)

Aminosauren-Profil

Bei 11 von 23 Aminosiuren konnte mit multipler
Varianzanalyse und t-Test ein statistisch signifikan-
ter bis hoch signifikanter Unterschied (P<0.05)
zwischen Panostitis-Patienten und gesunden Hun-
den aufgezeigt werden (Tab. 5).

Bei Patient Nr.4 (vgl. Tab. 1) waren wihrend des
akuten Panostitis-Krankheitsgeschehens Glycin,
Arginin und Threonin im Vergleich zu gleichaltri-

gen Referenzhunden erhoht. Nach einer 100 Tage
dauvernden Therapie mit Benzopyron wurden
wiederum im Vergleich zu den gleichaltrigen
Referenzhunden Threonin Tyrosin, Valin, Methio-
nin, Isoleucin und Leucin in erhohtem, Taurin und
Hydroxyprolin in erniedrigtem Masse ermittelt.

Ein signifikanter Einfluss konnte auch beziiglich
Alter bei Asparaginsiure, Glutaminsiure und Aspa-

ragin und beziiglich Rassen bei Arginin festgestellt
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Tabelle 5: Zusammenstellung der ermittelten freien Aminosduren im Serum bei Panostitis-Patienten und gesunden
Kontrolltieren. Die signifikant abweichenden Werte sind markiert und fettgedruckt.

Kontrolle Panostitis Varianzanalyse (P-Werte)
Mittelwert |SEM | Mittelwert |SEM |Panostitis | Alter Rasse |Interaktion

ASP 46 1.9 42 2.2 0.38 0.004 0.99 0.06
GLU 174 6 160 5.2 0.39 0.0003 |0.73 0.027
OH-PRO | 1870 16 223 44 0.45 0.28 0.5 0.11
ASN 156 6 171 13 0.37 0.006 0.31 0.19
SER 477 19 621 46 0.012 0.46 0.78 0.07
GLN 3315 91 3907 207 0.026 0.15 0.14 0.024
GLY 970 42 1264 126 0.020 0.22 0.85 0.08
HIS 268 8.8 317 12 0.047 0.56 0.08 0.075
TAU 340 16.5 304 38 0.45 0.65 0.053 |0.41
ARG 727 23 913 61 0.008 0.14 0.047 |0.014
THR 665 30 881 99 0.018 0.33 0.54 0.2
ALA 1382 61 1821 92 0.014 0.08 0.68 0.006
PRO 769 39 910 68 0.21 0.32 0.58 0.087
TYR 214 7 276 23 0.005 0.95 0.28 0.66
VAL 740 16 810 37 0.14 0.69 0.86 0.62
MET 233 8 285 20 0.039 0.31 0.19 0.36
ILE 282 7.4 292 16 0.65 0.87 0.39 0.93
LEU 581 15 600 39 0.66 0.72 0.62 0.84
NH3 252 9 248 7.8 0.85 0.16 0.9 0.085
PHE 285 9 273 18 0.61 0.85 0.2 0.89
TRP 351 18 300 38 0.33 0.27 0.99 067
ORN 53 2 65 6.6 0.050 0.39 0.44 0.82
LYS 438 19 644 101 0.002 0.71 0.37 0.16

werden (Tab. 5). Je jlinger die Hunde, desto hoher
waren die Mittelwerte der drei AS. Statistisch signi-
fikante Interaktionen zwischen Alter und Rasse
konnten fiir die AS Glutaminsiure, Glutamin,
Arginin und Alanin gefunden werden, wobei die
Zahl der Hunde in den einzelnen Gruppen sehr
klein war und deshalb auf eine weitere Auswertung

verzichtet wurde.

Knochenmarkaspiration

Die bei 5 Panostitishunden im Knochenmark be-
stimmten Totalprotein-Werte waren durchgehend
niedriger als die im peripheren Blut ermittelten.
Dabei ist zu bemerken, dass die Knochenaspiration
im Anschluss an die medullire Druckmessung
durchgefiihrt wurde. Da diese Messung dazumal
methodisch mit einer Spiilung vergesellschaftet war,
muss davon ausgegangen werden, dass es sich bei
diesem Phinomen um einen Verdiinnungsartefakt
handelt. Aus dem gleichen Grund diirfen die stark

streuenden pH-Werte nicht interpretiert werden.

