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I. EINLEITUNG

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist eine hdufige kardiale Todesursache
beim Dobermann (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). In Europa betrdgt die
kumulative Privalenz 58,2 % (WESS et al., 2010b). Es tritt ein charakteristischer,
aus drei Stadien bestehender, progressiver Verlauf auf. Beginnend mit einem
Myokardschaden auf zelluldrer Ebene, entwickelt sich eine okkulte Phase, welche
beim Auftreten von Symptomen ins klinische Stadium iibergeht (O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004; MEURS et al, 2007). Mit den derzeitigen
Untersuchungsmodalititen ist eine Diagnose des zelluliren Myokardschadens
nicht moglich. Die okkulte Phase ist assoziiert mit dem Auftreten von
ventrikuldren Arrhythmien, die zu Synkopen oder Sekundentod fiihren konnen,
oder einer linksventrikuldren systolischen Dysfunktion. Ebenso konnen beide
Abnormalititen koexistieren. Echokardiographie und 24-Stunden-EKG sind der
Goldstandard zur Diagnose der okkulten DCM. Allerdings handelt es sich dabei
um aufwendige und damit teure Untersuchungen. Die Bestimmung des N-
terminalen B-Typ natriuretischen Peptides (NT-proBNP) wurde bereits bei
verschiedenen Fragestellungen erfolgreich eingesetzt und konnte erheblich zur
frithzeitigen Diagnose der okkulten DCM beitragen (OYAMA et al., 2008;
MORRIS et al., 2009; WESS et al., 2011a). Erschwert wird die Anwendung
dieser Untersuchung allerdings durch den Einsatz unterschiedlicher Assays, nicht
einheitliches Probenhandling und fraglicher Ubertragbarkeit von Referenzwerten

auf Ergebnisse verschiedener Tests und verschiedener klinischer Fragestellungen.

Ziel dieser Doktorarbeit war die Erstellung von NT-proBNP Referenzwerten fiir
einen neuen Test zur Verwendung als Screening-Test beim Dobermann, sowie der
Vergleich der Resultate zweier unterschiedlicher Assays. Weiterhin wurde die
NT-proBNP-Stabilitit in Protease-Inhibitor enthaltenden Probenrohrchen
evaluiert. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Kontrolle gesunder Hunde,
deren NT-proBNP-Werte in einer vorherigen Untersuchung iiber dem
Referenzbereich lagen. Ebenso wurden mittels einer Follow-Up-Studie erkrankte
Tiere kontrolliert, deren NT-proBNP-Konzentration bei der erstmaligen
Untersuchung unter dem Referenzbereich lag. Ferner erfolgte eine retrospektive
Auswertung der NT-proBNP-Testergebnisse der letzten unauffilligen

Untersuchung der Hunde vor Erkrankungsbeginn.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Die Dilatative Kardiomyopathie des Dobermanns

Die DCM tritt primédr bei Hunden groBer Rassen auf. Neben Doggen, Irischen
Wolfshunden, Portugiesischen Wasserhunden, Neufundldndern und Boxern sind
Doberménner eine der am hiufigsten betroffenen Hunderassen (DAMBACH et

al., 1999; TIDHOLM et al., 2001b).

1.1. Privalenz

Die Priavalenz der DCM beim Dobermann ist hoch. In Europa betrigt die
kumulative Privalenz der Dobermann Kardiomyopathie (DoCM) 58,2 % (WESS
et al., 2010b), in Nordamerika zwischen 45 — 63 % (HAZLETT et al., 1983;
O'GRADY & HORNE, 1998; CALVERT & MEURS, 2000). Die Krankheit
nimmt mit steigendem Alter zu, bei Hunden {iiber sechs Jahren konnte eine
Priavalenz von mehr als 40 % festgestellt werden (WESS et al., 2010b). Das
durchschnittliche Alter der Hunde im kongestiven Herzversagen betrigt 6,7 Jahre
(CALVERT et al., 1982). Junge Tiere und Welpen sind selten betroffen. Eine
juvenile Form der DoCM wurde in einem Wurf Dobermann Welpen festgestellt
(VOLLMAR et al., 2003). Die Pridvalenz im europdischen Raum fiir Hunde unter
zwel Jahren betrigt 3,3 % (WESS et al., 2010b). Uber die geschlechtsspezifische
Verteilung wird kontrovers diskutiert. Wéhrend in einigen élteren Studien ein
hiufigeres Auftreten bei Riiden beschrieben wird (CALVERT et al.,, 1982;
CALVERT & BROWN, 1986; JACOBS & CALVERT, 1995; CALVERT et al.,
1997a; O'GRADY & HORNE, 1998; CALVERT et al.,, 2000a) zeigen einige
aktuelle Studien eine homogene Geschlechtsverteilung (CALVERT et al., 2000b;
MEURS et al., 2007; WESS et al., 2010b).

1.2. Atiologie und Pathophysiologie

Beim Dobermann handelt es sich um eine familidr gehduft auftretende
Erkrankung, die autosomal dominant vererbt wird. In einer aktuellen Studie wurde
herausgefunden, dass Verdnderungen im caninen Chromosom fiinf mit dem
Auftreten der DoCM in Dobermann Populationen in Deutschland und England
assoziiert ist (MAUSBERG et al., 2011). Beim Menschen sind bisher Mutationen

in iiber 20 Genen, die unter anderem fiir Aktin, Tropomyosin, Desmin und andere
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Proteine kodieren, bekannt (OLSON et al., 1998; FATKIN & GRAHAM, 2002).
Beim Dobermann konnte in einer Studie kein Zusammenhang zwischen fiinf,
beim Menschen fiir DCM verantwortlichen, Genmutationen festgestellt werden
(MEURS et al., 2008). In einer weiteren Studie wurden die kodierenden Regionen
von zehn Genen, die beim Menschen mit familidrer DCM assoziiert sind, auf
Mutationen untersucht. Mutationen konnten in diesen kodierenden Regionen nicht
nachgewiesen werden. Bei zwei von fiinf erkrankten Hunden wurde aber eine
Punktmutation in der o-Actinin Sequenz nachgewiesen (O'SULLIVAN et al.,
2011). Mutationen in der kodierenden Region fiir das a-Actinin Gen sind beim
Menschen mit Herzversagen assoziiert (MOHAPATRA et al., 2003). Diese
Mutation scheint allerdings keine tragende Rolle in der Atiologie der DoCM zu
spielen, da sie nicht bei allen erkrankten Hunden nachgewiesen werden konnte
(O'SULLIVAN et al., 2011). In einer weiteren Studie konnte nachgewiesen
werden, dass eine 16 Basenpaare betreffende Deletion in der Spleiflstellenregion
eines Genes, welches fiir ein mitochondriales Protein codiert und auf Chromosom
14 lokalisiert ist, mit der Entwicklung der DoCM in einigen Dobermann Familien

assoziiert ist (MEURS et al., 2010).

Bei der DoCM kann histopathologisch eine fettige Infiltration des Myokards
nachgewiesen werden. Dieses fiihrt zur Degeneration von Herzmuskelzellen. Es
entsteht eine systolische Dysfunktion des linken Ventrikels (CALVERT et al.,
1982; CALVERT et al., 1997b; TIDHOLM & JONSSON, 2005). Eine eindeutige
Ursache dafiir wurde bisher noch nicht identifiziert. Diskutiert wird eine
reduzierte mitochondriale Adenosin-Triphosphat (ATP) Produktion, da bei
Doberménnern mit DoCM eine reduzierte ATP- und Myoglobinkonzentration
nachgewiesen wurde (MCCUTCHEON et al.,, 1992). Weiterhin wurde eine
verdnderte mitochondriale Proteinexpression bei erkrankten Doberminnern
nachgewiesen (LOPES et al., 2006b, 2006a). Aus der systolischen Dysfunktion
resultiert eine Reduktion des Schlagvolumens, die wiederum zu einer Reduktion
des arteriellen Blutdruckes fiihrt. Kompensatorisch erfolgt eine Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), was zu einer Erhohung des
zirkulierenden  Blutvolumens  fithrt. Dadurch entsteht im  weiteren
Krankheitsverlauf eine linksventrikuldre Dilatation, selten eine biventrikulére
Dilatation, die bei Fortschreiten des Myokardversagens zum kongestiven

Herzversagen fiihrt. Das kongestive Herzversagen tritt in dem Augenblick ein, in
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dem eine weitere Dilatation des Ventrikels nicht mehr moglich ist. Durch den
erhohten enddiastolischen Druck entsteht ein Lungenddem bei Linksherzversagen

und Aszites bei Rechtsherzversagen (KITTLESON & KIENLE, 1998).

1.3. Krankheitsverlauf

Der Krankheitsverlauf der DoCM besteht aus drei Phasen (CALVERT et al.,
1982; CALVERT et al., 1997b; CALVERT et al., 1997a; PETRIC et al., 2002;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Im ersten Stadium entstehen Veridnderungen
nur auf zelluldrer Ebene. Weiterhin ist dieses Stadium charakterisiert durch ein
morphologisch unauffilliges Herz. Es sind keine elektrokardiographischen
Verinderungen nachweisbar, genauso wenig wie klinische Anzeichen einer
Herzerkrankung. In der zweiten Phase, dem sogenannten okkulten Stadium, sind
die Hunde immer noch klinisch unauffillig. In diesem Stadium konnen aber
sowohl morphologische wie auch elektrokardiographische (EKG) Veridnderungen
auftreten. Echokardiographisch kann zumeist erst eine systolische und spiter
ebenso eine diastolische linksventrikuldre Dysfunktion nachgewiesen werden.
Héaufig treten ventrikulidre Extrasystolen (VES) auf (CALVERT et al., 1997b;
CALVERT et al., 1997a; CALVERT et al., 1998a; CALVERT et al., 1998b;
O'GRADY & HORNE, 1998; CALVERT et al., 2000a; CALVERT & JACOBS,
2000; CALVERT et al., 2000b; PETRIC et al., 2002; CALVERT & BROWN,
2004; O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004; O'SULLIVAN et al., 2005; CALVERT
& MEURS, 2009). Diese konnen zu ventrikuldren Tachykardien fiihren, die
Kammerflimmern auslésen. 30 % der Hunde sterben in der okkulten Phase am
Sekundentod (CALVERT et al., 2000a; CALVERT et al., 2000b; CALVERT &
MEURS, 2009). Die okkulte Phase dauert beim Dobermann in der Regel
zwischen zwei und vier Jahren. Mit Auftreten von Leistungsinsuffizienz,
Dyspnoe, Synkopen und Sekundentod beginnt die dritte, klinische Phase der
DoCM. Mehrfach auftretende Synkopen sind selten, meist sterben die Hunde bei
der ersten Episode. Sofern die Hunde nicht am Sekundentod sterben, kommt es
aufgrund der echokardiographischen Verdnderungen zum Auftreten von
kongestivem Herzversagen (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Der
Krankheitsverlauf scheint bei Riiden und Hiindinnen nicht identisch zu sein. Bei
Riiden wurden echokardiographische Verinderungen zu einem fritheren Zeitpunkt
nachgewiesen. Bei Hiindinnen dagegen sein VES hiufig bis ins hohe Alter die

einzige Abnormalitit (WESS et al., 2010b).
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Die mediane Uberlebenszeit fiir Hunde mit klinischer DoCM betrigt trotz
therapeutischer Intervention siebeneinhalb Wochen. Doberménner, die
Vorhofflimmern oder Aszites als Komplikation von links- oder biventrikuldrem
Herzversagen entwickeln, haben eine noch schlechtere Prognose mit einer
medianen Uberlebenszeit von drei Wochen (CALVERT et al., 1997a). Der
Einsatz von Pimobendan bei Hunden im kongestiven Herzversagen ist mit einer
deutlichen Verlingerung der Uberlebenszeit assoziiert. Eine Studie zeigte eine
Uberlebenszeit der Hunde von 130 Tagen in der Pimobendan Gruppe versus 14
Tagen in der Placebo Gruppe (O'GRADY et al., 2008). Ahnliche Resultate lieferte
eine weitere Studie, in der Hunde mit Gabe von Pimobendan 329 Tage lebten. Im
Vergleich dazu betrug die Uberlebenszeit der Placebo Gruppe 50 Tage
(FUENTES et al., 2002).

14. Diagnose

Die Echokardiographie und Holter Untersuchung sind der derzeitige Goldstandard
zur Diagnose einer DoCM. Allerdings ist eine Diagnose erst bei Vorliegen des
okkulten Stadiums moglich (OYAMA et al., 2007). Die frithe Identifikation von
Hunden, die erst im Verlauf ihres Lebens die Krankheit entwickeln, wire
besonders fiir einen moglichen Zuchteinsatz von grofler Bedeutung. Ein

aussagekriftiger Gentest ist zurzeit noch nicht vorhanden.

14.1. Elektrokardiographie

Fiir die Anzahl der VES in 24 Stunden, die zur Diagnose einer okkulten DoCM
fiihren, gibt es keinen einheitlichen Wert. Abhédngig von der jeweiligen Studie
wird ein Uberschreiten von 50 respektive 100 VES in 24 Stunden als verdichtig
betrachtet. Eine Studie demonstrierte, dass bei Hunden mit vielen VES das Risiko
einer DoCM deutlich ansteigt. Auerdem erhoht sich das Risiko abhingig vom
Vorhandensein von Couplets, Triplets, Salven oder ventrikuldren Tachykardien
(CALVERT, 1995; CALVERT et al.,, 2000b; CALVERT & MEURS, 2000,
2009). Ebenso wurde das diagnostische Potential von Kurzzeit EKGs zur
Detektion von ventrikuldren Arrhythmien bei Doberménnern mit DoCM evaluiert.
Es zeigte sich, dass das 5-Minuten-EKG zur Vorhersage von > 100 VES in 24
Stunden eine niedrige Sensitivitit, aber eine hohe Spezifitit aufwies, wenn in
diesen fiinf Minuten mindestens eine VES detektiert wurde. Mit steigender

Anzahl der VES stieg die Sensitivitidt ebenfalls an. Aufgrund der hohen Spezifitit
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(96,7%) und des hohen positiven priadiktiven Wertes (85,6%) sollte bei Vorliegen
einer VES im 5-Minuten-EKG unbedingt ein 24-Stunden-EKG durchgefiihrt
werden (WESS et al., 2010d).

1.4.2. Echokardiographie

Im Rahmen der echokardiographischen Untersuchung konnen anhand von
Motion-Mode (M-Mode) Messungen systolische oder diastolische Dysfunktionen
festgestellt werden (CALVERT & BROWN, 1986; O'SULLIVAN et al., 2007b).
Die dafiir verwendeten Parameter sind der linksventrikuldre Durchmesser in der
Systole (LVIDs) und in der Diastole (LVIDd) sowie die Verkiirzungsfraktion
(Fractional Shortening = FS). Abhéngig von der jeweiligen Studie werden Werte
zwischen 4,2 und 5,0 cm fiir den LVIDd und Werte zwischen 3,8 und 4,0 cm fiir
den LVIDs als physiologisch erachtet (CALVERT et al., 1982; CALVERT &
BROWN, 1986; O'GRADY, 1995a, 1995b; CALVERT et al., 1997b; CALVERT
et al., 2000a; CALVERT et al, 2000b; CALVERT & WALL, 2001;
O'SULLIVAN et al., 2007b, 2007a). Im Rahmen dieser Studie wurden die
folgenden M-Mode Referenzwerte verwendet. Bei Riiden wurde ein LVIDd > 48
mm und ein LVIDs > 36 mm als abnormal betrachtet. Bei Hiindinnen wurde
ebenfalls ein LVIDs > 36 als pathologisch angesehen, der LVIDd wurde als
pathologisch klassifiziert sofern dieser Wert > 46 mm war (MAURER, 2009). In
einer aktuellen Studie wurde die biplane Simpson-Scheibchen-Summations-
Methode (SSSM) mit M-Mode Messungen verglichen (WESS et al., 2010c). Bei
der SSSM handelt es sich um eine Messung des endsystolischen und des
enddiastolischen Volumens, welches auf die Korperoberfliche bezogen den
endsystolischen und enddiastolischen Volumen-Index (ESVI, EDVI) ergibt.
Diese Methode wird von der American Society of Echocardiography als Methode
der Wahl zur Detektion von kardialen Volumenverdnderungen in der
Humanmedizin angesehen (LANG et al., 2005; LANG et al., 2006). In der Studie
von WESS und Mitarbeitern (2010) wurde gezeigt, dass die Simpson Messung der
M-Mode Messung iiberlegen ist und damit bereits frither echokardiographische
Verinderungen bei Hunden im okkulten Stadium nachgewiesen werden konnen.
Als Cut-Off-Wert fiir den EDVI wird > 95 ml/m? und fiir den ESVI > 55 ml/m?
angegeben. Die Sensitivitdt und Spezifitit fiir den EDVI liegt bei 96,6 % und 96,3
%, fir den ESVI bei 944 % und 97,4 %. (WESS et al., 2010c). In der

Humanmedizin ist ein Verlust der Synchronie der myokardialen Kontraktion
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verantwortlich fiir eine reduzierte systolische Funktion und ein Fortschreiten der
Erkrankung. Die inter- und intraventrikuldre Synchronie wurde mittels
Gewebedoppler bei gesunden und an DoCM erkrankten Hunden beurteilt. Eine
Verschlechterung der longitudinalen Faser-Synchronie war nicht signifikant mit
dem Bild einer klinischen DoCM assoziiert, obwohl dieses bei einigen Individuen

festgestellt worden ist (LOPEZ-ALVAREZ et al., 2011).

1.4.3. Kardiale Biomarker

Der Einsatz kardialer Biomarker zur Diagnosestellung im okkulten Stadium
konnte eine Alternative zur aufwendigen und teuren Ultraschall- und
Holteruntersuchung darstellen. Das B-Typ natriuretische Peptid (BNP) ist bei
Hunden diverser Rassen mit okkulter DCM erhoht (OYAMA et al., 2007). Die
Ergebnisse von zwei Studien zum Einsatz von NT-proBNP bei der DoCM liefern
auch vielversprechende Resultate. Besonders die Vorhersage
echokardiographischer Verdnderungen ist durch die NT-proBNP Bestimmung
moglich (MORRIS et al., 2009; WESS et al., 2011a). An DoCM erkrankte Hunde
zeigten eine erhohte Konzentration von kardialem Troponin-I verglichen mit der
gesunden Kontrollgruppe. Ein Cut-Off-Wert von > 0,22 ng/ml hat eine
Sensitivitit von 79,5 % und eine Spezifitit von 84,4 % um alle Formen der DoCM
zu detektieren. Die Bestimmung des kardialen Troponin-I erscheint somit als
diagnostischer Test vielversprechend, der bei klinisch unauffilligen Hunden das

Vorliegen einer Kardiomyopathie nachweisen kann (WESS et al., 2010a).

1.5. Therapie

Fiir die Therapie gibt es keine einheitlichen Richtlinien. Diese gestaltet sich
abhingig von den klinischen Symptomen und den Ergebnissen der
kardiologischen Untersuchung (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Beim
Auftreten von Synkopen, ventrikuldaren Tachykardien, schnellen oder
polymorphen VES, mehrfachen Couplets, Triplets und Bigemini wird eine
antiarrhythmische Therapie empfohlen. Ziel einer antiarrhythmischen Therapie ist
die Reduktion der vorliegenden Rhythmusstdrungen um 75 %. Die Therapie sollte
durch regelmifige Holteruntersuchungen tiberwacht werden (CALVERT, 1995;
MOISE, 2002). Als wirksame Medikamente zur Dauerbehandlung ventrikuldrer
Arrhythmien oder hochfrequentem Vorhofflimmern beim Boxer mit

arrhytmogener rechtsventrikuldrer Kardiomyopathie haben sich Sotalol, ein
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Kalium-Kanal-Blocker =~ mit B-blockierenden Eigenschaften, sowie die
Kombination aus dem [B-Blocker Atenolol und Mexiletin, einem
Antiarrhythmikum der Klasse 1b nach der Vaughan-Williams Klassifizierung,
erwiesen (MOISE, 2002). Sollte der Einsatz dieser Medikamente zu Kkeiner
ausreichenden Reduktion der Arrhythmien fiihren, kann die Gabe von Amiodaron
erfolgen. Dieses Medikament hat primdr Kalium-Kanal blockierende
Eigenschaften, ist aber auch ein potenter Natrium-Kanal-Blocker und verfiigt
zusitzlich liber untergeordnete B-blockierende und Kalzium-Kanal blockierende
Eigenschaften. Es hat sich in der Humanmedizin als sehr effektives
Antiarrhythmikum erwiesen (SINGH et al., 1995; CASTELLI et al., 1999).
Gleiches gilt fiir den Einsatz beim Dobermann. Allerdings sind Nebenwirkungen
hiufig und besonders die Leberenzymaktivititen sollten regelmiBig kontrolliert
werden (KRAUS et al., 2009). Als Notfallmedikament zur Behandlung
hochfrequenter ventrikuldrer Tachykardien wird die intravendse Applikation von

Lidocain empfohlen (KITTLESON & KIENLE, 1998).

Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer  (ACE-Hemmer)  gehoéren  zur
Standardtherapie bei Hunden im kongestiven Herzversagen (KITTLESON &
KIENLE, 1998). Zwei retrospektive Studien zum Einsatz von ACE Hemmern im
okkulten Stadium lieferten Hinweise, dass der Beginn des kongestiven
Herzversagens dadurch signifikant verzogert werden kann (O'GRADY et al.,
1997; O'GRADY et al., 2009).

Durch die Gabe von Pimobendan wird bei Doberménnern im kongestiven
Herzversagen eine signifikante Verldngerung der Uberlebenszeit erzielt. Diese
betrigt 329 Tage bei Hunden die Pimobendan erhielten versus 50 Tage in der
Placebo Gruppe (FUENTES et al., 2002). Die Mortalitdt bei Dobermédnnern im
Herzversagen wird durch eine Pimobendan Applikation im Vergleich zur
alleinigen Therapie mit ACE Hemmern und Diuretika reduziert. Es wird die
sofortige Verabreichung von Pimobendan nach der Diagnose des kongestiven

Herzversagens aufgrund einer DoCM empfohlen (O'GRADY et al., 2008).

Zur Therapie des kongestiven Herzversagens wird der Einsatz von Furosemid
empfohlen. Dieses kann bei nicht ausreichender Wirkung mit Spironolacton oder
Thiaziden kombiniert werden (KITTLESON & KIENLE, 1998). Eine aktuelle
Studie evaluierte die Applikation von Spironolacton als zusitzliches Diuretikum

neben Furosemid bei Hunden im kongestiven Herzversagen. Es zeigte sich, dass
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die zusitzliche Gabe von niedrig dosiertem Spironolacton mit einer
durchschnittlichen Dosis von 0,52 mg/kg zu keiner Verldngerung der

Uberlebenszeit fiihrte (SCHULLER et al., 2011).

2. Natriuretische Peptide

Bei den natriuretischen Peptiden handelt es sich um eine Gruppe von sechs
phylogenetisch, funktionell und strukturell verwandten Peptiden. Die
Hauptfunktion dieser Peptide besteht in der Regulation der Fliissigkeits-
Homoostase und des Blutdruckes (LEVIN et al., 1998; D'SOUZA et al., 2004).
Dazu =zidhlen das atriale natriuretische Peptid (ANP), BNP, das C-Typ
natriuretische Peptid (CNP) mit seinen vier verschiedenen Isoformen sowie das
Urodilatin und die beim S&ugetier nicht bedeutsamen Peptide dendroaspis
natriuretisches Peptid (DNP) und ventrikuldres natriuretisches Peptid (VNP)
(VAN KIMMENADE & JANUZZI, 2009). DNP konnte bisher nur in der
Giftdriise der Griinen Mamba (Dendroaspis angusticeps) nachgewiesen werden.
Seine genaue Funktion ist noch unbekannt (SCHWEITZ et al., 1992). Es konnte
allerdings im humanen Myokard eine DNP-vergleichbare Immunreaktivitéit
nachgewiesen werden, deren Konzentration mit dem Schweregrad des
Herzversagens korreliert (SCHIRGER et al., 1999; LISY et al., 2001; SINGH et
al., 2006). VNP spielt eine wichtige Rolle im Fliissigkeitshaushalt von primitiven
Knochenfischen wie Aalen und Salmoniden. Es wird primér von atrialen
Myozyten produziert. Im Vergleich zu den anderen natriuretischen Peptiden
unterscheidet es sich durch sein aus 14 Aminosduren bestehendes carboxy-
terminales Ende (TAKEI et al., 1991; TAKEI et al., 2007; VAN KIMMENADE
& JANUZZI, 2009).

2.1. Aufbau und Funktion der natriuretischen Peptide

Alle natriuretischen Peptide werden beim Sdugetier als Prikursor-Pro-Hormone
synthetisiert. Das Prikursor-Pro-Hormon wird fiir jedes natriuretische Peptid von
einem separaten Gen kodiert. Die einzelnen Peptide werden gewebsspezifisch
synthetisiert und individuell reguliert (LEVIN et al., 1998). Strukturell handelt es
sich  um Oligopeptidringe bestehend aus 17 Aminosduren, die iiber
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (VAN KIMMENADE & JANUZZI,
2009).

Die natriuretischen Peptide wirken durch Interaktion mit hochaffinen
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natriuretischen Peptidrezeptoren (NPR) (LEVIN et al.,, 1998). Die vier
verschiedenen Rezeptorsubtypen NPR-A, NPR-B, NPR-C und NPR-D sind
identifiziert worden. Alle besitzen eine extrazellulire Liganden-Bindungsdomine
sowie eine transmembrane Region. Strukturell unterscheiden sich die
Rezeptorsubtypen NPR-A und NPR-B durch das Vorhandensein einer
intrazelluldren Kinase sowie einer Guanylatcyclase, die den anderen beiden
Subtypen fehlt (PANDEY, 2005). Durch Aktivierung dieser membrangebundenen
Guanylatcyclase kommt es zur Konvertierung von Guanosintriphosphat zu
cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) (KISHIMOTO et al., 2009). Dieses
ist als Second-Messenger an der weiteren Signaltransduktion beteiligt und
vermittelt somit die Wirkung dieser Rezeptorsubtypen (LEVIN et al., 1998). Das
bedeutet, dass die natriuretischen Peptide durch Anstieg der intrazelluliren cGMP
Konzentration wirken (D'SOUZA et al., 2004). Ein weiterer Unterschied besteht
darin, dass NPR-A, NPR-B und NPR-D als Tetramer exprimiert werden, NPR-C
hingegen als Adimer (PANDEY, 2005). In einer aktuellen Studie wurden das
Auftreten und die Verteilung der Rezeptoren bei gesunden Hunden und Katzen
untersucht. Im Vergleich zur Katze werden NPR-A und NPR-C in einem grofleren
Umfang beim Hund exprimiert. Die Expression erfolgt iiberwiegend im linken
und in deutlich geringerem Umfang im rechten Ventrikel. NPR-B wurde nur in
sehr geringem Umfang oder teilweise gar nicht nachgewiesen (YAMANE et al.,

2011).

NPR-A wird in der Lunge, im Gehirn, im Herzen, in den Nebennieren, in den
Nieren und im terminalen Ileum exprimiert (POTTER et al., 2006). Die Bindung
der Liganden ANP oder BNP fiihrt zur Bildung von cGMP (LEVIN et al., 1998).
Die durch Stimulation von NPR-A auftretenden Wirkungen sind Natriurese,
Inhibition der Renin- und Aldosteronfreisetzung, sowie vasorelaxierende, anti-
fibrotische, anti-hypertrophe und lusitrope Effekte (LEE & BURNETT, 2007).
NPR-A hat die grofite Affinitdat zu ANP, bindet aber auch BNP und in geringerem
MaBle CNP (LEVIN et al., 1998; INOUE & TAKEI 2006). NPR-A knock-out-
Mause entwickeln eine Hypertension, linksventrikuldre Hypertrophie und Fibrose

(LOPEZ et al., 1995; POTTER et al., 2006).

NPR-B wird in der Lunge, im Gehirn, in der Haut, in den Nebennieren, in den
Nieren, im Uterus und in den Ovarien exprimiert (POTTER et al., 2006). Die
Rezeptorstruktur ist nahezu identisch zu NPR-A (LEVIN et al., 1998). Die
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extrazelluldren Liganden-Bindungsdoméinen der beiden Rezeptorsubtypen sind zu
44 % homolog (KOLLER & GOEDDEL, 1992). Die Aktivierung des Rezeptors
filhrt ebenfalls zur Bildung von cGMP. Diese erfolgt lediglich durch CNP
(LEVIN et al., 1998). NPR-B wird primir in Venen exprimiert, hingegen ist NPR-
A in beiden GefidBtypen vorhanden (WEI et al., 1993). Daher wird durch
Aktivierung von NPR-B eine Vasorelaxation mediiert, die einen stidrkeren
hypotensiven Effekt hat als eine NPR-A Aktivierung. NPR-A fiihrt im Gegensatz
primir zu arterieller Vasokonstriktion (WENNBERG et al., 1999). NPR-B knock-
out Miuse entwickeln Nanosomie und Infertilitit (TAMURA et al., 2004).

NPR-C wird exprimiert in diversen Organen, dazu gehoren Lunge, Gehirn, Herz,
Nebennieren, Nieren, Fettgewebe, Plazenta, Venen und Arterien. Im Gegensatz zu
NPR-A und NPR-B fehlt die Guanylatcyclase-Doméne, die zur Bildung von
cGMP benotigt wird (JAUBERT et al., 1999; MATSUKAWA et al., 1999). Die
Resultate einer Studie an einem transgenen Maus-Modell, in welchem NPR-C
genetisch entfernt wurde, zeigten eine 66-prozentig erhohte Halbwertszeit
radioaktiv markierten ANPs (JAUBERT et al.,, 1999; MATSUKAWA et al.,
1999). Daher erscheint die Funktion von NPR-C als Clearance-Rezeptor
wahrscheinlich (MAACK et al., 1987). Die Clearance erfolgt durch Rezeptor
mediierte Endozytose mit darauf folgender lysosomaler Hydrolyse (MAACK,
2006). AnschlieBend recycelt sich der Rezeptor auf der Zelloberfliche (POTTER
et al., 2006). ANP, BNP und CNP binden an diesen Rezeptor mit gleicher
Affinitdt (LEVIN et al., 1998). Neuere Studienergebnisse lassen die Vermutung
zu, dass NPR-C antiproliferative Effekte von BNP und CNP auf kardiale
Fibroblasten mediiert (ROSE & GILES, 2008).

NPR-D wurde bisher lediglich beim Aal isoliert (KASHIWAGI et al., 1995).
Dieser Rezeptorsubtyp wird hauptsidchlich im Gehirn des Aals exprimiert. Seine
genaue Funktion ist noch unbekannt (TAKEI & HIROSE, 2002; INOUE &
TAKEI, 2006).

Die weitere Clearance der natriuretischen Peptide erfolgt durch die neutrale
Endopeptidase (NEP), auch als Neprilysin bezeichnet. Dabei handelt es sich um
eine membrangebundene Metalloprotease. Durch Aktivatorsubstanzen wie die
Adenylatcyclase, Glukokortikoide, Thrombin, Calcitonin oder durch Zytokine
wird die NEP messenger-Ribonukleinsdure (m-RNA) Expression und somit die

Aktivitidt der NEP gesteigert (ROQUES et al., 1993). Urspriinglich wurde die
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NEP in der Niere identifiziert (KERR & KENNY, 1974). Zusitzlich wird sie in
diversen anderen Geweben wie im Gehirn oder der Lunge exprimiert (TURNER
et al., 2001). Ebenso wie der Clearance-Rezeptor NPR-C ist die NEP fiir die
aktive Elimination zirkulierender natriuretischer Peptide zustindig. Diese erfolgt
via Hydrolyse. Die NEP-Aktivitit variiert fiir die unterschiedlichen
natriuretischen Peptide, wahrscheinlich aufgrund der Tatsache, dass ein ldngeres
carboxy-terminales Ende die Resistenz gegeniiber der NEP erhoht. Die
Reihenfolge der Affinitit der einzelnen natriuretischen Peptide zur NEP stellt sich
wie folgt dar: CNP > ANP > BNP > DNP (DUSSAULE et al., 1993; CHEN et al.,
2002). DNP ist in einem hohen Mafe resistent gegeniiber der NEP, wodurch sich
die potentielle Moglichkeit eines therapeutischen Einsatzes ergibt (CHEN et al.,
2002). Amino-terminale natriuretische Peptidfragmente wie das BNP werden
weder von der NEP noch vom NPR-C abgebaut. Dieses erfolgt in stark
durchbluteten Organen wie der Niere (GOETZE et al., 2006).

Natriuretische Peptide haben diverse Funktionen im Organismus der Sdugetiere.
Sie dienen der Aufrechterhaltung der physiologischen Homdoostase und haben
eine Schutzfunktion gegeniiber Endorgan schidigenden Risikofaktoren, wie

Hypertension, Remodelling des Myokards und Adipositas (MAACK, 2006).

Eine der Hauptfunktionen der natriuretischen Peptide besteht in der Regulation
der Fliissigkeits-Homoostase und des Blutdruckes (LEVIN et al., 1998; D'SOUZA
et al., 2004). Dieses erfolgt hauptsédchlich durch die Antagonisierung des RAAS
(CLARKSON et al.,, 1996). Die natriuretischen Peptide fithren zu einer
Vasodilatation der afferenten renalen Arteriolen, sowie einer Vasokonstriktion der
efferenten renalen Arteriolen. Dadurch erhoht sich der Filtrationsdruck im
Glomerulum und fiihrt zu einem Anstieg der glomeruliren Filtrationsrate (GFR)
(MARIN-GREZ et al., 1986). Als Folge kommt es zu einer vermehrten Natriurese
und Diurese, sowie zu einer erhohten Calcium und Chlorid Ausscheidung
(YUKIMURA et al., 1984). ANP und BNP besitzen beide antiproliferative
Eigenschaften. ANP hemmt die Proliferation glatter Muskelzellen in den Gefédllen
sowie Angiotensin induzierte Hypertrophie (ABELL et al., 1989; ITOH et al.,
1991). BNP hemmt durch seine antifibrotischen Effekte das kardiale Remodelling
(TAMURA et al., 2000). Neuere Studien haben die Beteiligung natriuretischer
Peptide an inflammatorischen Prozessen gezeigt. Immunzellen wie Makrophagen

und T-Lymphozyten exprimieren natriuretische Peptidrezeptoren (CASSERLY et
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al., 2010). AuBlerdem scheint durch pro-inflammatorische Zytokine ein selektiver

BNP Anstieg zu erfolgen (DE BOLD, 2009).

2.2, Peptide
Beim Sidugetier sind ANP, Urodilatin, BNP und CNP von Bedeutung. Aufgrund
der Fragestellung dieser Doktorarbeit wird im Folgenden nur auf die B-Typ

natriuretischen Peptide detailliert eingegangen.

2.2.1. B-Typ natriuretische Peptide

BNP wurde 1988 im Gehirn von Schweinen entdeckt und isoliert (SUDOH et al.,
1988). Daher wurde es lange Zeit als ,brain-natriuretic-peptide* bezeichnet.
Nachdem es auch in anderen Geweben nachgewiesen werden konnte, wurde es in
B-Typ natriuretisches Peptid umbenannt. Es wird hauptsichlich vom
Ventrikelmyokard produziert, in geringerem Umfang aber auch vom atrialen
Myokard (PORTER et al., 1989; VAN KIMMENADE & JANUZZI, 2009). Die
extrakardiale BNP Synthese erfolgt im menschlichen Gehirn und Amniongewebe,
sowie im bovinen Nebennierenmark (ESPINER et al., 1995). Die wichtigsten
Stimuli fiir die BNP Synthese sind eine myokardiale Dehnung durch
Volumeniiberladung, eine  Zunahme des  kardialen = Druckes und
Ischimie/Hypoxie. Aber auch endogene vasoaktive Substanzen (Endothelin-1,
Angiotensin II, Vasopressin), Neurotransmitter (Adrenalin, Noradrenalin,
Acetylcholin), inflammatorische Zytokine (Tumornekrosefaktor-o (TNF-a),
Interleukin 1) und Hormone (Glukokortikoide, Schilddriisenhormone) fiihren
direkt zur BNP Gen Expression (MATSUKAWA et al., 1999; BOOMSMA &
VAN DEN MEIRACKER, 2001; TIDHOLM et al., 2001a). Auch nicht kardial
bedingte Verdnderungen, bei denen das Blutvolumen erhoht ist, wie eine Zirrhose
oder Nephrose fiihren zur gesteigerten BNP Freisetzung (WONG & BLENDIS,
1994). Aus diesen Stimuli resultiert die Produktion des Pra-Pro-Hormones pri-
proBNP bestehend aus 134 Aminosduren (MARTINEZ-RUMAYOR et al., 2008).
Von diesem wird ein aus 26 Aminosduren bestehendes Signalpeptid abgespalten,
was zur Bildung von proBNP fiihrt (SUDOH et al., 1988). ProBNP wird von den
proteolytischen Enzymen Corin, welches im Myokard exprimiert wird, oder
Furin, welches ubiquitir in diversen Geweben und im Serum vorhanden ist, in
zwei Teile gespalten. Dabei handelt es sich um das biologisch inaktive NT-

proBNP und das biologisch aktive C-terminale BNP (HUNT et al.,, 1997;
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SAWADA et al., 1997; YAN et al., 2000). NT-proBNP ist das stickstoffhaltige
Ende des BNP, wihrend das C-terminale BNP iiber eine Carboxygruppe verfiigt
(LEVIN et al.,, 1998). Obwohl beide Peptide in identischer Konzentration
synthetisiert werden, ist die NT-proBNP-Konzentration im Plasma hoher. Das
deutet auf einen langsameren Abbau und eine hohere Halbwertszeit von NT-
proBNP hin (PEMBERTON et al., 2000; MUELLER et al., 2004). Beim
Menschen betrigt die Halbwertszeit von NT-proBNP 1 — 2 Stunden, die
Halbwertszeit von BNP hingegen liegt bei 22 Minuten (DANIELS & MAISEL,
2007). Beim Hund ist die Halbwertszeit von NT-proBNP nicht bekannt, die von
BNP betriagt 90 Sekunden (THOMAS & WOODS, 2003). Die Messung beider
Peptide ergibt nahezu identische Informationen. Jedoch ist NT-proBNP bei
Raumtemperatur deutlich stabiler (REHMAN & JANUZZI, 2008). Als Limitation
muss die biologische Variabilitéit dieser Peptide in Betracht gezogen werden. Die
Konzentrationen beider Peptide unterliegen tdglichen und wdchentlichen
Schwankungen, ohne Auftreten von nachweisbaren physiologischen oder

klinischen Verdnderungen (WU et al., 2003; BRUINS et al., 2004; WU, 2006).

2.3. Verwendung in der Humanmedizin

Ende des Jahres 2000 wurde die Bestimmung der BNP Plasma Konzentration als
zusitzliche Diagnostik Methode fiir Herzversagen von der United States Food and
Drug Administration (U.S. FDA) zugelassen. Heute hat die Bestimmung der
BNP/NT-proBNP Plasma Konzentration eine grofle Bedeutung als additives
Diagnostikmittel bei  Herzerkrankungen. Ebenso wird der Test zur
Risikostratifizierung der Morbiditdt und Mortalitdt und dem Therapiemonitoring
bei kardial erkrankten Patienten verwendet (TROUGHTON et al.,, 2000;
JOURDAIN et al., 2007; BEILBY, 2008; TANG et al., 2008).

2.3.1. Diagnostik

Die Bestimmung von BNP/NT-proBNP ist in Kombination mit dem klinischen
Vorbericht, einer klinischen Untersuchung und anderen diagnostischen Tests ein
wertvoller Parameter. Jedoch miissen einige Aspekte beachtet werden (TANG et
al., 2008). Zum einen variieren die Referenzbereiche in Abhédngigkeit von dem
verwendeten Assay und der Kontrollpopulation (REDFIELD et al., 2002). Diese
Variationen erschweren einen direkten Vergleich verschiedener Studien, so dass

beim Heranziehen von Referenzwerten die jeweilige Testmethode betrachtet
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werden sollte. Des Weiteren wird die BNP/NT-proBNP Plamakonzentration von
diversen nicht kardialen Faktoren beeinflusst. Diese miissen bei der Evaluation
der BNP/NT-proBNP-Testergebnisse zur Diagnosestellung bedacht werden (VAN
KIMMENADE & JANUZZI, 2009). Dazu gehoren Alter und Geschlecht
(REDFIELD et al.,, 2002), Nierenfunktion (MCLEAN et al., 2003), Habitus
(TAYLOR et al., 2006), Schilddriisenfunktion (SCHULTZ et al.,, 2004) und
Animie (RALLI et al., 2005). Weitere Faktoren sind frithere Episoden von
Herzversagen (CHUNG et al., 2006), Rhythmusstérungen (ROSSI et al., 2000;
LOKE et al, 2003), diastolische Dysfunktion, Mitralregurgitation,
rechtsventrikuldre Dysfunktion, vorangegangene Herzoperationen und andere
strukturelle und funktionelle kardiale Abnormalititen (CHEUNG, 1997; LUBIEN
et al., 2002; MAISEL et al., 2003; TROUGHTON et al., 2004). Eine Besonderheit
sind die BNP/NT-proBNP Level bei Obesitas. Obesitas, definiert beim Menschen
als erhohter Body-Mass-Index (BMI), ist assoziiert mit niedrigeren BNP/NT-
proBNP-Konzentrationen (HORWICH et al., 2001), trotz hoherer
linksventrikulédrer enddiastolischer Fiillungsdriicke (TAYLOR et al., 2006). Es
wurde gezeigt, dass bei Patienten, die sich einer bariatrischen Operation
unterzogen haben, die BNP/NT-proBNP-Konzentrationen zunahmen bei
gleichzeitiger Abnahme des BMI (VAN KIMMENADE et al., 2006). Diese
inverse Korrelation zwischen BNP/NT-proBNP und dem BMI scheint durch eine
in der Korpermasse produzierten Substanz, wahrscheinlich durch Androgene,
hervorgerufen zu werden (DAS et al., 2005). Klinisch ist die damit verbundene
niedrigere Sensitivitdt und der niedrigere Cut-Off-Wert bei obesen Patienten
bedeutend (DANIELS et al., 2006). Ebenso fiihrt eine Langzeit Behandlung mit
ACE-Hemmern (BRUNNER-LA ROCCA et al., 1999; MURDOCH et al., 1999),
Angiotensin-II Rezeptorblockern (LATINI et al., 2002) und kaliumsparenden
Diuretika wie Spironolacton (TSUTAMOTO et al., 2001; ROUSSEAU et al.,
2002) zu reduzierten Konzentrationen. Im Gegensatz dazu ist bei Patienten mit
reduzierter Nierenfunktion sowohl der BNP wie auch der NT-proBNP-Spiegel im
Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe gleichen Geschlechts und Alters
deutlich erhoht (MCCULLOUGH & SANDBERG, 2003). Diese erhohte
Konzentration wird wahrscheinlich durch die reduzierte renale Clearance
verursacht, der genaue Mechanismus ist zurzeit nicht bekannt (MCCULLOUGH
et al., 2003; FORFIA et al., 2005).



II. Literaturiibersicht 16

Eine Ubersicht der Differentialdiagnosen fiir erhdhte und erniedrigte BNP/NT-
proBNP-Konzentrationen gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Einflussfaktoren auf die (NT-pro)BNP-Konzentration beim Menschen
(LV = linker Ventrikel, LVH = linksventrikuldre Hypertrophie) (REHMAN &
JANUZZI, 2008).

Alter

Physiologische Faktoren Weibliches Geschlecht

Adipositas

Herzversagen

Ischiamie

Arrhythmien

Kardiovaskuliire Faktoren Klappenerkrankungen

Hypertension mit LVH

Asymtomatische LV Dysfunktion

Kardiogener Schock

Lungenembolie

Cor pulmonale

Sepsis

Septischer Schock

Pulmonire Hypertension

Hyperthyroidismus

Nichtkardiale Faktoren Nierenversagen

Andmie

Tumore der Lunge

Intrazerebrale Himorrhagie

Fortgeschrittene Lebererkrankungen

Exzessiv erhohte Kortisolspiegel

Apnoe Syndrom
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Auch die vorhandenen Differenzen zwischen BNP und NT-proBNP sollten nicht
ginzlich ignoriert werden. Auch wenn diverse Studien eine exzellente statistische
Korrelation zwischen BNP und NT-proBNP gezeigt haben (MASSON et al.,
2002; YEO et al., 2003), gibt es beziiglich der Halbwertszeit, der inter- und
intraindividuellen Variabilitdt, der Produktion, der Stabilitit und renalen
Clearance Unterschiede (WANG et al., 2003; WU et al., 2003). Zurzeit konnen
die Ergebnisse der beiden verschiedenen Assay Typen nicht direkt ineinander
umgewandelt werden, jedoch scheinen die diagnostischen und prognostischen
Fihigkeiten der Tests im klinischen Alltag vergleichbar zu sein (TANG et al.,
2008).