Knochenbiopsie

Histologie
Die histologischen Resultate der entkalkten und

unentkalkten Knochenschnitte entsprachen den
Beschreibungen in der einschligigen Literatur und
sollen deswegen an dieser Stelle nicht erdrtert

werden.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Samtliche 4 Panostitis-Hunde (Nr. 13, 14, 15, 16)
zeigten im Uberstand der mit SDS-vorbehandelten
Knochenbiopsie eine Doppelbande, die mit Zu-
hilfenahme des «Standards» einem Molekular-
gewicht zwischen 31000 und 45000 Dalton zu-
geordnet werden konnte. Den beiden Referenz-
hunden fehlte diese Doppelbande. Sie zeigten
an derselben Stelle lediglich eine Einfachbande
(Abb. 1). Das Molekulargewicht der Doppelbande
konnte mit Hilfe einer Graphik (relative Standard-
linge auf dem Gel versus 10er-Logarithmus der
Molekulargewichte der einzelnen Komponenten
des «Standards») eingeengt und mit 39000 Dalton
bestimmt werden. Nach einer nachfolgenden
Reduzierung mit 1%igem Mercaptoethanol blieb
die Einfachbande der R eferenzhunde erhalten, die
Doppelbande mit dem kleineren Molekularge-
wicht von 39 kD allerdings war verschwunden. Es
blieb ebenfalls nur eine Einfachbande zuriick. Dies

bedeutete, dass das Protein reduzierbar war.
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Abbildung 1: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Im
Uberstand der mit SDS-vorbehandelten Knochenbiopsien
konnte bei allen Panostitis-Hunden eine Doppelbande
(DB) aufgezeigt werden (Siulen 2, 3, 4, 14), wihrend bei
den Referenzhunden (Siulen 5, 6) lediglich eine Einfach-
bande vorlag. Siulen 1 und 9 sind der «Standard».

e — i ™

-
-
—

12 34 5 614

Semi-Dry-Transfer
Wiederum war die Doppelbande auf allen sieben
Sdulen gut sichtbar. Die Trennung der beiden Ban-

den war allerdings nicht ganz scharf.

Aminosiauren-Sequenzierung nach Edman

Die Ergebnisse der einzeln sequenzieten beiden
doppelt erscheinenden Banden und die Erfassung
der N-terminalen Aminosiuren wichen kaum
voneinander ab, sodass mit grosser Wahrschein-
lichkeit angenommen werden kann, dass es sich bei
den beiden Banden um dasselbe Protein handelt.
Um dies zu bestitigen, flihrten wir deshalb die ge-
samten Aminosiuren-Analysen der Proteine dieser
Banden durch. Es wurden somit alle Aminosiuren
der zwei Banden analysiert; auf eine Reihenfolge
musste jedoch verzichtet werden. Auch durch das
Einlesen der Aminosiuren-Sequenz der 2. Bande in
die Datenbank konnte kein Protein identifiziert

werden.

Diskussion

Die Panostitis-Patienten unterschieden sich nach
unseren durchgefiihrten Untersuchungen beziig-
lich der himatologischen Resultate, wie auch des
Chemieprofils statistisch nicht signifikant von den
untersuchten gesunden Tieren. Die Tatsache, dass
lediglich bei 2 Panostitis-Hunden eine absolute
Eosinophilie aufgezeigt werden konnte, zeigt auf,
dass gerade dieses Phinomen, das in der Literatur
immer wieder als nahezu pathognomonische
Krankheitserscheinung und als  Leitsymptom
(Panostitis  eosinophilica) hervorgehoben wird,
diagnostisch tiberbewertet wird. Es darf davon
ausgegangen werden, dass die Eosinophilie die
«Morgenréte der Genesungy, die in der Abheil-
phase jeder lingerdauernden Entziindung zu er-

kennen ist, widerspiegelt.
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Im Hinblick auf unsere dtiopathogenetische Hypo-
these sind einerseits der erkannte signifikante Ein-
fluss der Panostitis auf das Aminosiuren-Profil im
Serum und die entdeckte abnormale Doppel-
bande, die in der SDS-PAGE der Knochenbiopsie
bei allen Panostitishunden ersichtlich wurde, von
zentralem Interesse.