Die wichtigste Indikation fiir den BNP/NT-proBNP-Test ist die Bestitigung der
Diagnose des kongestiven Herzversagens (BEILBY, 2008; TANG et al., 2008).
Die Bestimmung beider Peptide liefert exzellente Ergebnisse bei der Evaluation
akuter Dyspnoe (MAISEL et al., 2002; JANUZZI et al., 2005). In der ,,Breathing
Not Properly*“-Studie war die BNP Bestimmung allen anderen anamnestischen
und klinischen Befunden sowie Laborparametern bei der Differenzierung von
kardial und nicht kardial bedingter Dyspnoe iiberlegen. Ein Cut-Off-Wert von 100
pg/ml hat eine Sensitivitit von 90 % und eine Spezifitit von 76 % (MAISEL et
al., 2002). Ahnliche Resultate wurden fiir die Bestimmung der NT-proBNP-
Konzentration zur Differenzierung akuter Dyspnoe berichtet. Im Rahmen der
»The N-terminal ProBNP Investigation Of Dyspnea In The Emergency
Department (PRIDE)*“- Studie wurde ein Cut-Off-Wert von 900 pg/ml fiir
Patienten iiber 50 Jahre und 450 pg/ml fiir Patienten unter 50 Jahre festgelegt. Die
Sensitivitit dieser Cut-Off-Werte liegt bei 91 % (> 50 Jahre) und 93 % (< 50
Jahre), die Spezifitit bei 80 % und 95 %. Ebenso wurde in dieser Studie
festgestellt, dass ein NT-proBNP-Wert von < 300 pg/ml kongestives
Herzversagen ausschlieBt. Der negative pradiktive Wert liegt bei 99 % (JANUZZI
et al., 2005). Beide Studien haben gezeigt, dass die Bestimmung der Biomarker in
Kombination mit den Standarduntersuchungen der Bestimmung der Biomarker
oder der Standarduntersuchungen alleine deutlich iiberlegen ist (MAISEL et al.,
2002; JANUZZI et al., 2005). Diese Kombination der Diagnostikmethoden fiihrt
dartiber hinaus zu einem verbesserten Patientenmanagement mit einer Reduktion

des stationdren Aufenthaltes sowie zu einer reduzierten Rehospitalisierung (MOE
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et al.,, 2007). Auch bei Patienten mit reduzierter Nierenfunktion und akuter
Dyspnoe liefert die Bestimmung der beiden natriuretischen Peptide exzellente
diagnostische Ergebnisse. MCCULLOUGH und Mitarbeiter (2003) haben
gezeigt, dass der Cut-Off-Wert fiir BNP bei Patienten deren GFR < 60 ml/min
liegt, nach oben korrigiert werden muss. So hat sich in diesem Fall ein Cut-Oft-
Wert von 200 pg/ml als aussagekriftig erwiesen (MCCULLOUGH et al., 2003).
Genauso sollte der NT-proBNP Cut-Off-Wert in diesem Fall auf 1200 pg/ml
korrigiert werden (JANUZZI et al., 2006). Die Level von BNP und NT-proBNP
korrelieren mit den Klassen der New York Heart Association (NYHA) und der
Schwere der linksventrikuldren Dysfunktion (KRISHNASWAMY et al., 2001;
MAISEL et al., 2002; MCCULLOUGH et al., 2002; MUELLER et al., 2004).
Daher wird die Bestimmung von BNP und NT-proBNP zur Identifikation von
Patienten mit okkulter linksventrikuldrer Dysfunktion verwendet. Der
diagnostische Nutzen erhoht sich mit der Zunahme der Privalenz dieser
Erkrankung (HEIDENREICH et al., 2004). Daher eignet sich der Einsatz dieses
Tests in Patientenpopulationen, deren Risiko aufgrund vorangegangener
Herzinfarkte, familidrer Pradisposition und anderen Ursachen deutlich erhoht ist.
Ein Routine Screening nicht priadisponierter Patienten liefert keine verwertbaren
Ergebnisse (TANG et al., 2007). Ebenso kann durch Bestimmung von BNP/NT-
proBNP nicht zwischen systolischer und diastolischer Dysfunktion unterschieden
werden, auch wenn generell die BNP/NT-proBNP-Werte bei diastolischer
Dysfunktion niedriger sind (KRISHNASWAMY et al., 2001). Des Weiteren sind
folgende kardiale Erkrankungen mit einer erhohten Konzentration der BNP/NT-
proBNP Konzentration verbunden: frithere Episoden von Herzversagen (CHUNG
et al., 2006), Rhythmusstorungen (ROSSI et al., 2000; LOKE et al., 2003),
diastolische Dysfunktion, Mitralregurgitation, rechtsventrikuldre Dysfunktion,
vorangegangene Herzoperationen und andere strukturelle und funktionelle
kardiale Abnormalititen (CHEUNG, 1997; LUBIEN et al., 2002; MAISEL et al.,
2003; TROUGHTON et al., 2004). Bei Patienten mit akuten Brustschmerzen
kardialen Ursprungs ist der BNP Level signifikant hoher als bei nicht kardial
bedingtem Brustschmerz (BROWN et al., 2007). Aulerdem wurde gezeigt, dass
NT-proBNP ein ausgezeichneter Marker fiir eine myokardiale Ischdmie bei
Patienten mit Myokardinfarkt ohne ST-Strecken Anhebung ist (OGAWA et al.,
2006). Nach einem {iiberstandenen = Myokardinfarkt mit erhaltener

linksventrikuldrer systolischer Funktion konnen erhohte BNP Werte auf
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intraventrikulire Uberleitungsstorungen hinweisen (CIURASZKIEWICZ et al.,
2009). Auch bei der Differenzierung von kardial und nicht kardial bedingten
Synkopen erscheint die Messung von NT-proBNP sinnvoll, als Cut-Off-Wert wird
156 pg/ml angegeben (PFISTER et al., 2010).

Auch bei anderen Primérerkrankungen kann das Risiko einer moglichen kardialen
Beteiligung anhand der Bestimmung von BNP/NT-proBNP abgeschitzt werden.
Bei Patienten mit Diabetes, die aufgrund ihrer Erkrankung ein erhohtes Risiko
zum einen fiir arteriosklerotische, ischamische Herzverinderungen und zum
anderen fiir eine diabetische Kardiomyopathie haben, ist BNP ein guter Marker
fiir eine préklinische linksventrikulédre diastolische Dysfunktion (ROMANO et al.,
2010). Bei Patienten mit Sarkoidose eignet sich der Einsatz von NT-proBNP zum
Vorhersagen einer kardialen Beteiligung, nicht jedoch zur Diagnose einer
pulmoniren Hypertension (HANDA et al., 2010). Im Zusammenhang mit einer
pulmondren Embolie wurden die NT-proBNP-Konzentrationen evaluiert. Diese
lagen bei allen Patienten mit zentraler pulmonirer Embolie bei > 500 pg/ml,
ebenso bei allen Patienten, die an zentraler oder peripherer Embolie verstarben
(ALONSO-MARTINEZ et al., 2009). Bei Patienten mit Vorhofflimmern kann
BNP als Marker fiir einen linksatrialen Thrombus bei akutem ischdmischen
Schlaganfall eingesetzt werden (OKADA et al., 2010). Bei kiinstlich beatmeten
Patienten konnte ein Anstieg der BNP-Konzentration das durch kongestives
Herzversagen bedingte Scheitern des Atmungsversuches vorher anzeigen
(ZAPATA et al, 2011). Weiterhin scheint der Einsatz sinnvoll bei
Kohlenmonoxidvergiftungen. Die NT-proBNP-Konzentration korreliert mit dem
Carboxyhdmoglobinspiegel und kann somit eine eventuelle Kardiotoxizitét
anzeigen (DAVUTOGLU et al., 2006). Ein weiteres interessantes Einsatzgebiet
ist die Differenzierung von Pleuralergiissen. Es hat sich gezeigt, dass in
Pleuralergiissen kardialen Ursprunges die NT-proBNP-Konzentration signifikant

hoher ist (JANDA & SWISTON, 2010).

2.3.2.  Risikostratifizierung

Die Bestimmung von BNP/NT-proBNP wird nicht nur zu diagnostischen
Zwecken verwendet, sondern eine weitere Indikation ist die Risikostratifizierung
der Patientenmorbiditdt und -mortalitit. Dazu konnen entweder einzelne oder
Serienmessungen vorgenommen werden (TANG et al., 2007). Beim Menschen

erhoht sich das Todesrisiko um 35 % fiir jede Zunahme der BNP-Konzentration
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um 100 pg/ml iiber den Referenzbereich (DOUST et al., 2005). Serienmessungen,
die eine Zunahme von mehr als 85 % oder eine Reduktion von mehr als 46 % der
BNP oder NT-proBNP-Konzentration anzeigen, sind assoziiert mit anschlieender
Verschlechterung oder Verbesserung des klinischen Zustandes und des
Risikolevels (WU et al., 2003; O'HANLON et al., 2007). Bei Patienten mit
Mitralklappenregurgitation waren erhohte BNP Werte mit einem 4,7-fach
erhohtem Risiko fiir kongestives Herzversagen und Tod verbunden, verglichen
mit Patienten mit niedrigeren BNP Werten (PIZARRO et al., 2009). AuBBerdem
korrelierten die BNP/NT-proBNP Level mit der Schwere der Mitralregurgitation
(MOE et al., 2007). Durch die Bestimmung von BNP/NT-proBNP erhilt man
zusitzliche Informationen iiber die Prognose, unabhingig von konventionellen
Diagnostikmethoden, wie klinischen Symptomen, Schwere der
Mitralklappenregurgitation oder HerzgroBe (DETAINT et al., 2005; DETAINT et
al., 2006; PIZARRO et al., 2009). Bei akutem Koronarsyndrom hat sich BNP als
Indikator fiir akutes Herzversagen erwiesen (SINCLAIR et al., 2007). Auch nach
diversen kardialen Eingriffen ist die BNP/NT-proBNP Messung ein guter
prognostischer Parameter fiir postoperative Komplikationen oder postoperatives
Vorhofflimmern (ELIASDOTTIR et al., 2008; SARZI BRAGA et al., 2008).
Auch bei padiatrischen Patienten scheint BNP wertvolle Informationen iiber das
Outcome zu liefern. Kinder, die dlter als zwei Jahre sind, mit moderaten
Symptomen des kongestiven Herzversagens und einer BNP Konzentration > 140
pg/ml haben ein hoheres Risiko fiir ein schlechtes Outcome (AUERBACH et al.,
2010).

2.3.3. Monitoring

Der Einsatz von BNP/NT-proBNP zum Monitoring des Therapieerfolges wird
kontrovers diskutiert. In den aktuellsten Guidelines zum Einsatz kardialer
Biomarker bei Herzversagen von 2007 wurde ein Routinetest zur weiteren
Therapiegestaltung, z.B. weiterer Einsatz von Diuretika oder Anpassung der
Medikamentendosis, noch nicht empfohlen (TANG et al., 2007). Eine 1600
Patienten umfassende Meta-Analyse hat gezeigt, dass das Mortalititsrisiko um 31
% gesenkt werden konnte bei Einsatz einer von Biomarkermessungen gestiitzten
Therapie. Dieses war nicht verbunden mit der Zunahme mdoglicher
Nebenwirkungen (FELKER et al., 2009). In der ,,The BNP-Assisted Treatment To
Lessen Serial Cardiac Admissions And Death*“-Studie (BATTLE-SCARRED-
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Trial) wurde ein verbessertes Outcome bei NT-proBNP gestiitzter Therapie nur
bei Patienten < 75 Jahren festgestellt (LAINCHBURY et al., 2009). Auch der
BNP/NT-proBNP gestiitzte Einsatz von Carvedilol bei Patienten mit ischdmischer
linksventrikuldrer Dysfunktion hat kontroverse Ergebnisse geliefert. RICHARDS
und Mitarbeiter (1999,2001) berichteten, dass Patienten deren NT-proBNP-
Konzentration iiber dem Medianwert lag, von der Carvedilol Gabe profitierten, im
Gegensatz zu Patienten deren NT-proBNP-Konzentration darunter lag
(RICHARDS et al., 1999; RICHARDS et al., 2001). Gegensitzlich dazu sind die
Ergebnisse des ,, COPPERNICUS-TRIALS*, wo bei groeren Patientenzahlen alle
Patienten von der Carvedilol Therapie zu profitieren schienen, unabhéingig von
ihrer NT-proBNP-Konzentration (HARTMANN et al.,, 2004). Im Rahmen der
PRIMA (Can PRo-brain-natriuretic peptide guided therapy of chronic heart failure
IMprove heart fAilure morbidity and mortality-) Studie wurde evaluiert, ob die
Therapie des chronischen Herzversagens durch begleitende NT-proBNP
Serienmessungen und der Bestimmung eines individuellen NT-proBNP-Wertes zu
einem verbesserten Outcome fiihrt. Dabei wurde gezeigt, dass durch NT-proBNP
Serienmessungen instabile NT-proBNP Level als Indikator fiir bevorstehende
Zwischenfille herangezogen werden konnen. Jedoch fiihrte eine damit
verbundene Optimierung der Therapie zu keiner statistisch signifikanten

Reduktion der Morbiditit und Mortalitdt (EURLINGS et al., 2010).

2.34. Therapeutischer Einsatz

Auch wenn die vermehrte Synthese der BtNPs in Zustinden akuter
Volumeniiberladung alleine nicht ausreicht, den euvoldmischen Zustand
wiederherzustellen, wird versucht, die vorteilhaften Effekte therapeutisch zu
nutzen. Nesiritide, ein synthetisches rekombinantes humanes BNP wurde zur
Therapie des kongestiven Herzversagens entwickelt (LEE & BURNETT, 2007).
Die Applikation von Nesiritide bewirkt eine ausgewogene arterielle und vendse
Dilatation, was zur Reduktion von Vor- und Nachlast fiihrt. AuBerdem erhoht
Nesiritide den renalen Blutfluss, was zu vermehrter GFR und Natriurese sowie
Diurese fiihrt (MILLS et al., 2002). Nesiritide wurde in mehreren klinischen
Studien an iiber 700 stationdren Patienten mit akutem kongestiven Herzversagen
evaluiert (HOBBS et al., 1996; ABRAHAM et al., 1998; MILLS et al., 1999;
COLUCCI et al., 2000; 2002). Es wurde gezeigt, dass es zu einer schnellen

Reduktion des systemischen GefidBwiderstandes sowie des Pulmonary Capillary



II. Literaturiibersicht 22

Wedge Pressures fiihrt. Dieses war assoziiert mit einer deutlichen Verbesserung
des kongestiven Herzversagens (MILLS et al., 2002). Allerdings ist der Einsatz
von Nesiritide nicht unumstritten. Zwei Meta-Analysen haben zum einen eine
Verschlechterung der renalen Funktion (SACKNER-BERNSTEIN et al., 2005b)
und zum anderen eine erhohte Mortalitét gezeigt (SACKNER-BERNSTEIN et al.,
2005a). AuBerdem war die Behandlung mit Nesiritide mit einem um 74 %
erhohten Todesrisikos innerhalb eines Kurzzeit-Follow-Ups von 30 Tagen
assoziiert (SACKNER-BERNSTEIN et al., 2005a). Dieses wurde in einer
aktuellen Meta-Analyse von ABRAHAM und Mitarbeitern (2010) jedoch
widerlegt (ABRAHAM et al., 2010). Trotz der kontroversen Ergebnisse ist
Nesiritide von der U.S. FDA zum therapeutischen Einsatz bei akutem kongestiven
Herzversagen zugelassen (FEDERICO, 2010). Im Rahmen der ,,Acute Study Of
Clinical Effectiveness Of Nesiritide In Decompensated Heart Failure* (ASCEND
HF Trial) wurde der Einfluss einer Nesiritide Behandlung auf Morbiditdt und
Mortalitit evaluiert. In diese Studie sind 7000 Patienten weltweit im Zeitraum von
2007-2010 eingeschlossen worden, die Ergebnisse stehen noch nicht zur

Verfiigung (HERNANDEZ et al., 2009).

2.4. Verwendung in der Veterindrmedizin

Besonders in der Kleintiermedizin hat sich die Bestimmung der natriuretischen
Peptide etabliert. Zu Beginn des Einsatzes in der Tiermedizin erschien die ANP
Bestimmung der Bestimmung von BNP/NT-proBNP iiberlegen zu sein. Die
Verwendung humaner BNP Assays zeigte im Vergleich zu ANP schlechtere
Resultate (ASANO et al., 1999). Dieses wird auf die geringe Homologie zwischen
caninem und humanem pra-proBNP zuriickgefiihrt, welche nur bei 45 % liegt. Im
Gegensatz dazu betrdgt die Homologie zwischen caninem und humanem pri-
proANP 87 % (OIKAWA et al., 1985; LIU et al., 2002). AuBBerdem ist BNP
aufgrund seiner extrem kurzen Halbwertszeit von nur 90 Sekunden sehr instabil
(THOMAS & WOODS, 2003). Durch Verwendung von caninen BNP Assays
wurden aussagekriftigere Resultate erzielt. So konnte durch die BNP Bestimmung
die Differenzierung von Herzversagen und extrakardialen Erkrankungen als
Ursache fiir klinische Symptome erfolgen. Ebenso korrelierte der BNP Wert mit
der Schwere des Herzversagens (DEFRANCESCO et al., 2007). OYAMA und
Mitarbeiter (2008) demonstrierten dhnliche Resultate fiir die NT-proBNP
Bestimmung bei Hunden (OYAMA et al., 2008). Aufgrund seiner besseren
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Stabilitit hat sich NT-proBNP als exzellenter kardialer Biomarker erwiesen. Sein
diagnostischer und prognostischer Wert ist bei Hunden und Katzen der NT-
proANP Bestimmung iiberlegen (CONNOLLY et al., 2008; TARNOW et al.,
2009).

24.1. NT-proBNP in der Veterindrmedizin

AuBer beim Hund und bei der Katze ist der NT-proBNP-Test noch nicht etabliert.
Es sind kaum Studien bei anderen Tierarten vorhanden. Eine Studie an Ratten hat
ebenfalls gezeigt, dass die NT-proBNP-Konzentration bei Tieren im
Herzversagen verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant ansteigt (FU et al.,
2009). Auch bei Schafen ist NT-proBNP als Marker fiir Volumeniiberladung und
Dekompensation gut geeignet (PEMBERTON et al., 1998).

2.4.1.1. NT-proBNP beim Hund

Ebenso wie in der Humanmedizin ist eine hdufige Indikation fiir eine NT-proBNP
Bestimmung die Differenzierung von kardial und extrakardial bedingter Dyspnoe
(DEFRANCESCO et al., 2007; PROSEK et al., 2007; FINE et al., 2008; OYAMA
et al., 2009). FINE und Mitarbeiter (2008) untersuchten 46 Hunde mit
respiratorischen Symptomen. Es stellte sich heraus, dass die mediane NT-
proBNP-Konzentration bei Hunden im Herzversagen signifikant hoher war als bei
Hunden mit respiratorischen Erkrankungen wie Bronchitis, Infektionen oder
Neoplasie. Bei allen Hunden mit einer respiratorischen Erkrankung lag die NT-
proBNP-Konzentration < 800 pmol/l, somit lag eine Spezifitit von 100 % vor. Bei
92 % der Hunde im Herzversagen wurde ein NT-proBNP-Wert > 1400 pmol/I
festgestellt (FINE et al., 2008). In einer anderen Studie konnte anhand eines NT-
proBNP Cut-Off-Wertes von 1158 pmol/l zwischen kardial und extrakardial
bedingter Dyspnoe unterschieden werden (OYAMA et al., 2009). NT-proBNP-
Konzentrationen im Bereich um den in dieser Studie bestimmten Cut-Off-Wert
von 1158 pmol/l haben einen niedrigeren pradiktiven Wert als extreme Werte im
oberen oder unteren Abschnitt des Messbereichs. Daher kann bei einer
Konzentration von < 900 pmol/l von einer respiratorischen Erkrankung und bei
einer Konzentration von > 1800 pmol/l vom kongestiven Herzversagen
ausgegangen werden. Werte im Bereich zwischen 900 - 1800 pmol/l sollten
aufgrund ihrer geringeren Aussagekraft vorsichtig interpretiert werden (OYAMA
et al., 2009; OYAMA & SINGLETARY, 2010). Ebenso wie in der
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Humanmedizin korreliert die Wahrscheinlichkeit des Herzversagens mit der Hohe
der NT-proBNP-Konzentration (STEINHART et al., 2009; OYAMA &
SINGLETARY, 2010).

Eine weitere potentielle Indikation scheint der Einsatz zur Diagnostik von
asymptomatischen oder okkulten Krankheitsstadien zu sein. Besonders im Falle
einer okkulten DCM sind charakteristische klinische Symptome wie
Rhythmusstorungen nicht immer vorhanden. AuBerdem ist der diagnostische
Goldstandard  bestehend aus  Kurzzeit-EKG,  24-Stunden-EKG  und
Echokardiographie relativ teuer und es wird diverses Equipment bendotigt.
Allerdings scheinen BNP sowie NT-proBNP nur unter bestimmten Bedingungen
dafiir geeignet zu sein (OYAMA & SINGLETARY, 2010). Bei Doberménnern
mit okkulter DCM hat der Einsatz eines BNP Tests eine relativ hohe Sensitivitit
(95,2 %) aber eine niedrige Spezifitit (61,9 %) ergeben. Das bringt die Gefahr
vieler falsch-positiver Ergebnisse mit sich und limitiert den Einsatz des Tests
(OYAMA et al., 2007). Eine aktuelle Studie zum Einsatz von NT-proBNP beim
Dobermann ergab bei Verwendung eines Cut-Off-Wertes von 400 pmol/l eine
Sensitivitit (81,1 %) und Spezifitit (75 %) zur Erkennung aller Krankheitsstadien.
Wurde die Sensitivitdt nur bezogen auf die Erkennung von Echoverinderungen
betrachtet, stieg diese auf 90 % an. Die Spezifitit lag in dem Fall bei 75 %.
Wurde ein Cut-Off-Wert von 550 pmol/l zur Erkennung von Echoverdnderungen
verwendet, stieg die Spezifitit auf 90,3 % (WESS et al, 2011a). Die
Kombination von Holteruntersuchung und NT-proBNP Messung hat in einer
weiteren Studie eine 100-prozentige Sensitivitit und eine 93,2-prozentige
Spezifitit ergeben (MORRIS et al., 2009). Daher erscheint die Kombination einer
Holteruntersuchung und einer NT-proBNP Messung eine sinnvolle diagnostische
Methode darzustellen (OYAMA & SINGLETARY, 2010). Aufgrund der hohen
Sensitivitidt eignet sich dieser Test besonders zum Einsatz in Populationen mit
einer hohen Inzidenz der Erkrankung. Studienergebnisse aus der Humanmedizin
zeigten, dass der BNP Test bei Menschen maximal effektiv ist, wenn in der
untersuchten Population die Prdavalenz der Erkrankung > 1 % liegt
(HEIDENREICH et al., 2004). Die Privalenz der okkulten DoCM in den USA
liegt zwischen 45 % und 63 % (HAZLETT et al., 1983; OGRADY & HORNE,
1998; CALVERT & MEURS, 2000). In Europa liegt die Gesamtpridvalenz der
Dobermannkardiomyopathie bei 58,3 % (WESS et al., 2010b). Ein Routine
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Screening mittels NT-proBNP Bestimmung zur Diagnose der okkulten DCM
beim Hund wird zur Zeit nicht empfohlen, es werden weitere Studien bendtigt

(OYAMA & SINGLETARY, 2010).

In welchem Umfang die NT-proBNP Messung zur Vorhersage des Morbiditits-
und Mortalitétsrisikos beitragen kann, muss noch vollstindig gekldrt werden.
Ergebnisse einiger Studien bei Hunden mit und ohne klinischen Symptomen
zeigten, dass die NT-proBNP-Konzentration mit Fortschreiten der Erkrankung
ansteigt (OYAMA et al., 2008; TARNOW et al., 2009). Daher scheint es
prinzipiell moglich zu sein, durch die NT-proBNP Bestimmung den Beginn des
Herzversagens und den Todeszeitpunkt vorherzusagen (OYAMA &
SINGLETARY, 2010). In einer prospektiven Studie mit an asymptomatischer
Mitralklappenendokardiose erkrankten Hunden war NT-proBNP der einzige von
acht Parametern, der den Todeszeitpunkt oder Beginn des kongestiven
Herzversagens in den folgenden zwolf Monaten vorhersagen konnte
(CHETBOUL et al., 2009). Ahnliche Ergebnisse lieferte eine Studie mit 100
Hunden, die an Mitralklappenendokardiose erkrankt waren. Lediglich die
Bestimmung der NT-proBNP-Konzentration sowie der linksventrikulédre
Durchmesser waren prognostisch fiir die allgemeine sowie die kardiale Mortalitéit
innerhalb der dreijdhrigen Studiendauer (MOONARMART et al., 2010). Fiir jede
Zunahme der NT-proBNP-Konzentration um 100 pmol/l stieg das allgemeine
Mortalititsrisiko um 7 %. Die mediane Uberlebenszeit von Hunden, deren NT-
proBNP-Konzentration groBer als 738,5 pmol/l war, lag bei 318 Tagen versus 786
Tagen bei NT-proBNP-Konzentrationen zwischen 391,1 und 738,5 pmol/l. Die
Analyse an Tag 351 der Subpopulation der Hunde, die aufgrund kardialer
Ursachen starben, ergab, dass nur Hunde mit einem Wert von > 740 pmol/l ein
signifikant erhohtes Mortalititsrisiko aufwiesen. Die mediane Uberlebenszeit der
Hunde mit niedrigerer NT-proBNP-Konzentration konnte nicht bestimmt werden,
da mehr als die Hilfte dieser Hunde am Studienende noch am Leben waren

(MOONARMART et al., 2010).

SERRES und Mitarbeiter (2008) fanden heraus, dass die NT-proBNP-
Konzentration eng mit dem klinischen Schweregrad der
Mitralklappenendokardiose bei Hunden im Herzversagen korreliert. Des Weiteren
konnte in dieser Studie der NT-proBNP-Test mit einer Sensitivitdt von 80 % und

einer Spezifitit von 73 % die Mortalitit in den folgenden sechs Monaten
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vorhersagen. Dabei waren NT-proBNP-Konzentrationen > 1500 pmol/l mit einer
sehr schlechten Prognose assoziiert (SERRES et al., 2009). Weitere Studien
werden auch  hier  benétigt, um  Cut-Off-Werte und  geeignete
Patientenpopulationen besser definieren zu konnen. Dennoch scheint die
Vorhersage des Outcomes und des Mortalititsrisikos durch den NT-proBNP-Test
von Patienten mit Mitralklappenendokardiose eine grof3e potentielle Bedeutung zu
haben (OYAMA & SINGLETARY, 2010). Weiterhin korrelierten bei Hunden mit
Aortenstenose  die ~ NT-proBNP-Werte mit dem  linksventrikuldren
enddiastolischen Druck und der Dicke des interventrikuliren Septums in der
Diastole (IVSd) (HORI et al., 2008). Die Korrelation zwischen NT-proBNP und
weiteren Echoparametern sowie dem  Vertebral Heart Score (VHS) wird
kontrovers diskutiert. TARNOW und Mitarbeiter (2009) zeigten eine positive
Korrelation zwischen dem Verhéltnis des linken Atriums zur Aorta (LA/Ao)
(TARNOW et al., 2009). Ebenso wurde in einer anderen Studie eine positive
Korrelation des VHS mit der NT-proBNP-Konzentration demonstriert (OYAMA
et al.,, 2008). Eine Studie von FINE und Mitarbeitern (2008) konnte beide
Ergebnisse nicht bestédtigen (FINE et al., 2008).

Eine weitere Indikation fiir die NT-proBNP Messung ist, ebenso wie in der
Humanmedizin, die von Biomarker Messungen begleitete Therapie. Ergebnisse
einer veterindrmedizinischen Pilotstudie deuten daraufhin, dass Schwankungen
der NT-proBNP-Konzentration mit Veranderungen der Therapie iibereinstimmen.
Im Rahmen dieser Studie wurden Hunde, die aufgrund einer schweren
Mitralklappenendokardiose Furosemid erhielten, zusétzlich durch NT-proBNP
Serienmessungen iiberwacht. Basierend auf den Ergebnissen der konventionellen
Untersuchungsmethoden (klinische Untersuchung, Blutuntersuchung,
Echokardiographie und Thoraxrontgen) und geblindet gegeniiber den NT-proBNP
Resultaten, mussten sich die Untersucher fiir eine erhohte, reduzierte oder
unverianderte Furosemid Dosis entscheiden. Patienten, die eine hohere NT-
proBNP-Konzentration aufwiesen, hatten auch eine erhohte Furosemid Dosis
erhalten. AuBlerdem zeigten diese Patienten hidufiger radiologisch Hinweise auf
kongestives Herzversagen. Die gleichen Beobachtungen wurden fiir den
umgekehrten Fall gemacht. Die Patienten mit einem niedrigeren NT-proBNP-
Spiegel hatten niedrigere Furosemid Dosen erhalten. Ebenso war bei diesen

Patienten radiologisch kein Hinweis auf kongestives Herzversagen vorhanden



II. Literaturiibersicht 27

(ACHEN et al., 2009). Bei Hunden mit einer pulmondren Hypertension, die
Pimobendan erhielten, war NT-proBNP als Kontrollparameter einsetzbar. Die
echokardiographisch nachweisbare Reduktion des Druckgradienten fiihrte
gleichfalls zur Reduktion der NT-proBNP-Konzentration (ATKINSON et al.,
2009). Diese Resultate lassen vermuten, dass die Ergebnisse von NT-proBNP
Serienmessungen Therapieentscheidungen in Zukunft positiv beeinflussen
konnten. Aber auch in diesem Fall bedarf es weiterer Studien, ein Routinetest
wird zur Zeit nicht empfohlen (OYAMA & SINGLETARY, 2010). Im Fall des
chirurgischen Verschlusses eines Persistierenden Ductus Arteriosus Botalli
(PDA) ist eine Reduktion der NT-proBNP Plasma Konzentration mit einem
erfolgreichen Verschluss assoziiert (ARAMAKI et al., 2010).

2.4.1.2. NT-proBNP bei der Katze

Ebenso wie in der Humanmedizin und bei Hunden, kann auch bei Katzen anhand
der NT-proBNP-Konzentration eine kardiale Dyspnoe (durch kongestives
Herzversagen bedingt durch verschiedene feline Kardiomyopathien) von einer
nicht kardial bedingten Dyspnoe differenziert werden (WESS, 2008;
CONNOLLY et al., 2009b; FOX et al., 2009). Aulerdem zeigte sich, dass Katzen
mit primdren respiratorischen Erkrankungen und ohne Anzeichen einer
linksventrikuldren = Hypertrophie hohere NT-proBNP-Konzentrationen als die
gesunde Kontrollpopulation aufwiesen (WESS, 2008; CONNOLLY et al., 2009b).
Dieses konnte durch eine pulmonire Hypertension bedingt sein (CONNOLLY et
al., 2009b). Mehrere Studien ergaben ebenfalls signifikant erhohte NT-proBNP-
Konzentrationen fiir Katzen im Herzversagen (FOX et al., 2009; HSU et al., 2009;
ZIMMERING et al., 2009). Laut den Resultaten einer weiteren Studie kann
anhand der NT-proBNP-Konzentration zwischen asymptomatischen Katzen,
solchen mit kongestivem Herzversagen und der gesunden Kontrollpopulation
unterschieden werden (CONNOLLY et al., 2008). Die Fihigkeit des Tests
zwischen gesunden Kontrollkatzen und an felinen Kardiomyopathien erkrankten,
aber sich nicht im Herzversagen befindenden Katzen, unterscheiden zu konnen,
wird kontrovers diskutiert. Diverse Publikationen legen nahe, dass die NT-
proBNP-Konzentration zur Unterscheidung von asymptomatischen Katzen und
gesunden Kontrollkatzen herangezogen werden kann (CONNOLLY et al., 2008;
ZIMMERING et al., 2009; WESS et al., 2011b). Diese Resultate werden in einer
Studie von MACLEAN und Mitarbeitern (2006) jedoch nicht bestitigt
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(MACLEAN et al., 2006). Weitere Studien ergaben, dass durch den NT-proBNP-
Test Katzen mit echokardiographischen Verinderungen, die sich noch nicht im
Herzversagen befinden, identifiziert werden konnen (CONNOLLY et al., 2008;
WESS et al., 2011b). Ebenso konnte bei asymptomatischen Katzen eine kardiale
VergroBerung anhand der NT-proBNP-Konzentration nachgewiesen werden
(TOMINAGA et al.,, 2011). Eine Studie von HSU und Mitarbeitern (2009)
bestitigte, dass asymptomatische Katzen in einem  hochgradigen
Erkrankungsstadium mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt identifiziert werden
konnen. Jedoch traf das nicht auf gering- oder mittelgradige Befunde zu, da diese
Katzen im Vergleich zur gesunden Kontrollpopulation keine signifikant erhohten
NT-proBNP-Konzentrationen aufwiesen (HSU et al., 2009). In der Studie von
WESS et al. wurde allerdings gezeigt, dass auch Katzen mit einer milden
hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) erhéhte NT-proBNP-Spiegel aufwiesen.
Ein Cut-Off-Wert von 100 pmol/l erreichte eine Sensitivitdt von 92,4 % und eine
Spezifitdit von 93,9 %. Somit eignet sich die NT-proBNP Bestimmung als
Screening-Test fir HCM. Katzen, bei denen ein NT-proBNP-Wert > 100 pmol/l
festgestellt worden ist, sollten einer Echokardiographie unterzogen werden

(WESS et al., 2011b).

2.4.2. BNP in der Veterinirmedizin

Auch die BNP Bestimmung wird in der Tiermedizin verwendet. Allerdings ist
BNP aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit von 90 Sekunden viel instabiler als
NT-proBNP (THOMAS & WOODS, 2003). Im Gegensatz zu NT-proBNP
existieren iiber BNP auch experimentelle Studien bei anderen Tierarten. So
konnte gezeigt werden, dass bei Schweinen, die aufgrund einer kongenitalen
Herzerkrankung an chronischer Hypoxie litten, die BNP-Konzentration
signifikant anstieg (KHAN et al., 2008). In einem Maiusemodell konnte der
positive Einfluss von endogenem BNP nachgewiesen werden. Es wurde
demonstriert, dass es das Fortschreiten des kardialen Remodellings bei einer
DCM verlangsamte (YASUNO et al., 2009). Ahnliche Ergebnisse zeigte eine
Studie an Ratten, die nach einem induzierten Myokardinfarkt eine Woche mit
BNP behandelt wurden. Diese Behandlung fiihrte zur Reduktion des
Infarktgebietes und des linksventrikuldren Remodellings, sowie einer verbesserten
linksventrikuldren Funktion (GEORGE et al., 2010). Auch Schafe, bei denen ein

Myokardinfarkt induziert worden war, zeigten eine signifikant erhohte BNP
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Konzentration verglichen mit der Kontrollgruppe (CAMERON et al., 2000).
Ebenso hatten Schafe im Herzversagen bedeutsam hohere BNP Spiegel als
gesunde Tiere (PEMBERTON et al., 2002). Eine Korrelation zwischen dem BNP
Anstieg und der linksventrikuldaren = Volumeniiberladung sowie der
Ejektionsfraktion (EF) konnte nachgewiesen werden (RADEMAKER et al.,
2000).

Ebenso wie in der Humanmedizin eignet sich die BNP Bestimmung um beim
Hund zwischen kardial und nicht kardial bedingter Dyspnoe zu unterscheiden
(DEFRANCESCO et al., 2007; PROSEK et al., 2007). Beim Hund korreliert die
BNP-Konzentration mit den Klassen des International Small Animal Cardiac
Health Council (ISACHC) (HAUSSLER, 2004; DEFRANCESCO et al., 2007),
der Schwere der Herzerkrankung, sowie der Grofe des linken Atriums und LA/Ao
(MACDONALD et al., 2003). Bezogen auf die Klassen der NYHA konnte gezeigt
werden, dass Hunde in den Klassen III und IV signifikant hohere BNP Spiegel
aufwiesen als solche in Klasse 0 (ASANO et al., 1999). Bei Hunden mit
experimentell induzierter systolischer Dysfunktion ist der BNP Spiegel erhoht
(BAUMWART & MEURS, 2005). Des Weiteren ist im okkulten Stadium einer
DCM und bei Golden Retrievern mit sekundédrer dilatativer Kardiomyopathie
aufgrund muskuldrer Dystrophie die BNP Konzentration signifikant erhoht
(CHETBOUL et al., 2004; OYAMA et al., 2007). Eine weitere Studie
demonstrierte, dass fiir jede Erhohung des Plasma BNP Spiegels um 10 pg/ml die
Mortalitétsrate innerhalb von vier Monaten um 44 % anstieg (MACDONALD et
al., 2003). Bei Katzen wurde mittels Inmunhistochemie die Verteilung von BNP
bei gesunden und an HCM erkrankten Tieren verglichen. Es stellte sich heraus,
dass bei gesunden Katzen die Immunreaktivitit von BNP auf die Atrien begrenzt
war, wihrend bei Vorliegen einer HCM auch eine Immunreaktivitit in
ventrikuldren Myozyten gefunden wurde (BIONDO et al., 2003). Mittels
Radioimmunoassay wurde bei Katzen im kongestiven Herzversagen respektive
mit systemischer Thrombembolie aufgrund einer felinen Kardiomyopathie
erhohte BNP Spiegel detektiert. Ferner war BNP bei asymptomatischen Katzen
mit Kardiomyopathie im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant
erhoht (SISSON, 2003). Der Einfluss extrakardialer Ursachen auf die BNP
Konzentration wurde nachgewiesen. Hunde bei denen keine kardiale Erkrankung,

jedoch traumatische, neurologische, neoplastische oder gastrointestinale Prozesse
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nachweisbar waren, zeigten ebenfalls im Einzelfall BNP Spiegel oberhalb des in
dieser Studie festgelegten Cut-Off-Wertes fiir kongestives Herzversagen (LEE et
al., 2011).

2.5. NT-proBNP Bestimmung

Zur Bestimmung der natriuretischen Peptide in der Veterindrmedizin kommen
mehrere Testmethoden zum Einsatz. Der canine BNP Assay hat sich von einem
sehr zeitintensiven C-BNP Radioimmunoassay zu einem C-BNP Enzym-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) und dem caninen und felinen spezifischen NT-
proBNP Elisa entwickelt (SISSON, 2004; OYAMA & SINGLETARY, 2010). In
dieser Dissertation wurde zum einen der Vetsign® Canine CardioScreen NT-
proBNP, Guildhay, Guildford, Surrey, England und zum anderen der Cardiopet®
proBNP, IDEXX Laboratories, USA verwendet. Der Einfachheit halber wird
ersterer im Folgenden als Vetsign-Test und letzterer als Cardiopet-Test
bezeichnet. Ersterer wurde von Boswood et al. validiert (BOSWOOD et al.,
2008). Laut Herstellerangaben wurde der Cardiopet-Test ausreichend validiert, die
Ergebnisse wurden allerdings nicht veroffentlicht. IDEXX hat Protease-Inhibitor
enthaltende Cardiopet-Rohrchen auf den Markt gebracht (COLLINS et al., 2010).
Der Protease-Inhibitor soll die Stabilitit von NT-proBNP wihrend des Transports
gewdhrleisten. Laut Hersteller kann dadurch der NT-proBNP Abbau iiber einen
Zeitraum von 24 Stunden ohne ein Einfrieren der Probe verhindert werden
(IDEXX, 2010b). In einer Studie wurde der Einfluss des Protease-Inhibitors auf
NT-proBNP in felinem Plasma untersucht. Dazu wurde Blut in EDTA Rdéhrchen
abgenommen, innerhalb von 30 Minuten zentrifugiert und bei -80°C eingefroren.
Nach dem Auftauen wurde jede Probe in zwei Aliquots separiert. Ein Aliquot
wurde in ein Protease-Inhibitor enthaltendes Probenrohrchen gefiillt, das andere
wurde so belassen. Jedes Aliqout wurde anschlielend in fiinf weitere Teilproben
geteilt, welche alle bei Raumtemperatur gelagert worden sind. Zum Zeitpunkt 0,
nach 24, 48, 96 und 120 Stunden wurde die NT-proBNP-Konzentration gemessen.
Wihrend zum Zeitpunkt 0 keine Differenz detektiert werden konnte, zeigte sich,
dass der Zusatz des Protease-Inhibitors den NT-proBNP Abbau signifikant
reduziert, jedoch nicht vollstandig verhindern kann (CONNOLLY et al., 2011b).
Eine weitere Studie zum Einsatz von Stabilisatorrohrchen zeigte, dass
stabilisiertes felines Plasma, welches bei 4°C 24 Stunden gekiihlt wurde, im

Vergleich zu nicht stabilisiertem Plasma, welches bis zur Testdurchfiihrung bei -
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20°C eingefroren wurde, nur eine geringgradige, nicht signifikant niedrigere NT-

proBNP-Konzentration aufweist (GUNTHER et al., 2010).

2.5.1. Einflussfaktoren auf die NT-proBNP-Konzentration

Die NT-proBNP-Konzentration wird durch diverse Faktoren beeinflusst. Dazu
gehoren  extrakardiale Erkrankungen, Medikamentengabe, wochentliche
Schwankungen sowie das Probenhandling (OYAMA & SINGLETARY, 2010).
Zwei veterindrmedizinische Studien haben eine signifikant hohere NT-proBNP-
Konzentration fiir azotdmische Hunde verglichen mit der gesunden
Kontrollgruppe demonstriert. In beiden Studien lagen die NT-proBNP-Werte iiber
dem fiir Hunde im Herzversagen festgelegten Referenzbereich, was bei
Verwendung dieser Werte zu falsch-positiven Resultaten gefiihrt hitte (RAFFAN
et al., 2009; SCHMIDT et al., 2009). Dieses kann durch Verwendung eines NT-
proBNP/Kreatinin Verhiltnisses verhindert werden (SCHMIDT et al., 2009).
Auch bei Katzen mit schwerer normotensiver chronischer Niereninsuffizienz ist
die NT-proBNP-Konzentration signifikant erhoht (SYME et al., 2006). Bei
Patienten mit Nierenerkrankungen ist die angestiegene NT-proBNP-
Konzentration nicht nur das Resultat der reduzierten renalen Filtration. Eine
diastolische Dysfunktion respektive erhohtes Plasmavolumen konnen zu
gesteigerter myokardialer Dehnung und daraus resultierender NT-proBNP
Freisetzung filhren (OYAMA & SINGLETARY, 2010). Systemische und
pulmonire Hypertension fithren ebenfalls zu erhohten NT-proBNP-Spiegeln
(ATKINSON et al., 2009; OYAMA et al., 2009). Es konnte kein Einfluss von
Alter, Geschlecht und Gewicht festgestellt werden (KOLLER & GOEDDEL).
Weiterhin wird die NT-proBNP-Konzentration durch Tag-zu-Tag Variationen
sowie durch wochentliche Schwankungen beeinflusst (WU, 2006; KELLIHAN et
al., 2009). Auch bei gesunden Hunden konnte in Einzelfillen eine NT-proBNP-
Konzentration von > 500 pmol/l nachgewiesen werden (KELLIHAN et al., 2009).
Diese Fluktuationen konnen als Resultat von Verdnderungen des zirkadianen
Rhythmus auftreten. Weiterhin kann die Variabilitit des Fliissigkeitshaushaltes
aufgrund von Abweichungen bei der Futter- oder Wasseraufnahme, wechselnder
korperlicher Aktivitit oder verdnderter Metabolismus der Peptide fiir diese
Schwankungen verantwortlich sein (WU, 2006; O'HANLON et al., 2007). Durch
das Probenhandling und den Versand der Proben kann die NT-proBNP-

Konzentration ebenfalls beeinflusst werden. Sowohl bei Serum wie auch bei
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Plasma Proben fiihrt eine 24-stiindige Lagerung bei Raumtemperatur zu einer 50-
prozentigen Reduktion des medianen NT-proBNP-Spiegels (FARACE et al.,
2008; COLLINS et al., 2010). Eine humanmedizinische Studie hat gezeigt, dass
das Fehlen von standardisierten Abldufen fiir Probengewinnung, Verarbeitung
und Lagerung fiir 93 % der prdanalytischen Variabilitit verantwortlich ist (LIPPI
et al., 2006).

2.5.2. Cut-Off-Werte fiir NT-proBNP beim Hund

Abhingig von der zugrunde liegenden Erkrankung und auch von der jeweiligen
Studie werden unterschiedliche Werte angegeben. Die wichtigste Indikation fiir
die NT-proBNP Bestimmung ist die Differenzierung von kardial und extrakardial
bedingter Dyspnoe. Dazu wird in einer Studie von OYAMA und Mitarbeitern
(2009) ein Cut-Off-Wert von 1158 pmol/l fir Hunde im kongestiven
Herzversagen angegeben (OYAMA et al., 2009). In einer anderen Studie wurde
bei 92 % der Hunde im Herzversagen ein NT-proBNP-Spiegel von > 1400 pmol/l
festgestellt (FINE et al., 2008). Fiir eine kardiale Erkrankung, die noch nicht zum
Herzversagen gefiihrt hat, scheint laut BOSWOOQOD und Mitarbeitern (2008) 210
pmol/l ein geeigneter Cut-Off-Wert zu sein. Allerdings erscheint dieser Cut-Off-
Wert im Vergleich zu anderen Studien relativ niedrig. Dieses konnte daraus
resultieren, dass einige Proben ungekiihlt verschickt worden sind (BOSWOOD et
al., 2008). Bei an Mitralklappenendokardiose erkrankten Hunden ist ein NT-
proBNP-Spiegel > 450 pmol/l mit einem hochgradigen Erkrankungsstadium
assoziiert (CHETBOUL et al., 2009; TARNOW et al., 2009). Beim Screening auf
DoCM erscheinen NT-proBNP-Werte > 400 pmol/l verdichtig fiir das Vorliegen
der Erkrankung zu sein (WESS et al., 2011a). In einer weiteren Studie wurde ein
Cut-Off-Wert von 445 pmol/l angegeben, um zwischen gesunden und an DCM
respektive Mitralklappenendokardiose erkrankten Hunden unterscheiden zu
konnen (OYAMA et al., 2008). Der Verdacht auf eine angeborene
Herzerkrankung (PDA, Pulmonalstenose, Atrium-Septum-Defekt) liegt bei einer
NT-proBNP-Konzentration > 354 pmol/l vor. Ab einer Konzentration von > 826
pmol/l erscheint dieses wahrscheinlich (SAUNDERS et al., 2009). Vor kurzer
Zeit wurden von IDEXX spezielle Cardiopet-Rohrchen entwickelt. Fiir diesen
Test werden eigene Referenzwerte empfohlen. Diese gelten fiir Patienten mit
einem Herzgerdusch und klinischen Symptomen. Bei einem Testergebnis < 800

pmol/l ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Symptome kardial bedingt sind,
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gering. Werte zwischen 800 — 1800 pmol/l liegen im Graubereich. In diesem
Graubereich ist keine Unterscheidung zwischen einer kardialen und einer
extrakardialen Ursache fiir bestethende Symptome moglich. Bei einer NT-
proBNP-Konzentration > 1800 pmol/l ist die Wahrscheinlichkeit, dass die
klinischen Symptome kardial bedingt sind, sehr hoch. Eine weitere kardiologische

Abklirung des Patienten wird empfohlen (IDEXX, 2010a).
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II1. MATERIAL UND METHODEN

1. Patienten

Die Patienten sind im Rahmen einer Studie zur DoCM der Medizinischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen untersucht worden.
Es wurden 327 Hunde im Zeitraum von August 2004 bis Januar 2011 untersucht.
Die gesamte Studienpopulation setzte sich aus 168 herzgesunden und 159 an der
DoCM erkrankten Hunden zusammen. Da bei einigen Patienten, abhéingig von
ihrem  jeweiligen  Krankheitsstadium,  mehrfach ~ Folgeuntersuchungen
durchgefiihrt worden sind, flossen insgesamt 623 Untersuchungen in die

Auswertung ein.

Zur Erstellung der Cut-Off-Werte wurden nur 196 Untersuchungen von 125
gesunden Hunden {iber fiinf Jahre verwendet. Diese Altersgrenze wurde gesetzt,
um das Risiko zu minimieren, dass Hunde eingeschlossen wurden, die zu einem
spiateren Zeitpunkt noch erkranken. Um den Einfluss des Alters auf die NT-
proBNP-Konzentration bestimmen zu konnen, wurden die Hunde in zwei
Altersgruppen eingeteilt. Hunde zwischen fiinf und acht Jahren wurden in die

eine, Hunde iiber acht Jahren in die andere Altersgruppe eingeteilt.

Es erfolgte eine Einteilung der Hunde in verschiedene Krankheitsstadien. Die
Kriterien fiir die Einteilung werden unter Kapitel 3 Punkt 3.1. — 3.4. erléautert. Die
Studienpopulation bestand aus 166 weiblichen und 161 ménnlichen Tieren. Ihr
Gewicht lag zwischen 22,5 kg und 49,2 kg. Die Hunde waren zwischen 0,9 und
16,2 Jahren alt.

2. Einschlusskriterien

In die Studie aufgenommen wurden phinotypisch reinrassige Dobermann Hunde.
Es durften keine Hinweise auf das Vorliegen einer anderweitigen kardialen
Erkrankung auBler der DoCM oder auf systemische Krankheiten bestehen. Als an
der DoCM erkrankt galten Hunde, bei denen im 24-Stunden-EKG mehr als 100
VES auftraten und/oder deren echokardiographische Parameter nach den unter
Kapitel 3 Punkt 3.3.2. aufgefiihrten Kriterien verdndert waren. Als Graubereich
wurde das Auftreten von 50 — 100 VES im 24-Stunden-EKG definiert. Diese

Hunde wurden ebenfalls aus der Studie ausgeschlossen, da eine eindeutige
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Zuordnung in eine der im Folgenden aufgefiihrten Gruppen nicht moglich war.

3. Stadieneinteilung

Die Hunde wurden aufgrund der Ergebnisse der Holteruntersuchung sowie der
echokardiographischen Untersuchung in die Krankheitsgruppen ,herzgesund®,
,last normal® ,, ,ausschlieBlich VES*““, |  ausschlieBlich echokardiographische
Verdnderungen, ,.echokardiographische Verdnderungen und VES* sowie

,,dekompensiert* eingeteilt.