Der Diskussion des Aminosiurenprofils muss vor-
angestellt werden, dass die Futtermittel beziiglich
ihrer Proteine sehr verschieden zusammengesetzt
und teilweise sogar mit AS zusitzlich supplemen-
tiert sind. Allein eine iibermissige und einseitige
Fiitterung konnte somit durchaus zu einer Protein-
bzw. Aminosauren-Imbalance fiihren.

Bei der Suche nach einem gemeinsamen itiopa-
thogenetischen Nenner ist zu bemerken, dass alle
11 bei den Panostitishunden signifikant verinder-
ten AS via Acetoacetyl-CoA oder Succinyl-CoA,
wie auch via Glutamat oder a-Ketoglutarat in den
Zitronensiurezyklus eingeschleust werden. Der
gemeinsame Abbauweg der ermittelten Panostitis-
relevanten 11 AS ist daher ausschliesslich im
Zitronensaurezyklus zu finden. Eine itiologische
Dysfunktion im Zitronensiurezyklus kann aller-
dings ausgeschlossen werden, weil die 12 iibrig-
bleibenden AS, die durch die Panostitis unbeein-
flusst blieben, gleichermassen tiber diesen Zyklus
abgebaut werden.Auch die chemischen Strukturen
der Seitenketten lassen keinen gemeinsamen
Nenner zu, da bei den verschiedenen AS zum Teil
unpolare, aliphatische, wie auch aromatische oder
polare ungeladene, aber auch positiv geladene
Seitenketten vorhanden sind. Ein Defekt beziiglich
Transaminierung ist ebenfalls kaum vorstellbar, da
nur 4 der 11 erhdhten AS transaminiert werden.
Ebenso ist eine Dysfunktion in den spezifischen
Transportcarriern des Darmepithels relativ un-
wahrscheinlich. Ein gemeinsamer biochemischer
Nenner der 11 AS ist also nicht ersichtlich. Auch
in der Humanmedizin ist nichts Vergleichbares
bekannt (Wermuth, 1997; Trechsel, 1997).

Die aufgezeigte generelle Erhohung der freien
Aminosauren in den Seren der Panostitishunde
konnen somit noch nicht schliissig interpretiert
werden. Es kann allerdings immer noch nicht aus-
geschlossen werden, dass durch eine exzessive qua-
litative und/oder quantitative Proteinfiitterung der
Aminosiuren- und Proteinstoffwechsel mitbetrof-
fen sein konnte und dass es sich bei der Panostitis
um eine periphere Imbalance z.B. des Amino-
saurenstoffwechsels mit lokaler Auswirkung in den
langen, juvenilen und entsprechend schnell wach-
senden Rohrenknochen handeln konnte. Auf
Grund dieser Mutmassungen erscheint deshalb
eine Durchfithrung von quantitativen und quali-
tativen Futtermittelanalysen beziiglich Protein-

und Aminosiurenzusammensetzung im Rahmen
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einer prospektiven Studie geradezu unumginglich.
Die Tatsache, dass bei allen vier Panostitishunden,
bei denen eine SDS-Page durchgefiihrt wurde,
eine Doppelbande mit einem Molekulargewicht
von ca. 39000 D aufgezeigt werden konnte, die bei
keinem gesunden untersuchten Hund auftrat, und
die Erkenntnis, dass die Molekulargewichte der
einzelnen dieser doppelt erscheinenden Banden
nur geringe Schwankungen aufwiesen und dass der
Unterschied zwischen den Proteinen dieser Dop-
pelbande klein war, lisst den Schluss zu, dass es sich
nur um eine biochemische Modifikation handelt.
Interessant allerdings ist die Erkenntnis, dass gerade
die heute intensiv diskutierten bekannten Knochen-
proteine, wie z.B. Osteopontin oder Osteonectin
ein Molekulargewicht aufweisen, das sich in einem
dhnlichen Rahmen bewegt, wie die entdeckte
Doppelbande (Agnihotri et al., 2001). Sie konnten
somit in der Aetiopathogenese der Panostitis eine
gewisse Rolle spielen.