3.1. Herzgesund

Als herzgesund wurden Hunde klassifiziert, deren Anamnese und klinische
Untersuchung komplett unauffillig war. Im Kurzzeit-EKG durften keine
pathologischen Veridnderungen der Amplituden, keine Abweichung der mittleren
elektrischen Herzachse oder Rhythmusstorungen im Sinne von Brady- oder
Tachyarrhythmien auftreten. Es sollte ein Sinusrhythmus oder eine respiratorische
Sinusarrhythmie vorliegen. Im 24-Stunden-EKG durften maximal 50 VES

nachweisbar sein.

Zur Diagnose echokardiographischer Verdnderungen wurden die mittels SSSM
bestimmten linksventrikuldren Volumina beurteilt. Das enddiastolische Volumen
(EDV) des linken Ventrikels sollte einen Wert von 100 ml/m? Kd&rperoberflidche
nicht iibersteigen. Fiir das endsystolische Volumen (ESV) sollte der Referenzwert

von 55 ml/m? Korperoberflache nicht iiberschritten werden.

Das LA/Ao Verhiltnis gemessen in der rechten parasternalen Kurzachse auf Hohe
der Herzbasis durfte nicht groBer als 1,5 sein. Bei der Farbdoppler Untersuchung
der Herzklappen durften lediglich triviale Klappeninsuffizienzen darstellbar sein.
Die Gabe von Medikamenten, die zu einer Beeinflussung des kardiovaskulédren

Systems fiihrten, war ebenfalls nicht erlaubt.

3.2 Last Normal

,Last normal®“ bezeichnet die letzte unauffillige Untersuchung der Hunde vor
Erkrankungsbeginn. Die letzte unauffillige Untersuchung der Hunde wurde
retrospektiv dieser Gruppe zugeordnet. Das heiflt, in dieser Gruppe wurden die
Doberménner eingeteilt, die zu Beginn der Studienteilnahme noch herzgesund

waren, bei denen aber im Rahmen einer innerhalb von 18 Monaten
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stattgefundenen Folgeuntersuchung die Diagnose DoCM gestellt worden ist.
Somit galten fiir diese Hunde bis zur Diagnosestellung die Kriterien der

herzgesunden Gruppe.

3.3. Okkultes Stadium

Bei okkult erkrankten Hunden konnen Herzrhythmusstorungen isoliert aber auch
Echoveridnderungen isoliert auftreten. Ebenso ist eine Kombination aus beiden
Abnormalititen moglich. Daher erfolgte eine Differenzierung nach zugrunde
liegender Verdnderung. Charakteristisch fiir das okkulte Stadium ist die

Abwesenheit klinischer Symptome.

3.3.1. AusschlieBlich ventrikulire Extrasystolen

Traten im 24-Stunden-EKG mehr als 100 VES bei physiologischem
Herzultraschall auf, erfolgte eine Zuordnung in diese Gruppe. Weiterhin lagen
keine klinischen Anzeichen einer Herzerkrankung vor. Der Bereich zwischen 50 —
100 VES in 24 Stunden wurde als Graubereich definiert. Bei Vorliegen dieses
Befundes erfolgte ein Ausschluf3, da keine klare Zuordnung zu einer Gruppe
moglich war. Traten bei einem echokardiographisch unauffélligen Hund erstmalig
zwischen 100 — 300 VES in 24 Stunden auf, erfolgte eine Kontrolle bereits nach 3
Monaten. Wurden im Rahmen dieser Kontrolle mehr als 100 VES diagnostiziert,
erfolgte eine Zuordnung zu dieser Gruppe. 50 — 100 VES in dieser

Kontrolluntersuchung fiithrten zum Ausschluf3.

3.3.2. AusschlieBlich echokardiographische Verinderungen

Bei Tieren dieser Gruppe traten die mit einer kompensierten DoCM
einhergehenden echokardiographischen Verdnderungen auf. Dazu gehorte eine
Reduktion der myokardialen Kontraktilitit sowie eine Zunahme der
endsystolischen und enddiastolischen Volumina iiber folgende Referenzwerte:
ESV > 55 ml/m2, EDV > 100 ml/m?2. Diese wurden mittels SSSM bestimmt. Im
M-Mode sollte der LVIDd bei Riiden < 48 mm und < 46 mm bei Hiindinnen
sowie der LVIDs < 36 mm sein. Wihrend der Durchfiihrung dieser Studie hat sich
herausgestellt, dass die Volumenbestimmung mittels SSSM sensitiver zur
Diagnose friithzeitiger echokardiographischer Verdanderungen im Vergleich zu M-
Mode Messungen ist (WESS et al., 2010c). Daher wurden die mittels SSSM
bestimmten Volumina als Kriterium fiir echokardiographische Verinderungen

herangezogen. Zusitzlich konnten daraus resultierende Verdnderungen wie eine
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sekundidre Mitralklappeninsuffizienz oder auch eine VergroBerung des

Verhiltnisses von LA/Ao > 1,5 vorliegen.

3.3.3. Echokardiographische Verinderungen und ventrikulire
Extrasystolen

Traten mehr als 100 VES in 24 Stunden in Kombination mit oben genannten

echokardiographischen Verdnderungen auf, erfolgte eine FEinteilung in diese

Gruppe.

34. Dekompensiert

Bei diesen Hunden musste der Verdacht auf eine Dekompensation bestehen. Die
Hunde, die bei der Vorstellung Husten zeigten und bei denen rontgenologisch ein
Lungenddem diagnostiziert wurde, wurden in diese Gruppe eingeschlossen.
Ebenso wurden solche Tiere in diese Gruppe eingeteilt, die Aszites oder andere
Anzeichen einer durch eine DoCM bedingten Dekompensation zeigten. Erhielten
diese Hunde bereits eine Therapie gegen kongestives Herzversagen, wurden sie

auch ohne Auftreten klinischer Symptome dieser Gruppe zugeordnet.

Die Hunde mussten die unter Kapitel 3 Punkt 3.3.2. genannten
Echoveridnderungen aufweisen. Zusitzlich sollte das LA/Ao-Verhiltnis grofler als
1,5 sein, sofern noch keine Diuretika Therapie erfolgte. Bei den meisten Hunden
traten zusitzlich gravierende Rhythmusstdrungen auf, in Einzelfillen waren diese

trotz hochgradiger Dekompensation nicht vorhanden.

Zur Therapie durften Diuretika, ACE Hemmer, positiv inotrope Medikamente und
Antiarrhythmika eingesetzt werden. Diese durften, je nach Symptomen, einzeln

oder in Kombination verabreicht werden.

4. Untersuchungen

Alle Hunde wurden zur Beurteilung ihres Gesundheitszustandes und zum
Ausschlufl  systemischer Krankheiten einer umfassenden Untersuchung
unterzogen. Diese beinhaltete die Erhebung einer Anamnese, eine klinische und
kardiovaskuldre Untersuchung, ein Kurzzeit-EKG und ein Langzeit-EKG {iiber 24

Stunden, sowie eine echokardiographische Untersuchung.

4.1. Anamnese

Im Rahmen der Anamnese erfolgte eine phinotypische Beurteilung der Hunde



IV. Material und Methoden 38

nach dem Standard des Dobermann Vereins um mogliche nicht reinrassige Tiere
ausschliefen zu konnen. Teilweise standen dazu auch die Stammbidume und

Zuchtpapiere zur Verfiigung.

Es wurde das Alter, Geschlecht und Gewicht der Tiere aufgezeichnet. Im Hinblick
auf eine mogliche DoCM wurden die Besitzer explizit nach Symptomen wie
Leistungsinsuffizienz, Zyanose, Synkopen, Dyspnoe und Husten befragt. Des

Weiteren wurden bisherige Krankheiten und Medikamentenapplikation notiert.

4.2, Klinische und kardiovaskulire Untersuchung

Bei allen Hunden wurden eine komplette klinische Untersuchung und eine
kardiovaskuldre Untersuchung durchgefiihrt. Die kardiovaskuldre Untersuchung
beinhaltete eine Herzauskultation mit gleichzeitiger Palpation des Pulses an der
Arteria femoralis, die Beurteilung der Schleimhiute und der kapilldren

Fiillungszeit sowie die Beurteilung des Jugularvenenpulses.

4.3. Elektrokardiographie
Es wurde ein Kurzzeit-EKG, ein 5-Minuten-EKG und ein 24-Stunden-EKG bei

jedem Patienten durchgefiihrt.

4.3.1. Kurzzeit-Elektrokardiogramm

Zur Aufzeichnung des Kurzeit-EKGs wurden die Hunde in der rechten Seitenlage
gelagert. Es wurden die Ableitungen I, II und III nach Eindhoven, die Ableitungen
Augmented Voltage Right Arm (aVR), Left Foot (aVF) und Left Arm (aVL) nach
Goldberger und die Brustwandableitung V1 auf Hohe des Herzspitzenstofles
aufgezeichnet. Zur genaueren Beurteilung des Herzrhythmus wurde ein 5-
Minuten Ausdruck der Ableitung II angefertigt. Bei dem dafiir verwendeten Gerét

handelte es sich um ein Cardiovit® der Firma Schiller, Ottobrunn, Deutschland.

4.3.2. Langzeit-Elektrokardiogramm

Jedem  Patienten @ wurde zum = weitestgehenden  Ausschluss  von
Herzrhythmusstorungen ein 24-Stunden-EKG angelegt. Dazu wurden auf der
rechten Thoraxwand drei und auf der linken Thoraxwand zwei kleine Bereiche
vertikal, kurz hinter dem Schulterblatt, zum Ankleben der Elektroden geschoren.
Nachdem die geschorenen Stellen mit 70-prozentigem Alkohol entfettet worden
sind, wurden die Elektroden auf die Haut geklebt und durch medizinisches

Klebeband und elastische Binden fixiert. Das Gerit wurde in einer kleinen Tasche
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auf dem Riicken der Hunde in speziell dafiir entwickelten Westen befestigt. Die
Doberménner verbrachten die 24 Stunden zu Hause bei ihren Besitzern und

sollten der gewohnten Belastung ausgesetzt werden.

Die Offline Analyse erfolgte je nach verwendetem Gerit mit der Software Custo
Tera® oder Amedtech®. Da die verwendete Software aus der Humanmedizin
stammt, wurden die Untersuchungsergebnisse manuell nachbearbeitet um
mogliche Fehlerquellen ausschlieen zu konnen. Zur Verwendung kamen hier die
Gerite Custo Flash® 200 und 220 der Firma Arcon Systems, Starnberg,
Deutschland, sowie Amedtech ECG pro® der Firma Medizintechnik Aue GmbH,
Aue, Deutschland.

4.4. Echokardiographie

Die echokardiographische Untersuchung wurde bei allen Probanden unsediert
durchgefiihrt. Die Tiere wurden in rechter und linker Seitenlage auf einem
veterindrmedizinischen Kardiologietisch untersucht. Zum Erreichen einer guten

Ankopplung wurde 70-prozentiger Alkohol und Ultraschallkontaktgel verwendet.

Es wurde ein 2,0/3,5 Megahertz (MHz) Schallkopf eingesetzt. Um fiir die
nachfolgende Datenanalyse drei Herzzyklen aufzeichnen zu konnen und mogliche
Rhythmusstorungen friihzeitig erkennen zu konnen, wurde wihrend der gesamten
Untersuchung ein einkanaliges EKG aufgezeichnet. Bei allen Patienten wurden
die zweidimensionalen Standardaufnahmen, M-Mode, Blutfluss- und

Gewebedoppleraufnahmen angefertigt.

Alle echokardiographischen Untersuchungen wurden mit einem Vivid 7 (Firma

General Electric Medical Systems, Horten, Norwegen) durchgefiihrt.

4.4.1. Zweidimensionale Echokardiographie

Die echokardiographische Untersuchung wurde mit der Ansicht der rechten
parasternalen Lingsachse begonnen. In dieser Ebene wurden die Dimensionen der
Atrien und Ventrikel, die myokardiale Kontraktilitdt sowie die Morphologie und
Motilitdt der Atrioventrikularklappen (AV-Klappen) subjektiv beurteilt. Im
Anschluf3 erfolgte die Beurteilung des linksventrikuldren Ausflusstraktes und der
Aortenklappe. Die rechte parasternale Kurzachse wurde auf Hohe der
Papillarmuskeln aufgezeichnet. AnschlieBend wurde auf Hohe der Herzbasis das

LA/Ao-Verhiltnis und der rechtsventrikuldre Ausflusstrakt beurteilt. Ebenso
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erfolgte die Beurteilung der Dimensionen, der Kontraktilitdit und der
Klappenmorphologie im linksapikalen Vierkammerblick. Der linksventrikulire
Ausflusstrakt wurde zusidtzlich im linksapikalen Fiinfkammerblick, der

rechtsventrikulidre Ausflusstrakt noch in einer anderen Aufnahme beurteilt.

4.4.2. M-Mode Echokardiographie

Zur objektiven Beurteilung der Kammerdimensionen wurden M-Mode
Aufnahmen in zwei verschiedenen Schnittebenen aufgezeichnet. In der rechten
parasternalen  Lédngsachse wurde senkrecht, apikal der maximalen
Mitralklappendffnung, eine Messung durchgefiihrt. Nach Moglichkeit sollte dafiir
die Liangsachse ohne Papillarmuskel dargestellt werden. Eine weitere Messung
wurde in der rechten parasternalen Kurzachse auf Hohe der Papillarmuskeln
durchgefiihrt. Dieses zeigt Abbildung 1. Nach Beendigung der
echokardiographischen Untersuchung erfolgte die Auswertung der gespeicherten
Bilder. Es wurden folgende Parameter bestimmt: IVSd, IVSs, der enddiastolische
linksventrikuldre Durchmesser (KOLLER & GOEDDEL), der endsystolische

linksventrikuldre  Durchmesser (ESD) sowie der Durchmesser der

linksventrikuldren freien Wand in der Diastole und in der Systole (LVPWd,
LVPWs). Die FS wurde automatisch aus dem EDD und dem ESD errechnet.

T T T + T T T T /7T i
3 2 4 "3

Abbildung 1: M-Mode Aufnahme des linken Ventrikels in der
parasternalen Lingsachse und in der Kurzachse.

666

Wihrend der Durchfithrung dieser Studie hat sich herausgestellt, dass die
Volumenbestimmung mittels SSSM sensitiver zur Diagnose friithzeitiger
echokardiographischer Verdanderungen im Vergleich zu M-Mode Messungen ist

(WESS et al., 2010c). Daher wurden die mittels SSSM bestimmten Volumina als
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Kriterium fiir echokardiographische Veridnderungen herangezogen.

4.4.3. Simpson-Scheibchen-Summations-Methode

Die SSSM ist eine Moglichkeit zur Bestimmung der linksventrikuldren Volumina
und der EF. Dazu wurden Aufnahmen der rechten parasternalen Langsachse und
des linksapikalen Vierkammerblickes aufgezeichnet. Wichtig fiir eine
aussagekriftige Volumenbestimmung waren die Darstellung des gesamten
Ventrikels inklusive der Herzspitze sowie ein korrekter Anschallwinkel. Es
erfolgte eine Offline-Datenanalyse mittels des Software Programmes Echopac®
(Firma General Electric Medical Systems, Horten, Norwegen). Diese Messung
wurde sowohl am Ende der Systole wie auch am Ende der Diastole durchgefiihrt.
Dazu wurde das Endokard an der Grenze zum Ventrikellumen markiert. Diese
Markierung verlief vom septalen zum parietalen Mitralklappensegel entlang der
gesamten sichtbaren Endokardgrenze der linken Kammer. Anschliefend wurde
automatisch eine Verbindungslinie zwischen die beiden
Mitralklappenansatzstellen gelegt. Eine weitere, senkrecht zu dieser Gerade,
verlaufende Linie bis zur Herzspitze wurde halbautomatisch eingefiigt. Durch die
Software wurde das markierte Ventrikellumen in kleine Scheibchen geteilt.
Anhand der SSSM wurde das endsystolische wie auch das enddiastolische
Volumen des linken Ventrikels bestimmt. Des Weiteren erfolgte eine Berechnung

der EF. Abbildung 2 zeigt die Volumenbestimmung mittels der SSSM.
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Diastole Systole

Abbildung 2: Sonographische Darstellung des linken Ventrikels in der rechten
parasternalen Léngsachse (oben) sowie im linksapikalen Vierkammerblick
(unten). Die Endokardgrenze sowie die von der Auswertungssoftware erstellten
Scheibchen sind griin dargestellt (WESS et al., 2010c).

4.44. Blutflussdoppler-Echokardiographie

Zum Ausschluss von Klappeninsuffizienzen, Klappenstenosen oder Shunts
wurden die AV- und Semilunarklappen, das atriale und das interventrikulére
Septum, sowie der rechtsventrikulidre Ausflusstrakt zum Ausschluss eines PDAs
mit dem Farbdoppler untersucht. Die Messung der Blutflussgeschwindigkeit in
der Pulmonalarterie erfolgte in der rechten parasternalen Kurzachse auf Hohe der
Herzbasis mit dem Pulsed-Wave- und dem Continous-Wave-Doppler (PW-/CW-
Doppler). Die Messung der AV-Klappen Einflussprofile wurde im linksapikalen
Vierkammerblick mittels PW- und CW-Doppler durchgefiihrt. Im linksapikalen

Fiinfkammerblick wurde der Aortenfluss mittels CW-Doppler bestimmt.

5. NT-proBNP Messung

Zur Bestimmung der NT-proBNP-Konzentration kamen in dieser Studie zwei
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verschiedene NT-proBNP-Testkits zum Einsatz. Es wurde der Vetsign® Canine
CardioSCREEN NT-proBNP der Firma Guildhay Limited, Guildhay, Guildford,
Surrey, England und der Cardiopet® proBNP Test, IDEXX Laboratories, USA,

verwendet.

5.1. Blutabnahme und Blutprobenverarbeitung

Die Blutabnahme erfolgte an der Vena jugularis. Das Blut wurde in ein zuvor bei
-20°C tiefgefrorenes Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Rohrchen gefiillt, welches
zur Vermeidung einer Unterbrechung der Kiihlkette auf einem Kiihlakku
transportiert wurde. AnschlieBend wurde die Blutprobe bei 4°C und 1600
Umdrehungen fiir zehn Minuten abzentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde in

ein Polysterolrohrchen pipettiert und bis zur Verwendung bei -80°C eingefroren.

5.2. Testprinzip

Im klinikeigenen Labor kam der Vetsign® Canine CardioSCREEN NT-proBNP-
Test zum Einsatz. Dabei handelt es sich um einen ELISA, welcher
immunoreaktives NT-proBNP in caninem Serum oder Plasma misst. Um eine
hohe Spezifitit zu erreichen enthilt der Test gereinigte, immunoaffine Antikorper,
die aus Schafsblut gewonnen wurden. Diese sind spezifisch fiir canines NT-
proBNP. Die Wells der Mikrotiterplatte sind mit dem Capture-Antikorper anti-
NT-proBNP (25-41) beschichtet. Der Tracer enthilt den zur Detektion benotigten
anti-NT-proBNP Antikorper (1-22), welcher mit Meerretich Peroxidase konjugiert
ist. Im Inkubationsschritt wird die Probe gleichzeitig zusammen mit dem Tracer,
welcher den zur Detektion bendtigten Antikorper enthélt, in die Wells gegeben. In
der Probe vorhandenes NT-proBNP bindet an die Capture-Antikorper, welche in
der Beschichtung der Wells vorhanden sind und formt so zusammen mit dem
Detektions-Antikorper einen  Sandwich-Komplex. Zur Entfernung von
ungebundenem Material wird die Platte gewaschen. Anschlieend erfolgt die
Zugabe des Substrats Tetramethylbenzidin. Gebundenes NT-proBNP wird durch
einen Enzym katalysierten Farbumschlag, welcher in einem Mikrotiterplattenleser
nachweisbar ist, quantifiziert. Die Intensitit der vorhandenen Farbe ist direkt
proportional zu der NT-proBNP Immunoreaktivitit der Probe oder der
Standardlosung. AnschlieBend wird anhand der Konzentration der Standards eine
Standardkurve erstellt. Mittels dieser Standardkurve wird die NT-proBNP-

Konzentration der Proben berechnet. Der Test wurde vom Hersteller evaluiert,
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dazu liegen folgende Angaben vor: 210 pmol/l dient als Cut-Off-Wert zur
Unterscheidung gesunder Hunde und Hunden mit respiratorisch bedingter
Dyspnoe gegeniiber Hunden mit kardial bedingter Dyspnoe. Dieser Wert hat eine
Sensitivitit von 85 % und eine Spezifitit von 90 %. Die minimal detektierbare
NT-proBNP-Konzentration liegt bei 42 pmol/l. Fiir die Intra-Assay-Prizision
wurden folgende Werte angegeben: fiir niedrige Konzentrationen 6,4 %, fiir
mittlere Konzentrationen 8,4 % und fiir hohe Konzentrationen 7,1 %. Folgende
Werte gelten fiir die Inter-Assay-Prizision: 7,1 % fiir eine niedrige, 8,6 % fiir eine

mittlere und 8,2 % fiir eine hohe Konzentration.

Der bei IDEXX verwendete Cardiopet® proBNP Test beruht auf dem gleichen

Testprinzip.

5.3. Testdurchfithrung

Der Vetsign-Test wurde laut Herstellerangaben im klinikeigenen Labor
durchgefiihrt. Vorbereitend wurde die Waschlosung durch Zugabe von 950 ml
destilliertem Wasser zu 50 ml Konzentrat hergestellt. AnschlieBend wurden alle
gefrorenen Proben und Standardlésungen 30 Minuten im Wasserbad auf
Raumtemperatur (18-26°C) erwidrmt. Bevor von jeder Probe, jedem Standard und
dem Leerwert 20 ul im Doppelansatz in die Wells pipettiert wurden, wurden diese
mit einem Riittelgerit REAX 2000®, Firma Heidolph, Deutschland griindlich
durchmischt. Tabelle 2 stellt einen Plattenbelegungsplan dar. AnschlieBend wurde
200 ml Tracer in alle Wells hinzugefiigt. Die Durchmischung der ganzen Platte
erfolgte auf einem Riittelgerat TPM 2® der Firma Sarstedt, Deutschland. Die
Platte wurde mit einer Folie bedeckt und 20 Stunden im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten
fiinfmal mit jeweils 350 ml Waschlosung gewaschen. Verbleibende Waschlosung
sollte nach dem letzten Waschvorgang durch das Ausschlagen der Platte auf
einem Papiertuch entfernt werden. Im Anschlufl daran wurde 200 ml Substrat in
die Wells pipettiert und es erfolgte wieder eine Durchmischung mit oben
genanntem Riittelgerdt. Die Platte wurde wieder mit Folie bedeckt und 30
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde jeweils
50 ml Stop-Losung in jedes Well pipettiert und die Platte wurde mittels oben
genanntem Riittelgerdt durchmischt. Dann wurde die Platte sofort in einen
Mikrotiterplattenleser Synergy HT® der Firma Biotek Instruments GmbH, Bad

Friedrichshall, Deutschland, geschoben. Bei 450 nm wurden die optischen
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Dichten bestimmt. Mittels der zugehorigen Software Gen 5 erfolgte die

Berechnung der Konzentration und Uberfiihrung der Daten in eine Excel Datei.

Tabelle 2: Darstellung der ELISA Plattenbelegung (STD = Standardlosung, SPL

= Probe, BLK = Leerwert)

STDI

STDI

SPLA4

SPL4

SPL12

SPL12

SPL20

SPL20

SPL28

SPL28

SPL36

SPL36

STD2

STD2

SPLS5

SPLS5

SPL13

SPL13

SPL21

SPL21

SPL29

SPL29

SPL37

SPL37

STD3

STD3

SPL6

SPL6

SPL14

SPL14

SPL22

SPL22

SPL30

SPL30

SPL38

SPL38

STD4

STD4

SPL7

SPL7

SPL15

SPL15

SPL23

SPL23

SPL31

SPL31

SPL39

SPL39

STDS

STDS

SPL8

SPL8

SPL16

SPL16

SPL24

SPL24

SPL32

SPL32

SPL40

SPL40

SPL1

SPL1

SPL9

SPL9

SPL17

SPL17

SPL25

SPL25

SPL33

SPL33

SPL41

SPL41

SPL2

SPL2

SPL10

SPL10

SPL18

SPL18

SPL26

SPL26

SPL34

SPL34

SPLA42

SPL42

SPL3

SPL3

SPL11

SPLI11

SPL19

SPL19

SPL27

SPL27

SPL35

SPL35

BLK

BLK

S54.