Die Hypothese, dass eine exzessive Eiweissfiit-
terung ein itiologischer Kardinalparameter der
Panostitis sein konnte, basiert auf empirischen
Daten einer frither durchgefiihrten Pilotstudie
(Schawalder et al., 1989). Dabei wird davon ausge-
gangen, dass die eiweissinduzierte Osmose im
starren, knochernen Kompartiment «Knochen»
einen erhdhten Druck aufbaut und die Mikrovas-
kularisation und damit die gesamte lokale Trophik
mit allen Konsequenzen inkommodiert. In diesem
Zusammenhang war die Tatsache, dass durch die
proteolytische Wirkung von Benzopyron oder
Ca-Dobesilat bei klinischen Patienten sehr effektiv
und schnell auf das Krankheitsgeschehen Einfluss
genommen werden konnte.

Die bis anhin allgemein anerkannten Hypothe-
sen von Wilkens (1987) und Daemmrich (1989),
welche die Ursache des chronischen, diaphysi-
ren Knochenmark-Odems in der chronischen
Stauungshyperimie sahen und diese wiederum auf
eine wachstumsbedingte Verengung der corticalen
Gefisskanile (Foramina nutritiva), bzw. auf die
trajektoriell-knécherne Ummantelung der Mark-
gefisse an den wihrend des Wachstums stark be-
lasteten langen Rohrenknochen zuriickfiihrten,
kann im Umfeld der Biomechanik noch verstan-
den werden. Gerade bei grosswiichsigen Hunde-
rassen kann die durch den anabolen Eftekt einer
energetisch iiberschiissigen und proteinreichen
Fiitterung tiber vermehrte Muskelbildung zur er-
hohten Skelettbelastung und Skelettmalformation
fithren. Die eigenen Untersuchungsergebnisse, die
mittels MRI und Osteomedullographie gewonnen
werden konnten (Schawalder et al., 2002), zeigen
allerdings deutlich, dass die Foramina nutritiva
nicht Ort und Ursache eines vendsen Riickstaus

und des daraus resultierenden Oedems sein kon-

nen, sondern dass sich das Krankheitsgeschehen
gleichermassen auch auf die dusseren Knochenge-
webe (Periost) ausdehnt.

Die eigene Hypothese konnte im Rahmen dieser
durchgefiihrten Labor-Studie nicht schliissig be-
statigt werden. Jedoch geben bestimmt die 11
signifikant erhohten Aminosiuren der an Panosti-
tis erkrankten Hunden einen Hinweis auf eine
Aminosiuren-Imbalance in der Peripherie, wih-
renddem die Doppelbande in der SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese der Knochenbiopsie eher
auf ein lokales Problem des Proteinstoffwechsels
des Knochens hinweist.

Zum besseren Verstindnis dieser neuen Erkennt-
nisse sind allerdings weitere umfassende Arbeiten,
wie z.B. auf dem Gebiet der Futtermittelanalytik,
beziiglich Aminosiuren- und Proteinzusammen-
setzung, notwendig. Auch diskutierte mogliche
Zusammenhinge mit dem Fettstoffwechsel zur
Erklirung einer tromboembolischen Einfluss-
nahme bei ischimischen, trophischen Knochen-
erkrankung, wie beispielsweise die aseptische
Epiphysennekrose oder im noch weiteren Sinn
die Osteochondrosen, sowie die nachgewiesene
vermehrte Gefissdurchlissigkeit im Umfeld dieses
sich abzeichnenden Krankheitskomplexes miissen

noch grundlegend untersucht werden.

Ausblick

Zwischenzeitlich konnten wir im Rahmen ande-
rer Studien Erkenntnisse gewinnen, die im Zu-
sammenhang auch mit den erzielten R esultaten der
obigen Panostitis-Studie von grosstem Interesse
sind (Berger et al., 2001). Die in den Bioptaten der
Panostitis-verinderten Knochen gewonnenen
neuen Erkenntnisse, insbesonders die Doppel-
bande in der SDS-Polyacrylamidgelelektropho-
rese, erhirten unseren Verdacht, dass Knochen-
proteine, wie Osteopontin, Osteonectin oder
Sialoprotein, eine zentrale Rolle im Krankheitsge-
schehen der Panostitis spielen konnten.