Berechnung der NT-proBNP-Konzentration

Anhand der optischen Dichte wurde die NT-proBNP-Konzentration berechnet.

Dieses erfolgte nach der vom Hersteller empfohlenen Formel:

Formel 1:

4-Parameter-log Formel

zur

Konzentrationen aus den optischen Dichten.

Berechnung der

NTpro-BNP

y = (a-d)/(1+(x/c)®) + d

Die Variablen x und y geben die optische Dichte respektive die NT-proBNP-

Konzentration an. Die Parameter a, b, ¢ und d wurden anhand der fiir die

Standardkonzentrationen gemessenen optischen Dichten berechnet.

Dieses

erfolgte durch Anwendung eines Parameterschitzverfahrens nach dem Prinzip der

kleinsten Fehlerquadrate. Die Schitzung der optimalen Parameter wurde mit dem

Verfahren von Levenberg und Marquardt in der Implementierung des Numerik-

Softwarepaketes SCILAB, Version 4.1.2 durchgefiihrt. Pro Hund wurden zwei

optische Dichten ermittelt, aus welchen dann die NT-proBNP-Konzentration

berechnet wurde. Aus den so entstandenen NT-proBNP-Werten wurden der

Mittelwert und die Standardabweichung beider Werte berechnet. War die

Standardabweichung zwischen beiden Werten grofer als 15 % erfolgte ein

Ausschluf} dieses Wertes und die Probe wurde erneut gemessen.

5.5.

Studienablauf

Um die verschiedenen Fragestellungen dieser Dissertation zu kldren, wurde

folgender Studienablauf durchgefiihrt.
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5.5.1. Vorversuch

Ein Ziel dieser Studie war der Vergleich von zwei verschiedenen Testkits. Die
Ergebnisse des Vetsign-Tests sollten mit denen des Cardiopet-Tests verglichen
werden. Fir den Cardiopet-Test lagen Protease-Inhibitor enthaltende
Probenrohrchen vor, die den Abbau des NT-proBNPs ungekiihlt fiir einen
Zeitraum von 24 Stunden verhindern sollen. Fiir den Hauptversuch lag bereits bei
-80°C tiefgefrorenes EDTA-Plasma vor. Dieser Vorversuch sollte die Frage
kldren, ob die fiir den Hauptversuch eingefrorenen Proben zur Erreichung der
optimalen Stabilitidt vor der Messung in ein Stabilisatorrohrchen gefiillt werden
sollten. Eine Probe wurde in mehrere Anteile geteilt und es erfolgte eine NT-
proBNP Messung unter Verwendung des Vetsign-Tests im klinikeigenen Labor,
sowie unter Verwendung des Cardiopet-Tests bei IDEXX in Ludwigsburg. Dazu
wurde die Blutabnahme und die Verarbeitung des Blutes wie bereits beschrieben
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 17 Blutproben von Doberménnern
unterschiedlicher Krankheitsstadien verwendet. Jede EDTA-Plasma Probe wurde
in drei Aliquote geteilt. Ein Anteil EDTA-Plasma wurde nach Anleitung in ein
Cardiopet-Rohrchen gefiillt und bei Kiihlschranktemperatur bis zur Abholung
durch den Laborfahrdienst am selben Tag aufbewahrt. Die NT-proBNP-
Konzentration dieser Probe wurde im Rahmen der néchsten bei IDEXX
stattfindenden NT-proBNP-Testdurchfithrung bestimmt. Die anderen beiden
Aliquote wurden sofort nach dem Zentrifugieren bei -80°C tiefgefroren. Nach
Abschluss des Vorversuchs erfolgte eine Sammelversendung dieser Proben auf
Trockeneis zu IDEXX. Nach dem Auftauen der Proben wurde ein Aliquot in ein
Cardiopet-Rohrchen gefiillt, aus welchem die Bestimmung der NT-proBNP-
Konzentration erfolgte. Die Bestimmung der NT-proBNP-Konzentration der

verbleibenden Probe erfolgte direkt aus dem Polysterolrhrchen.

5.5.2. NT-proBNP-Stabilitit unter Verwendung des Cardiopet-Rohrchens
Da wihrend des Vorversuches sehr hohe Umgebungstemperaturen herrschten, die
beim Transport einen moglichen Einfluss auf die Stabilitit des NT-proBNPs im
Cardiopet-Rohrchen hitten haben konnen, wurde die Stabilitdt unter gleich
bleibenden Bedingungen erneut iiberpriift. Somit sollte die Frage geklirt werden,
ob ein ungekiihlter Versand der Probe in dem Stabilisatorrohrchen unter
Praxisbedingungen moglich ist. Dazu wurden Blutproben von 28 Hunden

verschiedener Rassen verwendet.
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Zur Uberpriifung der NT-proBNP-Stabilitit im Cardiopet-Rohrchen erfolgte die
Aufteilung einer Probe in zwei Aliquote. Blutabnahme und Verarbeitung wurden,
wie bereits beschrieben, durchgefiihrt. Da laut Anleitung kein Einfrieren
notwendig ist und ein maximal 24 Stunden dauernder Transport moglich ist,
wurde das Cardiopet-Rohrchen zur Simulation realistischer Bedingungen 16 — 18
Stunden bei Raumtemperatur (ca 20°C) verwahrt und erst anschlieBend bei -80°C
eingefroren. Der andere Probenanteil wurde sofort eingefroren. Nach dem
vollstindigen Vorliegen aller Proben erfolgte eine Versendung auf Trockeneis zu
IDEXX, wo die NT-proBNP Bestimmung in einem Testansatz mittels Cardiopet-
Test durchgefiihrt wurde.

5.5.3. Testvergleich

Im klinikeigenen Labor erfolgte die Messung der NT-proBNP-Konzentration aus
bei -80°C gelagertem EDTA-Plasma wie unter Kapitel 5 Punkt 5.3. beschrieben.
Dazu wurde der Vetsign-Test verwendet. Des Weiteren erfolgte eine Versendung
auf Trockeneis der Aliquote zu IDEXX. Dort erfolgte eine NT-proBNP Messung
der aufgetauten Probe direkt aus dem Polysterolrohrchen unter Verwendung des

Cardiopet-Test.

5.54. Follow-Up-Studie

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Durchfiihrung einer Follow-Up-Studie. In
einer vorherigen Studie zum Thema NT-proBNP beim Dobermann waren Hunde
aufgefallen, die gesund waren, aber eine NT-proBNP-Konzentration > 400 pmol/I
aufwiesen. Da dieser Wert als Cut-Off-Wert zur Differenzierung von gesunden
und kranken Hunden relativ gut geeignet ist, sollte durch eine Follow-Up
Untersuchung eruiert werden, ob diese Hunde erkranken. Damit sollte iiberpriift
werden, ob der NT-proBNP-Wert in dieser Untersuchung korrekt erhoht war und
somit sensitiver war als der derzeitige diagnostische Goldstandard bestehend aus
Holter und Echokardiographie oder ob extrakardiale Ursachen fiir eine Erhohung
verantwortlich sind. Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, mussten

mindestens zwolf Monate bis zur Follow-Up Untersuchung vergangen sein.

Ebenso wurden Hunde, bei denen in der vorherigen Studie Veridnderungen
festgestellt wurden (das heillt, Zugehorigkeit zu den Erkrankungsstadien
»ausschlieBlich VES®, ,ausschlieBlich Echoveridnderungen®, ,,Echoverdnderungen

und VES*) und deren NT-proBNP-Konzentration < 400 pmol/l lag, erneut
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untersucht, um den weiteren Verlauf der NT-proBNP-Konzentration darzustellen.

6. Statistische Auswertung

Der Grofteil der statistischen Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS®
(Statistical Package for the Social Science) 18.0 fiir Windows. Die Receiver
Operating Characteristic Kurven (ROC Kurven) und die Dot-Diagramme
entstanden unter Verwendung des Programms MedCalc® Statistical Software.
Mittels deskriptiver und explorativer Statistik wurden die physiologischen
Parameter untersucht. Die Normalverteilung wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-

Test tiberpriift. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 definiert.

6.1. Einflussfaktoren
Der Einfluss von Alter, Geschlecht und Gewicht auf die NT-proBNP-
Konzentration wurde anhand der herzgesunden Kontrollgruppe iiberpriift. Dazu

wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt.

6.2. Testvergleich
Der Vergleich der NT-proBNP-Werte im Rahmen des Vorversuchs, des
Hauptversuchs und der Uberpriifung der Stabilitit erfolgte mittels Bland-Altman

Diagramm und gepaartem T-Test.

6.3. Referenzwert
Der Referenzwert wurde anhand der NT-proBNP-Werte der herzgesunden
Kontrollgruppe erstellt. Es wurde der Mittelwert +/- Standardabweichung

angegeben. Diese Berechnung erfolgte mittels deskriptiver Statistik.

6.4. Vergleich der Krankheitsstadien

Der Vergleich der einzelnen Krankheitsstadien erfolgte mittels der Analysis Of
Variance Between Groups (ANOVA-Analyse). Bei Vorliegen einer Varianz
wurde anschlieBend der Mehrfachvergleich nach Tamhane verwendet. Damit
konnten signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen dargestellt

werden.

6.5. Erstellung der Cut-Off-Werte
Die Berechnung der Cut-Off-Werte wurde mit Hilfe des MedCalc®

Statistikprogrammes durchgefiihrt. Dazu wurden ROC-Kurven erstellt und die
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Flichen unter den Kurven (area under the curve = AUC) berechnet. Sensitivitit

und Spezifitit fiir verschiedene Cut-Off-Werte wurde ebenfalls berechnet.
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IV. ERGEBNISSE

1. Charakterisierung der Gesamtpopulation

Im Rahmen dieser Studie wurden NT-proBNP-Werte von gesunden und ,last
normal®“ Hunden, sowie der Krankheitsstadien ,ausschlieBlich VES®,
»ausschlieBlich Echoverinderungen®, ,Echoverinderungen und VES* und
,,dekompensiert” verwendet. Die Zuordnung zur jeweiligen Erkrankungsgruppe
erfolgte nach den unter Kapitel 3 Punkt 3 angegebenen Kriterien. Die gesamte
Studienpopulation wurde im Hinblick auf Alters-, Geschlechts- und
Gewichtsverteilung untersucht. In Tabelle 3 wird die Verteilung dieser Parameter
dargestellt.

Tabelle 3: Darstellung der Verteilung von Alter (in Jahren), Gewicht (in
Kilogramm) und Geschlecht bezogen auf alle Untersuchungen in den einzelnen

Stadien. (Mean = Mittelwert, Min = Minimum, Max = Maximum, VES =
Ventrikuldre Extrasystolen).

noch nur nur VES + dekom-
gesund
normal VES Echo Echo pensiert
Anzahl der Hunde 168 27 55 29 53 22
Anzahl Untersuchungen 295 27 128 51 114 35
mean 6,2 6,0 8,3 6,1 8,0 7,3
median 6,1 6,1 8,4 6,0 8,2 7,6
Alter
min 0,9 2,0 1,7 2.4 2,7 3,6
max 12,5 10,4 12,7 11,7 16,2 11,3
mean 34,8 37,7 35,0 35,6 37,3 35,8
median 35,0 39,0 343 36,0 37,0 37,0
Gewicht
min 22,5 25,0 23,6 25,0 24,4 24,5
max 48,0 48,0 48,0 45,0 49,2 474
weiblich 98 11 34 11 16 7
Geschlecht
ménnlich 70 16 21 18 37 15
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Je nach Fragestellung wurde teilweise nur ein bestimmter Anteil der
Gesamtpopulation oder der Untersuchungen einbezogen. Dieses wird unter dem

jeweiligen Unterpunkt erldutert.

Beim Alter lag eine Normalverteilung in allen Stadien vor. Im Vergleich zu den
gesunden Tieren waren nur die Hunde mit ,ausschlieBlich VES* und der
Kombination aus VES und Echoverinderungen signifikant &dlter. Ansonsten lag
zwischen den gesunden Hunden im Vergleich mit Hunden der Gruppen
»ausschlieBlich Echoveridnderungen®, ,,dekompensiert” und ,last normal*“ kein
Unterschied vor. AuBerdem ist das Alter der Hunde in den Gruppen
,ausschlieBlich VES* und ,,Echoveridnderungen und VES* signifikant hoher als
das Alter in den Gruppen ,,ausschlieBlich Echoveridnderungen* und ,,last normal®.
Zwischen den Gruppen ,,ausschlieBlich VES* und ,,Echoveridnderungen und VES*
bestand kein Altersunterschied. Ebenso lag kein signifikanter Unterschied
zwischen den Hunden der ,,dekompensierten” Gruppe im Vergleich zu allen

anderen Gruppen vor.

Das Gewicht war in allen Stadien homogen verteilt, es lagen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen vor.

Die Geschlechtsverteilung stellte sich in den einzelnen Gruppen der
Gesamtpopulation inhomogen dar. Von den 168 gesunden Hunden sind 58,3 %
weiblich und 41,7 % mannlich. 61,8 % der Tiere, bei denen ,,ausschlieBlich VES*
auftraten waren weiblich, 38,2 % miénnlich. In der Gruppe der Hunde, die
»ausschlieBlich Echoverdnderungen® zeigten waren 37,9 % Hiindinnen und 62,1
% Riiden und bei Kombination beider Verdnderungen lag der Anteil der
Hiindinnen bei 30,2 % und der Anteil der Riiden bei 69,8 %. In der
,,dekompensierten* Gruppe waren 31,8 % weiblich und 68,2 % maénnlich. In der
,last normal* Gruppe waren 40,7 % weibliche und 59,3 % maénnliche Hunde

vertreten.

Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der Holteruntersuchung und

iber einige echokardiographische Parameter in den einzelnen Stadien.
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Tabelle 4: Darstellung der VES, des enddiastolischen und endsystolischen
linksventrikuldren Volumens gemessen in der rechten parasternalen Lingsachse,
der Ejektionsfraktion, dem enddiastolischen und endsystolischen Durchmesser
gemessen in der rechten parasternalen Lingsachse, der Verkiirzungsfraktion und
dem Verhiltnis vom linkem Atrium zur Aorta fiir alle Untersuchungen der
gesamten Studienpopulation. Angabe EDV/ESV in ml, EDD/ESD in cm, FS und
EF in Prozent (VES = Ventrikuldre Extrasystolen, Mean = Mittelwert, EDV =
Enddiastolisches Volumen, ESV = Endsystolisches Volumen re.para. = rechts
parasternal, EF = Ejektionsfraktion, EDD = Enddiastolischer Durchmesser, ESD
= Endsystolischer Durchmesser, FS = Verkiirzungsfraktion, LA/Ao = Verhiltnis
vom linken Atrium zur Aorta, Min. = Minimum, Max. = Maximum, SSSM =
Simpson-Scheibchen-Summationsmethode, M-Mode = Motion Mode, ml =
Milliliter cm = Zentimeter).

Echo u.

gesund | last normal | nur VES [ nur Echo VES dekompensiert
VES Holter
Mean 7 9 3855 18 4047 3638
Median 3 5 675 10 827 308

50-
Min.-Max. 0-50 0-31 100000 0-50 63-68264 4-31741
SSSM
EDYV re.
para.
Mean 75,3 75,9 79,1 112,2 115,7 157,9
Median 76,0 76,1 80,7 1064 109,8 137,9
89,0-

Min.-Max. 27,5-98,5| 50,37-98,0| 48,7-97,5 201,4| 81,8-196,1 101,4-267,5
ESYV re. para.
Mean 38,2 41,6 41,4 69,7 73,4 111,2
Median 38,2 40,7 41,7 68,4 66,8 98,1
Min.-Max. 20,6-54,8 21,7-549| 22,5-54,8| 55,1-160| 54,2-149,9 54,0-212,3
EF biplan
Mean 47,8 45,4 47,2 38,6 37,9 31,7
Median 47,5 45,9 47,0 38,7 37,3 34,5
Min.-Max. 28,2-41,5 33,4-57,2| 31,3-63,1] 26,6-52,4| 12,0-134,9 10,0-48,3
M-Mode
EDD lings
Mean 4,0 4,1 4,2 4,9 5,0 5,8
Median 4,0 4,2 4,2 4,9 5,0 5,6
Min.-Max. 2,9-4,8 3,0-4,8 3,1-4,8 4,6-6,5 4,6-6,5 4,6-7,5
ESD lings
Mean 2,9 3,1 3,1 3,9 4,1 5,0
Median 2,9 3,0 3,0 3,9 4,0 4,7
Min.-Max. 1,1-3,6 2,2-3,6 2,2-3,6 3,6-5,9 3,7-5,7 3,7-1,5
FS
Mean 27,5 26,2 25,2 20,6 19,7 16,1
Median 27,3 25,9 25,1 20,6 19,3 15,5
Min.-Max. 15,5-42,3 13,0-33,7| 13,0-40,2| 9,0-33,2 8,0-36,5 4,0-28,2
LA/AO
Mean 1,3 1,3 1,3 1,4 1,4 2,1
Median 1,3 1,3 1,3 1,4 1.4 2,0
Min.-Max. 0,85-1,5 1,0-1,5] 0,95-1,7] 0,89-3,06 0,92-2,7 1,5-3,5
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2. NT-proBNP

2.1. Einflussfaktoren

Der Einfluss von Alter, Geschlecht und Gewicht auf die NT-proBNP-
Konzentration wurde fiir die gesunde Kontrollgruppe bestimmt. Diese bestand aus
125 gesunden Hunden, die iiber fiinf Jahre alt sein mussten (Mittelwert Alter: 7,9
Jahre, Mittelwert Gewicht: 35,5 kg). Diese Altersgrenze wurde gewihlt, um das
Risiko zu minimieren, dass Hunde eingeschlossen wurden, die die Erkrankung mit
zunehmendem Alter entwickeln. 73 Tiere waren weiblich und 52 waren ménnlich.
NT-proBNP wurde in 196 verschiedenen Untersuchungen in dieser Gruppe
bestimmt. Lediglich das Alter hatte einen signifikanten Einfluss auf die NT-
proBNP-Konzentration. Gewicht und Geschlecht hingegen beeinflussten die NT-
proBNP-Konzentration nicht. Zwischen den NT-proBNP-Werten der beiden
Altersgruppen bestand ein signifikanter Unterschied, wobei die &lteren Tiere
hohere NT-proBNP-Konzentrationen aufwiesen. Diese lag bei den Hunden > 8
Jahre bei 516 pmol/l, in der Altersgruppe 5 — 8 Jahre betrug die Konzentration
381 pmol/l. Dieses wird in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: NT-proBNP-Konzentration in pmol/l in den beiden verschiedenen

Altersgruppen der gesunden Kontrollgruppe. (N = Anzahl der Untersuchungen,
Std. = Standardabweichung).

Alter in
Jahren Mittelwert N Std. Minimum Maximum
5-8 381 114 298 2 1442
> 8 516 82 335 32 1411
Insgesamt 437 196 320 2 1442
2.2, Vorversuch

Fir den Vorversuch wurden Proben von Hunden unterschiedlicher
Krankheitsstadien verwendet. Da bei Uberschreiten der maximal durch den
Cardiopet-Test messbaren NT-proBNP-Konzentration diese als > 3030 pmol/l
angegeben wurde, sind diese Werte als 3030 pmol/l in die Berechnung
eingeflossen. Diese Untersuchung ergab einen NT-proBNP Mittelwert von 831
pmol/l fiir das nach Testanleitung verwendete Cardiopet-Stabilisatorrohrchen,

1330 pmol/l fiir das direkt aus dem Polysterolrohrchen gemessene EDTA-Plasma,
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also fiir die Probe ohne Stabilisator. Als Resultat fiir das EDTA-Plasma, welches
nach dem Auftauen, also vor der Durchfithrung der Messung, in ein Cardiopet-
Stabilisatorrohrchen umgefiillt worden ist, ergab sich ein NT-proBNP-Wert von
1307 pmol/l. Der Mittelwert der NT-proBNP-Konzentration des Cardiopet-
Rohrchens ist somit um 37,5 % respektive 36,4 % niedriger als der des EDTA-
Plasmas aus dem Polysterolrohrchen respektive der des umgefiillten EDTA-
Plasmas. In Tabelle 6 ist der Mittelwert, der Median, sowie Minimum und
Maximum der drei verschiedenen Probentypen dargestellt. Das Cardiopet-
Rohrchen wird als ,mit Stabilisator”, das vor der Messung vom
Polysterolrohrchen ins Cardiopet-Rohrchen umgefiillte Plasma als ,,Stabilisator
vor der Messung* und das direkt aus dem Polysterolrohrchen gemessene Plasma
als ,.kein Stabilisator* bezeichnet. Tabelle 22 im Anhang zeigt die NT-proBNP
Ergebnisse der einzelnen Hunde fiir das jeweilige Probenrohrchen.

Tabelle 6: NT-proBNP-Konzentration in pmol/l fiir die verschiedenen

Probentypen. Angegeben ist der Mittelwert, der Median sowie Minimum (= Min.)
und Maximum (= Max.).

Probentyp Mit Stabilisator | Stabilisator vor der Messung Kein Stabilisator
Mittelwert 831 1307 1330

Median 487 628 628
Min.-Max. 59 - 2244 77 - 3030 102 - 3030

Es zeigte sich eine statistisch signifikant niedrigere NT-proBNP-Konzentration
des Cardiopet-Rohrchens im Vergleich zu dem EDTA-Plasma, welches in ein
Cardiopet-Rohrchen umgefiillt worden ist. Ebenso wurde in der direkt aus dem
Polysterolrohrchen gemessenen Probe eine signifikant hohere NT-proBNP-
Konzentration im Vergleich zum Cardiopet-Rohrchen gemessen. Zwischen der
ins Cardiopet-Rohrchen umgefiillten und der direkt aus dem Polysterolrohrchen
gemessenen Probe bestand nur ein geringer Konzentrationsunterschied, welcher

nicht signifikant war.

2.3. Stabilitiit des NT-proBNPs im Cardiopet-Stabilisatorrohrchen

Zur Uberpriifung der Stabilitit wurden die Blutproben von 28 Hunden verwendet.
Die Werte der einzelnen Hunde sind in Tabelle 23 im Anhang dargestellt. Da bei
Uberschreiten der maximal durch den Cardiopet-Test messbaren NT-proBNP-
Konzentration diese als > 3030 pmol/l angegeben wurde, sind diese Werte als

3030 pmol/l in die Berechnung eingeflossen.
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Diese Untersuchung ergab einen NT-proBNP Mittelwert von 857 pmol/l fiir das
direkt eingefrorene EDTA-Plasma und einen um 38,1 % niedrigeren Mittelwert in
Hohe von 531 pmol/l fiir das nach Testanleitung verwendete Cardiopet-
Stabilisatorrohrchen. Das bedeutet, dass das Stabilisatorrohrchen zur Simulation
realistischer Transportbedingungen 16 — 18 Stunden bei Raumtemperatur stehen
gelassen und erst anschlieBend eingefroren wurde. Die NT-proBNP-
Konzentration im Cardiopet Stabilisatorrohrchen ist signifikant niedriger als die
Konzentration im sofort eingefrorenen EDTA-Plasma ohne Stabilisatorzusatz. Die
Korrelation beider Werte ist hoch. Dieses ist in Tabelle 7 und Abbildung 3
dargestellt. Somit kann der dem Cardiopet-Rohrchen zugesetzte Protease-Inhibitor
den NT-proBNP Abbau nicht verhindern. Der Versand der gefrorenen Probe ohne
Stabilisator zeigt deutlich hohere NT-proBNP-Werte.