Vor dem Hintergrund der «Lehre der funktionel-
len Anpassung» des Knochens (Roux, 1895) oder
des Wolft’schen Knochentransformationgesetzes
(Wolff, 1892) untersuchen wir zur Zeit den Einfluss
einer fehlerhaften, tibermissigen fokalen mecha-
nischen Belastung eines Gelenksabschnitts, wie
er beispielsweise bei einer vorliegenden Dys-
plasie, einer Gelenksinkongruenz anderer Genese
(fehlerhafte Gelenksgeometrie), einer Gelenksin-
stabilitait oder auch einer generellen skelettiren
Uberbelastung  infolge eines fiihjuvenilen be-
schleunigten Wachstums im Zusammenhang mit
den konsequenten Entziindungsprozessen vor-

kommt.

170

P.Schawalder, K. Jutzi, H.U. Andres, J. Blum, Band 144, Heft 4, April 2002, 163-173 Schweiz.Arch. Tierheilk. ©Verlag Hans Huber, Bern 2002




P.Schawalder, K. Jutzi, H.U. Andres, J. Blum, Band 144, Heft 4, April 2002, 163-173

Panostitis beim Hund: Biochemische Untersuchungen

Die sich abzeichnende Erkenntnis, dass der Fluss
der Knochengewebsfliissigkeit (Stromungsverliufe)
und veranderte Spannungsverliufe im Knochen
die adaptive Knochentransformation (Osteoskle-
rose zu Ungunsten der Mikrovaskularisation) und
die intraossiren Flissigkeits-Druckverhiltnisse zu
einer gestorten Trophik fithren und auch bioche-
mische Reaktionen hervorrufen, konnte der ge-
meinsame Nenner oder die «<nosokomiale Einheit»
einer breiten orthopidischen Krankheitspalette,
wie Osteochondrosis dissecans, aseptische Epi-
physennekrosen  (aseptische Femurkopf- und
Humerusnekrose), atraumatische Epiphysiolysen,
Dysplasieformen mit deren Konsequenzen (Frag-
mentierter Processus Coronoideus, Isolierter Pro-
cessus anconaeus), Panostitis, Craniomandibulire
Osteoarthropathie, Hypertrophe Osteodystrophie,

u.a.m., bedeuten.
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La panostéite du chien — une maladie crypto-
génétique du squelette vue sous I'angle
d'une nouvelle hypothése sur I'étiopatho-
genese.

Partie 2: Aspects biochimiques et autres
examens

Dans le cadre de cette étude pilote, le calcium
ionisé, le cuivre, le zinc ainsi que les profiles des
hormones et des acides aminés ont été analysés
dans les sérums de chiens atteints de panostéite.
De plus, des protéines obtenues de biopsies d’os
ont été séparées. Les examens ont révélés les
résultats suivants: le calcium ionisé, le cuivre, le
zinc et les hormones (hormone parathyroidien-
ne, IGF-1,T3 et T4) se trouvaient dans le do-
maine de référence. Onze parmi 23 acides ami-
nés dans le sérum des chiens atteints de panos-
téite étaient caractérisés par des valeurs élevées.
A Taide d’électrophorese (dodécylsulfate de so-
dium et gel polyacrylamide), une bande double
avec un poids moléculaire de 39000 D a pu étre
isolée et identifiée dans le surnageant d’os trai-
tés avec du dodécylsulfate de sodium chez tous
les chiens atteints de panostéite. Les chiens de
référence avaient a cet endroit uniquement une
bande simple. Il n’a pas été possible de détermi-
ner la séquence des acides aminés des protéines
de I’extrémité N-terminale de la bande double,
probablement a cause d’un blocage chimique de
Pextrémité N-terminale. La nature de cet bande
double demeure inconnue. L’étiologie de la pa-
nostéite n’a donc pas pu étre totalement vérifiée
dans le cadre de ce travail. Le métabolisme des
protéines et des acides aminés des chiens atteints

de panostéite semble réellement étre altéré.
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