Tabelle 7: NT-proBNP Mean (= Mittelwert) in pmol/l fiir das Cardiopet

Stabilisatorrhrchen und das eingefrorene Plasma, sowie Korrelation, Signifikanz
und Probenanzahl (= N).

Probe Mean Korrelation Signifikanz N

Kein Stabilisator 857 0,965 0,000 28

Mit Stabilisator 531
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Abbildung 3: Bland-Altman Plot der NT-proBNP-Konzentration in pmol/l des
sofort gefrorenen EDTA-Plasmas sowie des Cardiopet Stabilisatorrdhrchens von
28 Hunden. Auf der x-Achse wird die Differenz der Testergebnisse gegeniiber
dem Mittelwert beider Methoden auf der y-Achse dargestellt. Die Differenz des
Mittelwertes ist als durchgehende Linie, die Limits of Agreement (+ 1,96 SD =
Standardabweichung) sind als gestrichelte Linien dargestellt.

24. Testvergleich

Fiir den Vergleich der Ergebnisse des Vetsign und des Cardiopet-Tests wurden
557 Untersuchungen, fiir welche NT-proBNP Ergebnisse fiir beide Tests
vorlagen, aus der Gesamtpopulation herangezogen. Da die Ergebnisse des
Vorversuchs gezeigt haben, dass der Zusatz eines Stabilisators keinen Einfluss auf
die NT-proBNP-Konzentration hat, wurden die bei -80°C eingefrorenen Proben
ohne Stabilisatorzusatz gemessen. In diesem Fall sollte lediglich eine Aussage
iiber die Messwerte getroffen werden, daher wurden Proben von gesunden
Hunden ohne bestimmtes Mindestalter verwendet. Werte, die iuber dem
maximalen Messbereich der Testkits lagen und als > 3030 pmol/l angegeben
wurden, flossen als 3030 pmol/l in die Berechnung ein. Findet ein Vergleich der

Ergebnisse im gesamten Messbereich der Tests statt, erzielt der Cardiopet-Test
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signifikant hohere Messergebnisse als der Vetsign-Test. Es liegt in diesem Fall ein
relativ hoher Korrelationskoeffizient vor. Es erfolgte eine Aufteilung des
gesamten Messbereichs in zwei Gruppen. Als Kriterium fiir die Aufteilung wurde
das Messergebnis des Cardiopet-Tests herangezogen. In eine Gruppe wurden die
Cardiopet und die zugehorigen Vetsign-Test Ergebnisse eingeteilt bis zu einem
Cardiopet-Test Ergebnis von maximal 800 pmol/l. Einer zweiten Gruppe wurden
die Ergebnisse beider Tests zugeordnet, wenn das Cardiopet-Test Ergebnis iiber
800 pmol/l lag. In dem Bereich bis 800 pmol/l lieferten beide Tests dhnliche
Ergebnisse (Mittelwert Cardiopet-Test: 380 pmol/l; Mittelwert Vetsign-Test: 356
pmol/l). Der Cardiopet-Test lieferte nur geringfiigig hohere Ergebnisse, welche
nicht signifikant waren. Allerdings war der Korrelationskoeffizient mit einem
Wert von 0,35 relativ gering. Anders hingegen verhielt es sich in dem
Messbereich iiber 800 pmol/l. Hier erzielte der Cardiopet-Test deutlich hohere
Werte, welche statistisch signifikant waren. Ebenso lag mit 0,71 wieder ein relativ
hoher Korrelationskoeffizient vor. Die Abbildungen 4 - 6 zeigen Bland-Altman
Diagramme. In diesen ist die Differenz zwischen dem Messergebnis des
Cardiopet und des Vetsign-Tests gegeniiber dem Mittelwert beider Methoden
dargestellt. Die Limits of Agreement werden als separate Linien (£ 1,96
Standardabweichung der mittleren Differenz) dargestellt. Abbildung 4 stellt dieses
fiir den gesamten Messbereich dar, die Abbildungen 5 und 6 fiir ein Cardiopet-
Test Ergebnis < 800 pmol/l respektive > 800 pmol/l. Einen Uberblick iiber
Mittelwerte, Korrelation und Signifikanz gibt Tabelle 8. Es stellt sich heraus, dass
fiir die Proben, deren Cardiopet-Test Ergebnis maximal 800 pmol/l betrigt, im
Vetsign-Test dhnliche Ergebnisse erzielt werden. Somit liefern beide Tests im
niedrigen Bereich vergleichbare Ergebnisse. Im Gegensatz dazu sind die
Testergebnisse des Vetsign-Tests, bei den Proben, die im Cardiopet-Test ein

Ergebnis von iiber 800 pmol/l erzielt haben, statistisch signifikant niedriger.
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Tabelle 8: NT-proBNP Mean (= Mittelwert) in pmol/l, Korrelation, Signifikanz
und Probenanzahl des Cardiopet und des Vetsign-Tests fiir drei verschiedene
Messbereiche (N = Anzahl der Untersuchungen).

Test Mean Korrelation Signifikanz N
Gesamter Cardiopet 1059 0,81 0,000 557
Messbereich
Vetsign 763
Cardiopet Cardiopet 379 0,35 0,125 312
< 800 pmol/
Vetsign 340
Cardiopet Cardiopet 1924 0,72 0,000 245
> 800 pmol/l
Vetsign 1281
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Abbildung 4: Bland-Altman Plot der NT-proBNP-Konzentration in pmol/l des
Cardiopet und des Vetsign-Tests von 557 Untersuchungen des gesamten
Messbereichs. Auf der x-Achse wird die Differenz beider Testergebnisse
gegeniiber dem Mittelwert (= Mean) beider Methoden auf der y-Achse dargestellt.
Die Differenz des Mittelwertes ist als durchgehende Linie, die Limits of
Agreement (£ 1,96 SD = Standardabweichung) sind als gestrichelte Linien
dargestellt.
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Abbildung 5: Bland-Altman Plot der NT-proBNP-Konzentration in pmol/l des
Cardiopet und des Vetsign-Tests von 312 Untersuchungen. Eingeschlossen sind
hier die Werte beider Tests bis zu einem Cardiopet-Testergebnis von 800 pmol/I.
Auf der x-Achse wird die Differenz beider Testergebnisse gegeniiber dem
Mittelwert (= Mean) beider Methoden auf der y-Achse dargestellt. Die Differenz
des Mittelwertes ist als durchgehende Linie, die Limits of Agreement (+ 1,96 SD
= Standardabweichung) sind als gestrichelte Linien dargestellt.
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Abbildung 6: Bland-Altman Plot der NT-proBNP-Konzentration in pmol/l des
Cardiopet und des Vetsign-Tests von 245 Untersuchungen. Eingeschlossen sind
hier die Werte beider Tests ab einem Cardiopet-Testergebnis > 800 pmol/l. Auf
der x-Achse wird die Differenz beider Testergebnisse gegeniiber dem Mittelwert
(= Mean) beider Methoden auf der y-Achse dargestellt. Die Differenz des
Mittelwertes ist als durchgehende Linie, die Limits of Agreement (+ 1,96 SD =
Standardabweichung) sind als gestrichelte Linien dargestellt.
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2.5. Referenzwert

Der Referenzwert wurde anhand der herzgesunden Kontrollgruppe bestimmt. In
diese wurden alle gesunden Hunde iiber fiinf Jahre eingeschlossen. Es flossen
somit 196 Untersuchungen von 125 Hunden in die Berechnungen ein. Die
Messwerte lagen zwischen 2 pmol/l und 1442 pmol/l. Als Mittelwert ergab sich
437 pmol/l. Die Standardabweichung lag bei + 320 pmol/l. Der obere
Referenzwert errechnet sich aus Mittelwert + 2 x Standardabweichung. Somit

liegt der Referenzwert bei 1079 pmol/l.

2.6. Vergleich der Krankheitsstadien

Es erfolgte ein Vergleich der NT-proBNP-Werte der unterschiedlichen
Krankheitsstadien. Tabelle 9 zeigt den Mittelwert, den Median, die
Standardabweichung, sowie Minimum und Maximum der Werte.

Tabelle 9: Darstellung der NT-proBNP-Werte der einzelnen Gruppen in pmol/I
bei einer Untersuchungsanzahl von 551 (mean = Mittelwert, Std =

Standardabweichung, Min. = Minimum, Max. = Maximum, N = Anzahl der
Untersuchungen, VES = Ventrikulire Extrasystolen).

Mean Median Std Min. Max. N
gesund 437 356 320 2 1442 196
last normal 980 815 691 102 3030 27
VES 949 716 762 54 3030 129
Echo-
verinderungen 1411 1275 877 220 3030 51
Echo-
verinderungen +
VES 1935 1895 935 482 3030 113
dekompensiert 2849 3030 509 981 3030 35

Der NT-proBNP Mittelwert der gesunden Gruppe in Hohe von 437 pmol/l war
statistisch signifikant niedriger als die Mittelwerte aller Gruppen der erkrankten
Hunde. AuBerdem lag zu dem Mittelwert der ,,last normal* Gruppe ebenfalls ein
statistisch signifikanter Unterschied vor. Fiir den NT-proBNP Mittelwert dieser
Gruppe wurde ein Wert von 983 pmol/l berechnet. Die NT-proBNP-Werte aller
vier Krankheitsgruppen unterschieden sich signifikant voneinander. Der
Mittelwert der Gruppe, die ,,ausschlieBlich VES* zeigte, war mit 949 pmol/l
statistisch signifikant niedriger als die Werte der anderen drei Krankheitsgruppen.
Es lag in diesem Fall kein signifikanter Unterschied zur ,,last normal* Gruppe vor.

Ebenso war der Mittelwert der Gruppe mit ,,ausschlielich Echoverinderungen*
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in Hohe von 1411 pmol/l nicht signifikant hoher als die NT-proBNP-
Konzentration der ,last normal“ Gruppe. Der Mittelwert der Gruppe mit
,Echoverdnderungen und VES* betrug 1935 pmol/l und die ,,dekompensierte*
Gruppe wies einen Mittelwert von 2849 pmol/l auf. Bei diesen beiden Gruppen

lag ein signifikanter Unterschied zur ,,last normal* Gruppe vor.

NT-proBNP-Werte > 3000 pmol/l traten bei 20 von 23 Hunden der
,dekompensierten” Gruppe, bei 22 von 53 Hunden der Gruppe mit
,Echoverdnderungen und VES®, bei 6 von 29 Hunden der Gruppe mit
»ausschlieBlich Echoverdnderungen® und bei 5 von 55 Hunden der Gruppe mit
»ausschlieBlich VES* auf. Dieses wird in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Darstellung der NT-proBNP Maximalwerte > 3000 pmol/l in den
verschiedenen Stadien (VES = Ventrikulidre Extrasystolen).

Anzahl Hunde >
Stadium Final Hunde insgesamt 3000 pmol/l Anteil in %
VES 55 5 9,1
Echo 29 6 20,7
Echo + VES 53 22 41,5
Dekompensiert 22 20 90,9

Von den 33 Hunden der Gruppen ,ausschlieflich VES*, ,ausschlieBlich
Echoveridnderungen sowie ,,Echoverinderungen und VES*, bei denen eine NT-
proBNP-Konzentration > 3000 pmol/l festgestellt worden ist, starben 14 Hunde
aufgrund einer kardialen Ursache. Zehn Hunde starben am Sekundentod, vier
Hunde am kongestiven Herzversagen bzw. wurden deshalb euthanasiert. Neun
Hunde starben aufgrund nicht kardialer Ursachen. Bei zwei Tieren davon wurde
eine Euthanasie aufgrund einer Neoplasie vorgenommen, bei den verbleibenden
sieben Hunden war die genaue Todesursache unbekannt. Zehn Hunde waren bei
Studienende noch am Leben. Durchschnittlich waren seit der letzten NT-proBNP
Messung acht Monate vergangen. Tabelle 11 gibt die maximalen
Uberlebenszeiten nach erstmaliger Feststellung einer NT-proBNP-Konzentration

> 3000 pmol/I an.
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Tabelle 11: Darstellung der Uberlebenszeiten und der Todesursache der Hunde
mit NT-proBNP-Werten > 3000 pmol/l aus den verschiedenen Stadien (N =
Anzahl der Hunde, Max. = Maximum, Mon. = Monate, CHF = Kongestives
Herzversagen, Urs. = Ursache).

N 33 | Max. 6 Wochen | Max. 6 Mon. | Max. 12 Mon. | Max. 18 Mon.
Sekundentod 10 4 3 2 1
CHF 4 1 1 1 1
Tod wg.

anderer Urs. 9 0 4 3 2
am Leben 10

Von den 20 Hunden der ,,dekompensierten® Gruppe mit einer NT-proBNP-
Konzentration > 3000 pmol/l, starben bzw. wurden neun Hunde aufgrund des
kongestiven Herzversagens euthanasiert, zwei Hunde starben am Sekundentod.
Sechs Hunde starben aufgrund einer nicht kardialen Ursache und fiir drei Hunde
lagen keine weiteren Informationen vor. Tabelle 12 gibt die maximalen
Uberlebenszeiten nach erstmaliger Feststellung einer NT-proBNP-Konzentration

> 3000 pmol/I an.

Tabelle 12: Darstellung der Uberlebenszeiten und der Todesursache der Hunde
mit NT-proBNP-Werten > 3000 pmol/l aus der dekompensierten Gruppe (N =
Anzahl der Hunde, Max. = Maximum, Mon. = Monate, CHF = Kongestives
Herzversagen, Urs. = Ursache).

N 20 | max. 6 Wochen | max. 6 Mon. | max. 12 Mon. | max. 25 Mon.
Sekundentod 2 2 0 0 0
CHF 9 2

Tod andere

Urs. 6 1 5 0 0
keine Daten

2.7. Cut-Off-Werte

Zur Erstellung der Cut-Off-Werte wurden 196 Untersuchungen von 125 gesunden
Hunden > 5 Jahren, sowie 319 Untersuchungen von 159 erkrankten Hunden (das
bedeutet Hunde der Gruppen ,ausschlieBlich VES*,  ausschlieBlich
Echoveridnderungen®, ,,Echoverdnderungen und VES*“ und ,,dekompensiert®)
einbezogen. Zur Unterscheidung von herzgesunden Hunden mit allen an
Kardiomyopathie erkrankten Hunden wurde ein Cut-Off-Wert von 690 pmol/l als
optimaler Cut-Off-Wert berechnet. Die ROC (Receiver Operating Characteristic)
Kurve zeigte fiir diesen Wert eine AUC (Area Under The Curve) von 0,873. Die

Sensitivitit fiir diesen Wert lag bei 76,5 %, die Spezifitit bei 81,6 %.
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Um neue Interpretationskriterien fiir die Verwendung des Cardiopet-Tests als
Screening-Test fiir die DoCM festzulegen, wurden die Werte 500 pmol/l und 1100
pmol/l hinsichtlich ihrer Sensitivitdt und Spezifitidt untersucht. Weiterhin wurden
die bereits zur Interpretation bestehenden Werte von 800 pmol/l und 1800 pmol/Il

tiberpriift.

Tabelle 13 gibt die Sensitivitdten und Spezifititen fiir diese verschiedenen Cut-
Off-Werte an. Abbildung 7 zeigt die zugehorige ROC Kurve, in den Dot-
Diagrammen in den Abbildungen 8 - 10 ist dieses graphisch dargestellt.

Tabelle 13: Darstellung der Sensitivitdt und Spezifitit fiir verschiedene NT-
proBNP Cut-Off-Werte in pmol/l sowie der AUC (AUC= Area under the curve).

Cut-Off AUC Sensitivitit Spezifit:it
500 0,873 86,2 % 70,0 %
690 0,873 76,5 % 81,6 %
800 0,873 69,2 % 84,7 %
1100 0,873 62,4 % 92,4 %
1800 0,873 37,6 % 100,0 %
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Abbildung 7: ROC-Kurve zur Differenzierung der gesunden Hunde und allen
erkrankten Hunden. Auf der x-Achse ist die Sensitivitidt, auf der y-Achse die
Spezifitit dargestellt. Die rote Markierung kennzeichnet Sensitivitit und
Spezifitit fiir den optimalen Cut-Off-Wert in Hohe von 690 pmol/l. AUC = 0,873
(DCM = Dilatative Kardiomyopathie, ROC = Receiver Operating Characteristic,
AUC = Area under the curve).
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Abbildung 8: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitdt und Spezifitit zur
Differenzierung von gesunden Hunden und allen erkrankten Hunden bei einem
Cut-Off-Wert von 690,0 pmol/l. Auf der x-Achse ist die NT-proBNP-
Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse sind die zu vergleichenden Gruppen
dargestellt (O = gesunde Kontrollgruppe, 1 = alle erkrankten Hunde).
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Abbildung 9: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitdt und Spezifitit zur
Differenzierung von gesunden Hunden und allen erkrankten Hunden bei einem
Cut-Off-Wert von 500,0 pmol/l. Auf der x-Achse ist die NT-proBNP-
Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse sind die zu vergleichenden Gruppen
dargestellt (O = gesunde Kontrollgruppe, 1 = alle erkrankten Hunde).
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Abbildung 10: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitdt und Spezifitéit zur
Differenzierung von gesunden Hunden und allen erkrankten Hunden bei einem
Cut-Off-Wert von 1100,0 pmol/l. Auf der x-Achse ist die NT-proBNP-
Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse sind die zu vergleichenden Gruppen
dargestellt (O = gesunde Kontrollgruppe, 1 = alle erkrankten Hunde).

Zur Uberpriifung dieser Cut-Off-Werte wurde die Anzahl der falsch-positiven
sowie der falsch-negativen Untersuchungen berechnet. Um detaillierte
Informationen iiber die falsch-negativen Untersuchungen zu erhalten, wurden
diese entsprechend des zugrundeliegenden Erkrankungsstadiums aufgeteilt. Die
Tabellen 14 und 15 stellen die Ergebnisse dar. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein
Cut-Off-Wert isoliert, in diesem Fall 690 pmol/l, nur begrenztes diagnostisches
Potential hat. Wird dieser Wert verwendet, so werden zwar wenige Hunde als
falsch-positiv eingestuft, aber fast ein Viertel der erkrankten Tiere wird

iibersehen.

Verwendet man hingegen 500 pmol/l als unteren Cut-Off-Wert werden nur 13,5
% der Hunde falsch-negativ klassifiziert. Somit erscheint eine Erkankung bei
einem NT-proBNP-Wert von unter 500 pmol/l unwahrscheinlich. Ab einer NT-

proBNP-Konzentration von 1100 pmol/l ist das Vorliegen einer Erkrankung sehr
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wahrscheinlich, nur 4,5 % der Hunde mit einem Wert in dieser Hohe sind falsch-
positiv klassifiziert. Als Graubereich wird der Konzentrationsbereich zwischen
500 und 1100 pmol/l definiert. In diesem Bereich kann das Vorliegen einer
Erkrankung nicht ausgeschlossen werden.

Tabelle 14: Darstellung der absoluten und prozentualen Anzahl falsch-positiver
sowie falsch-negativer Untersuchungen fiir verschiedene NT-proBNP Cut-Off-

Werte in pmol/l bei gesunden und an allen Formen der DoCM erkrankten
Hunden. (DoCM = Dobermann-Kardiomyopathie).

Cut-Off-Wert Falsch-positiv Falsch-negativ
500 60 (30,6 %) 43 (13,5 %)
690 36 (18,4 %) 75 (23,5 %)
1100 9 (4,5 %) 136 (42,6 %)

Um eine prizise Aussage iliber die falsch-negativen Untersuchungen machen zu
konnen, wurde die Zugehorigkeit zum jeweiligen Erkrankungsstadium ermittelt.
Hier stellte sich heraus, dass bei allen betrachteten Cut-Off-Werten die Anzahl der
falsch-negativen Untersuchungen in der Gruppe ,,ausschlieBlich VES* deutlich
tiberreprisentiert war. Es traten mehr falsch-negative Untersuchungen in der
Gruppe ,Echoverinderungen und VES* als in der Gruppe ,ausschlieflich
Echoveridnderungen* auf.

Tabelle 15: Darstellung der Anzahl falsch-negativer Untersuchungen in

Abhingigkeit vom jeweiligen Erkrankungsstadium fiir verschiedene NT-proBNP
Cut-Off-Werte in pmol/l bei gesunden und an allen Formen der DoCM erkrankten

Hunden (DoCM = Dobermann-Kardiomyopathie, VES = Ventrikulire

Extrasystolen)
Stadium final 500 690 1100
VES 41 62 87
Echo 0 15
Echo + VES 2 8 33
Dekompensiert 0 0 1
Gesamtzahl 43 75 136

Zur Vorhersage von Echoveridnderungen sollte ein moglichst sensitiver Cut-Off-
Wert verwendet werden. Eine hohe Sensitivitit liegt bei einem Cut-Off-Wert von
500 pmol/l vor. Diese betrigt 98,9 %, die Spezifitit fiir diesen Cut-Off-Wert liegt
bei 69,9 %. Zusitzlich wurde noch die Sensitivitdt und Spezifitit fiir einen Cut-
Off-Wert in Hohe von 690 pmol/l und von 1100 pmol/l fir Hunde mit
Echoveridnderungen berechnet. Die Werte sind in Tabelle 16 dargestellt. Dieses

wird in der ROC Kurve in Abbildung 11 und in den Dot-Diagrammen in den
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Abbildungen 12 — 14 dargestellt.

Tabelle 16: Darstellung der Sensitivitdt und Spezifitit fiir verschiedene NT-
proBNP Cut-Off-Werte in pmol/l fiir Hunde mit Echoveridnderungen sowie der
AUC (AUC= Area under the curve).

Cut-Off-Wert AUC Sensitivitiit Spezifitit
500 0,96 98,9 % 69,9 %
690 0,96 93,2 % 81,6 %
1100 0,96 74,2 % 95,4 %
Echoveréinderungen
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Abbildung 11: ROC-Kurve zur Differenzierung der gesunden Hunde von
Hunden mit Echoveridnderungen. Auf der x-Achse ist die Sensitivitit, auf der y-
Achse die Spezifitidt dargestellt. Die rote Markierung kennzeichnet Sensitivitét
und Spezifitit fiir den optimalen Cut-Off-Wert in Hohe von 690 pmol/l. AUC =
0,960 (ROC = Receiver Operating Characteristic, AUC = Area under the curve).
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Abbildung 12: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitdt und Spezifitéit zur
Differenzierung der gesunden Hunde von Hunden mit Echoverdnderungen bei
einem Cut-Off-Wert von 500 pmol/l. Auf der x-Achse ist die NT-proBNP-
Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse sind die zu vergleichenden Gruppen
dargestellt (0 = gesunde Kontrollgruppe, 1 = Hunde mit Echoverinderungen).
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Abbildung 13: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitit und Spezifitit zur
Differenzierung der gesunden Hunde von Hunden mit Echoverdnderungen bei
einem Cut-Off-Wert von 690 pmol/l. Auf der x-Achse ist die NT-proBNP-
Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse sind die zu vergleichenden Gruppen
dargestellt (0 = gesunde Kontrollgruppe, 1 = Hunde mit Echoverinderungen).
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Abbildung 14: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitit und Spezifitit zur
Differenzierung der gesunden Hunde von Hunden mit Echoverdnderungen bei
einem Cut-Off-Wert von 1100 pmol/l. Auf der x-Achse ist die NT-proBNP-
Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse sind die zu vergleichenden Gruppen
dargestellt (0 = gesunde Kontrollgruppe, 1 = Hunde mit Echoverinderungen).

Die Tabellen 17 und 18 stellen die falsch-positiven und falsch-negativen
Untersuchungen von Hunden mit Echoverdnderungen dar. Dazu wurden die
Hunde, die dem Stadium ,,ausschliefliche VES* angehorten, ausgeschlossen.

Tabelle 17: Darstellung der absoluten und prozentualen Anzahl falsch-positiver
sowie falsch-negativer Untersuchungen fiir verschiedene NT-proBNP Cut-Off-

Werte in pmol/l fiir gesunde Hunde und solche mit echokardiographischen
Veridnderungen.

Cut-Off-Wert Falsch-positiv Falsch-negativ
500 60 (30,6 %) 21,1 %)
690 36 (18,4 %) 13 (6,8 %)
1100 9 (4,5 %) 49 (25,7 %)

Werden die falsch-negativen Untersuchungen wieder eingehend betrachtet, so tritt
ein GroBteil dieser Untersuchungen in dem Stadium ,,Echoveridnderungen und

VES* auf. Untersuchungen von Hunden die nur Echoverdnderungen aufweisen
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sind deutlich weniger falsch-negativ.

Tabelle 18: Darstellung der Anzahl falsch-negativer Untersuchungen in
Abhingigkeit vom jeweiligen Erkrankungsstadium fiir verschiedene NT-proBNP
Cut-Off-Werte in pmol/l bei gesunden Hunden und solchen mit
echokardiographischen Verdanderungen. (VES = Ventrikulidre Extrasystolen)

Stadium final 500 690 1100
Echo 0 5 15
Echo + VES 2 8 33
Dekompensiert 0 0 1
Gesamtzahl 2 13 49

3. Follow-Up

Die Follow-Up Untersuchungen wurden zum einen fiir gesunde Hunde mit einer
NT-proBNP-Konzentration > 400 pmol/l und zum anderen fiir erkrankte Hunde
mit einer NT-proBNP-Konzentration < 400 pmol/l durchgefiirt.

3.1. Gesunde Hunde

Es wurden 36 urspriinglich gesunde Hunde mit einer NT-proBNP-Konzentration
von > 400 pmol/l eingeschlossen. Damit ein direkter Vergleich der Testergebnisse
moglich war, wurde, wie in der ersten Studie, der Vetsign-Test verwendet, da der
Cardiopet-Test, wie bereits beschrieben, hohere Werte liefert. Ein Cut-Off-Wert
von 400 pmol/l wurde verwendet, weil dieser in der vorherigen Publikation als
Cut-Off-Wert zur Unterscheidung von gesunden und kranken Hunden errechnet
worden war (WESS et al., 2011a). Eine Follow-Up Untersuchung fand friihestens
nach zwolf Monaten statt. Lediglich drei Hunde erkrankten, zwei im Zeitraum
von 12 — 24 Monaten nach der festgestellten erhohten NT-proBNP-Konzentration
und ein Hund im Zeitraum von 24 — 36 Monaten danach. Von den verbleibenden
33 Hunden waren 19 nach einem Zeitraum von mehr als 36 Monaten nach der
Messung der erhohten NT-proBNP-Konzentration immer noch gesund. Ebenso
traf dieses auf sechs Hunde nach einem Zeitraum von mehr als 24 Monaten und

auf acht Hunde nach 12 — 24 Monaten zu. Dieses ist in Tabelle 19 dargestellt.
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Tabelle 19: Darstellung des Gesundheitsstatus der Hunde der Follow-Up
Untersuchungen (N = Anzahl der Hunde).

Follow-Up nach: Gesund Krank

12-24 Monaten 2
> 24 Monaten 1
> 36 Monaten 19 0
N 33 3

Wird der Verlauf der NT-proBNP-Werte der gesunden 33 Hunde in den Follow-
Up Untersuchungen betrachtet, so ist festzustellen, dass bei 18 Hunden die NT-
proBNP-Konzentration wieder unter einen Wert von 400 pmol/l fillt. Bei zwolf
Hunden bleibt ein erhohter Wert iiber 400 pmol/l bestehen. Bei drei Hunden liegt
kein weiterer NT-proBNP-Wert vor. Die Abbildungen 15 und 16 geben einen
Uberblick iiber den Verlauf der NT-proBNP-Konzentration. Aufgrund der
besseren Ubersicht wurden die Daten auf zwei Diagramme aufgeteilt. Ein
extremer Wert der von 1325 pmol/l auf 2596 pmol/l angestiegen ist, ist aufgrund
der besseren Darstellung nicht im Diagramm enthalten. Bei diesem Hund wurde
24 Monate nach der Feststellung dieses extrem hohen NT-proBNP-Wertes ein
verdidchtiger Befund in der echokardiographischen Untersuchung festgestellt. Die
Tabellen mit den jeweiligen NT-proBNP-Werten der einzelnen Hunde befinden

sich im Anhang, dabei handelt es sich um die Tabellen 24 und 25.
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Abbildung 15: Darstellung des Verlaufs der NT-proBNP-Konzentration der
gesunden Hunde, deren Ausgangskonzentration > 400 pmol/l lag. Auf der x-
Achse ist die NT-proBNP-Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse erste und
zweite Untersuchung dargestellt. (1 = erste Untersuchung, 2 = zweite
Untersuchung).
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Abbildung 16: Darstellung des Verlaufs der NT-proBNP-Konzentration der
gesunden Hunde, deren Ausgangskonzentration > 400 pmol/l lag. Auf der x-
Achse ist die NT-proBNP-Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse erste und
zweite Untersuchung dargestellt (1 = erste Untersuchung, 2 = =zweite
Untersuchung).
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3.2, Kranke Hunde

Es wurden 31 Hunde, die den Erkrankungsstadien ,ausschlieBlich VES®,
,ausschlieBlich Echoveridnderungen oder ,Echoverinderungen und VES*
zugeordnet waren und eine NT-proBNP-Konzentration < 400 pmol/l aufwiesen,
einbezogen. Da es von einigen Hunden mehrfach Untersuchungen gab, flossen
insgesamt 56 Untersuchungen mit einer NT-proBNP-Konzentration < 400 pmol/l
ein. Bei 45 von diesen 56 Untersuchungen befanden sich die Hunde im
Krankheitsstadium ,,ausschlieBlich VES“. In acht Untersuchungen lag das
Stadium ,,Echoverinderungen und VES* vor und in drei Untersuchungen das
Stadium ,,ausschlieBlich Echoverinderungen®. Tabelle 20 stellt dieses dar.

Tabelle 20: Darstellung der Anzahl der Untersuchungen der Hunde in den
einzelnen Stadien (VES = Ventrikulédre Extrasystolen, US = Untersuchung).

Stadium Final Anzahl der US Anteil in Prozent
VES 45 80,36 %
Echoverinderungen 3 5,36 %
Echoverinderungen + VES 8 14,28 %
Gesamt 56

Fiir 21 dieser Hunde lagen mehrfach Follow-Up Untersuchungen vor. Daher
zeigte sich im weiteren Verlauf dieser Untersuchungen, dass bei 15 dieser Hunde
die NT-proBNP-Konzentration auf > 400 pmol/l anstieg, bei den verbleibenden
sechs Hunden wurde dieser Wert auch in nachfolgenden Untersuchungen nicht
erreicht. Werden die 15 Hunde betrachtet, bei denen das NT-proBNP in der ersten
Follow-Up Untersuchung einen Wert von > 400 pmol/l erreicht hat, so wird
festgestellt, dass bei vier Hunden im Rahmen der néchsten Follow-Up
Untersuchung wieder eine NT-proBNP-Konzentration von < 400 pmol/l
festgestellt wurde. Bei sechs Hunden blieb der Wert iiber 400 pmol/l bestehen, bei
fiinf Hunden liegen keine mehrfachen Follow-Up Untersuchungen vor. Einen
Uberblick iiber den Verlauf der NT-proBNP-Konzentration gibt Tabelle 21 sowie
die Abbildungen 17 und 18. Die Daten wurden wieder aufgrund der besseren
Ubersicht auf zwei Diagramme aufgeteilt. Die Tabellen mit den jeweiligen NT-
proBNP-Werten der einzelnen Hunde befinden sich im Anhang, dabei handelt es
sich um die Tabellen 26 und 27.
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Tabelle 21: Darstellung des Verlaufs der NT-proBNP-Konzentration erkrankter
Hunde mit einer Ausgangskonzentration < 400 pmol/I.

Ja NT-proBNP sinkt
15| = | wieder <400 pmol/l
NT-proBNP > 400 Ja 4
pmol/l 6 Nein
Nein kein weiterer Wert 5
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Abbildung 17: Darstellung des Verlaufs der NT-proBNP-Konzentration der
erkrankten Hunde deren Ausgangskonzentration < 400 pmol/l lag. Auf der x-
Achse ist die NT-proBNP-Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse erste und
zweite Untersuchung dargestellt (1 = erste Untersuchung, 2 = =zweite
Untersuchung).
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Abbildung 18: Darstellung des Verlaufs der NT-proBNP-Konzentration der
erkrankten Hunde deren Ausgangskonzentration < 400 pmol/l lag. Auf der x-
Achse ist die NT-proBNP-Konzentration in pmol/l und auf der y-Achse erste und
zweite Untersuchung dargestellt (1 = erste Untersuchung, 2 = zweite
Untersuchung).
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V. DISKUSSION

NT-proBNP hat sich in der Veterinarmedizin als kardialer Biomarker besonders
beim Hund und bei der Katze etabliert. In diversen Studien wurde sein
diagnostisches Potential zu verschiedenen Fragestellungen evaluiert. So kann
anhand der Bestimmung von NT-proBNP kardial von extrakardial bedingter
Dyspnoe sowohl beim Hund (DEFRANCESCO et al., 2007; PROSEK et al.,
2007; FINE et al., 2008; OYAMA et al., 2009) wie auch bei der Katze (WESS,
2008; CONNOLLY et al., 2009a; FOX et al., 2009) differenziert werden. Ein
Einsatz als Screening-Test fiir asymptomatische Katzen mit HCM erscheint
sinnvoll (WESS et al, 2011b). Bei Hunden mit asymptomatischer
Mitralklappenendokardiose konnte NT-proBNP Tod oder Beginn des kongestiven
Herzversagens in den folgenden zwolf Monaten vorhersagen (CHETBOUL et al.,
2009). Der erfolgreiche Verschlul eines PDAs konnte durch NT-proBNP
Serienmessungen kontrolliert werden (ARAMAKI et al., 2010). Diese genannten
Anwendungsgebiete sind nur einige mogliche Einsatzgebiete fiir diesen Test.
Allerdings miissen bei der Anwendung im klinischen Alltag einige Aspekte
bedacht werden. Die Ergebnisse konnen abhédngig vom Probenhandling oder der
Verwendung unterschiedlicher Testkits variieren. Ebenso sollte die Fragestellung
des jeweiligen Patienten in die Interpretation der Ergebnisse einbezogen werden

(OYAMA & SINGLETARY, 2010).

Ein Ziel dieser Studie war der Vergleich der zwei zurzeit erhiltlichen NT-
proBNP-Testkits. Dabei handelte es sich um den Vetsign® Canine CardioScreen
NT-proBNP-Test und den Cardiopet® proBNP Test. Bisher wurde nur der
Vetsign-Test verwendet. Dieser wird aber vom Markt genommen und durch den
Cardiopet-Test ersetzt. Um den Testvergleich durchfithren zu konnen, wurde auf
bei -80°C gelagerte Proben zuriickgegriffen, von denen bereits NT-proBNP
Ergebnisse, die mit dem Vetsign-Test bestimmt wurden, vorlagen. Diese Proben
wurden in einer vorherigen Studie analysiert und die Ergebnisse wurden bereits
veroffentlicht (WESS et al.,, 2011a). Im Testvergleich zeigte sich, dass die
Ergebnisse nicht direkt miteinander vergleichbar sind und Cut-Off-Werte somit
nicht tibertragbar sind. Ein Faktor zur Umrechnung lief sich nicht nachweisen.
Zwar lag im Messbereich bis 800 pmol/l kein statistisch signifikanter Unterschied

vor, doch war der Korrelationskoeffizient derart gering, dass ein direkter
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Vergleich der Ergebnisse nicht zu empfehlen ist. Im Messbereich > 800 pmol/I
wurden signifikant hohere Werte durch den Cardiopet-Test gemessen. Eine
Validierung beider Tests erfolgte in dieser Studie nicht. Der Vetsign-Test wurde
bereits in zwei Studien zum Finsatz beim Hund validiert. Bei Konzentrationen >
800 pmol/l werden je nach Studie unterschiedliche Intra- und Interassay
Prézisionen angegeben wurden. Diese lagen in der einen Studie unter 10 %
(BOSWOOD et al., 2008) und in der anderen zwischen 12 und 20 % (ZIEBA et
al., 2008). Es besteht die Moglichkeit, dass groBBere Unterschiede zwischen den
einzelnen Platten und Chargen vorliegen konnten. Da die NT-proBNP Messungen
in dieser Studie iiber einen ldngeren Zeitraum durchgefiihrt wurden, ist davon
auszugehen, dass Vetsign-Testkits verschiedener Chargen verwendet wurden.
Dieses konnte die Ergebnisse des Vetsign-Tests beeinflusst haben, was zur
Differenz der Messergebnisse beider Tests beigetragen haben konnte. Der
Cardiopet-Test wurde laut Hersteller ausreichend validiert. Diese Ergebnisse sind

bisher allerdings nicht publiziert.

Da die Zeitpunkte der NT-proBNP Messung einer Probe durch beide Assays
durchaus ldnger voneinander entfernt liegen konnten, kann eine Beeinflussung der
NT-proBNP-Konzentration durch die Lagerung nicht vollkommen ausgeschlossen
werden. CAULIEZ und Mitarbeiter (2008) haben die Stabilitdt von NT-proBNP
bei zweijdhriger Lagerung bei einer Temperatur von -20°C untersucht. Bei mehr
als 90 % der untersuchten Proben betrug der Abbau weniger als 10 % der
Ausgangskonzentration. Der maximale Abbau betrug 16 % der
Ausgangskonzentration (CAULIEZ et al., 2008). In einer anderen Studie wurde
die NT-proBNP-Konzentration von bei -80°C eingefrorenen felinen
Plasmaproben, welche bis zu zehn Jahre gelagert wurden, bestimmt. Diese Werte
wurden mit aktuellen Proben von Katzen mit identischem Schweregrad der
vorliegenden Erkrankung verglichen. Der Konzentrationsunterschied war gering
und statistisch nicht signifikant, so dass auch durch eine mehrjahrige
Lagerungsdauer die NT-proBNP-Konzentration unbeeinflusst zu sein scheint
(LALOR et al., 2009). Ebenso wurde eine fast 100-prozentige Immunoreaktivitit
nach fiinfmaligem Einfrieren und erneutem Auftauen erreicht (NOWATZKE &
COLE, 2003). Da die in dieser Studie verwendeten Proben maximal fiinf Jahre bei
-80°C gelagert worden sind und nur fiir die beiden Messungen aufgetaut wurden,

erscheint eine Beeinflussung der NT-proBNP-Konzentration nur in geringem
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Umfang wahrscheinlich. Die Differenz der Ergebnisse diirfte somit in erster Linie

durch die Verwendung der zwei unterschiedlichen Assays zu erkldren sein.

Es wurde bereits nachgewiesen, dass NT-proBNP-Werte durch eine
unzureichende Kiihlung falsch-niedrig sind. Daher wurde bisher ein zeitnahes
Einfrieren und ein Versand der gefrorenen Probe empfohlen (FARACE et al.,
2008; COLLINS et al.,, 2010). Um dieses aufwendige Probenhandling zu
vermeiden, wurden Protease-Inhibitoren enthaltende Probenrohrchen auf den
Markt gebracht, in welchen die NT-proBNP-Konzentration laut Hersteller bis zu
24 Stunden ohne Einfrieren der Probe stabil bleibt. In dieser Studie wurde in zwei
getrennten Versuchen unter unterschiedlichen Bedingungen (sieche Kapitel 4
Punkt 5.5.1. und 5.5.2.) die Stabilitit des NT-proBNPs im Stabilisatorrohrchen
untersucht. Das Hauptziel des Vorversuchs war herauszufinden, ob die fiir den
Hauptversuch bereits eingefrorenen Proben zur Erreichung der optimalen
Stabilitit vor der NT-proBNP Messung in ein Stabilisatorrohrchen umgefiillt
werden miissen. Dabei wurde eine signifikant niedrigere NT-proBNP-
Konzentration im Stabilisatorrohrchen festgestellt. Diese war im Vorversuch um
37,54 % niedriger im Vergleich zur NT-proBNP-Konzentration der gefrorenen
Probe ohne Stabilisator. Da zu diesem Zeitpunkt extrem hohe
Umgebungstemperaturen herrschten, stellte sich zum einen die Frage, ob die
reduzierte ~ NT-proBNP-Konzentration  im  Stabilisatorrohrchen  darauf
zuriickzufiihren sein konnte und zum anderen ob NT-proBNP unter
Praxisbedingungen in dem Stabilisatorrohrchen iiberhaupt stabil bleibt. Daher
sollten in einem zweiten Versuch zur Stabilitit des NT-proBNPs im
Stabilisatorrohrchen  diese  Fragen gekldart werden. Die Probe im
Stabilisatorrohrchen ~ wurde  bei  Raumtemperatur  unter  Kkonstanten
Temperaturbedingungen gelagert. Auch in diesem Fall wurde eine um 38,1 %
reduzierte NT-proBNP-Konzentration im Vergleich zur gefrorenen Probe
festgestellt. Somit war die reduzierte NT-proBNP-Konzentration der Probe im
Stabilisatorrohrchen nicht auf die Umgebungstemperatur zuriickzufiihren, sondern
auf einen Abbau des NT-proBNPs aufgrund der unzureichenden Wirksamkeit des
Protease-Inhibitors. Resultierend aus den Ergebnissen dieser Studie, sollten NT-
proBNP Proben weiterhin gefroren verschickt werden, da nur so ein
aussagekriftiges Ergebnis garantiert ist. In einer Studie zur Stabilitdt von NT-

proBNP in felinem Plasma wurde die NT-proBNP-Konzentration von bei
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Raumtemperatur (22°C) gelagertem Plasma mit und ohne Protease-Inhibitor
verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass der Protease-Inhibitor den Abbau
reduziert, aber nicht verhindern kann, so dass die klinische Interpretation des
finalen Resultates dadurch beeinflusst werden kann (CONNOLLY et al., 2011a).
Eine weitere Studie zum Einsatz von Stabilisatorrohrchen zeigte, dass
stabilisiertes felines Plasma, welches bei 4°C 24 Stunden gekiihlt wurde, im
Vergleich zu bei -20°C eingefrorenem Plasma nur eine geringgradige, nicht
signifikant niedrigere NT-proBNP-Konzentration aufweist (GUNTHER et al.,
2010). Da in der Studie von CONOLLY und Mitarbeiter (2011) nur der
prozentuale Anteil der Proben angegeben wurde, deren NT-proBNP-
Konzentration nach dem jeweiligen Zeitpunkt unter den Ausgangswert gesunken
war, aber keine NT-proBNP-Konzentrationswerte, ist ein direkter Vergleich mit
dieser Studie schwierig. Jedoch scheint die Tendenz der Ergebnisse dhnlich zu
sein. Die Lagerung des Stabilisatorrohrchens bei 4°C wurde in dieser Studie nicht
untersucht. Es wiére daher denkbar, dass unter solchen Bedingungen &hnliche
Resultate moglich wiren. Weiterhin sollte bedacht werden, dass es sich in dieser
Studie um canines NT-proBNP handelt. Angaben iiber die Stabilitdt von caninem
NT-proBNP unter Verwendung eines Protease-Inhibitors sind derzeit nicht
verfiigbar. In zwei Studien wurde die mediane Reduktion von caninem NT-
proBNP bei 24-stiindiger Lagerung bei Raumtemperatur mit 50 % respektive 51
% angegeben (FARACE et al., 2008; COLLINS et al., 2010). Dagegen reduziert
sich die mediane NT-proBNP-Konzentration in felinem Plasma unter @hnlichen
Bedingungen nur um 38,4 % (CONNOLLY et al., 2011a). Daher ist nicht
auszuschlieBen, dass auch wunter Verwendung eines Protease-Inhibitors
Unterschiede in der Stabilitdt von caninem und felinem NT-proBNP vorhanden

sein konnen.

Ein in der Literatur beschriebener Anstieg der NT-proBNP-Konzentration durch
das Einfrieren der Proben, genauer gesagt durch Verdnderungen in der
Molekiilstruktur (COLLINS et al., 2010), konnte in dieser Studie nicht bestitigt
werden. Die Proben des Versuches zur Stabilitit wurden eingefroren, die des
Vorversuches nicht (siche Kapitel 4 Punkt 5.5.1. und 5.5.2.). Die prozentuale
Reduktion im Vergleich zu dem unter herkémmlichen Bedingungen gemessenen
EDTA-Plasma war jedoch in beiden Versuchen annidhernd gleich. Mogliche

Erkldarungen fiir die geringe Effektivitit der Protease-Inhibitor enthaltenden
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Stabilisatorrohrchen in dieser Studie konnte das Vorhandensein anderer
Proteasen, die nicht durch den Inhibitor gechemmt werden oder eine zu geringe
Konzentration des Protease-Inhibitors in dem Rohrchen sein. In einer
humanmedizinischen Studie verhinderte der Protease-Inhibitor Aprotinin den
NT-proBNP Abbau bei 48 Stunden dauernder Lagerung bei Raumtemperatur fast
vollstaindig (DOWNIE et al.,, 1999). Um herauszufinden, ob andere Protease-
Inhibitoren erfolgreich in der Veterindrmedizin eingesetzt werden konnen, bedarf

es weiterer Studien.

Der Krankheitsverlauf der Dobermann-Kardiomyopathie besteht aus drei Phasen
(CALVERT et al., 1982; CALVERT et al.,, 1997b; CALVERT et al., 1997a;
PETRIC et al., 2002; O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). In der ersten Phase ist
das Herz morphologisch und elektrisch normal und es liegen keine klinischen
Anzeichen vor. In der zweiten Phase konnen sowohl morphologische wie auch
elektrische Abnormalititen auftreten. Allerdings gehen diese Verinderungen ohne
klinische Anzeichen einher, das heiflit dem Besitzer préasentiert sich der Hund
vollkommen normal. Neben einer linksventrikuldren Dilatation treten in dieser
Phase oft VES auf, die zu ventrikuldren Tachykardien und zum Sekundentod
durch Kammerflimmern fithren konnen. 25 — 30 % der betroffenen Hunde sterben
wihrend der okkulten Phase am Sekundentod. (CALVERT et al., 1997b;
CALVERT et al., 1997a; CALVERT et al., 1998a; CALVERT et al., 1998b;
O'GRADY & HORNE, 1998; CALVERT et al., 2000a; CALVERT & JACOBS,
2000; CALVERT et al., 2000b; PETRIC et al., 2002; CALVERT & BROWN,
2004; O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004; O'SULLIVAN et al., 2005; CALVERT
& MEURS, 2009). Die dritte Phase ist charakterisiert durch das Auftreten von
klinischen Anzeichen und geht mit kongestivem Herzversagen einher (O'GRADY
& O'SULLIV AN, 2004). Fiir prognostische und therapeutische Zwecke sowie fiir
einen moglichen Zuchteinsatz wire eine moglichst frithe Diagnose der okkulten
Phase enorm wichtig. Der derzeitige diagnostische Goldstandard bestehend aus
24-Stunden-EKG und Echokardiographie ist eine sehr aufwendige und teure
Untersuchung, die nicht iiberall verfiigbar ist. Die Bestimmung von kardialen
Biomarkern konnte eine adidquate Alternative darstellen, da diese Untersuchung

iberall verfiigbar und kostengiinstig ist (OYAMA et al., 2007).

Der Vergleich der Ergebnisse aller Gruppen zeigte zwischen fast allen Gruppen

einen statistisch signifikanten Konzentrationsunterschied. Lediglich zwischen der
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,last normal®“ Gruppe und der Gruppe der Hunde mit ,,ausschlieBlich VES* lag
kein signifikanter Unterschied vor. Der Gruppe ,.last normal* wurde retrospektiv
die letzte unauffdllige Untersuchung der Hunde vor Erkrankungsbeginn
zugeordnet, sofern diese nicht mehr als 18 Monate vorher stattgefunden hatte.
Wiirde nur eine einzelne Untersuchung verwendet werden, wire es fiir diesen
neuen diagnostischen Test unmoglich ein aussagekriftigeres Ergebnis zu liefern
als der diagnostische Goldstandard. Hunde, die eine erhohte NT-proBNP-
Konzentration aufwiesen, aber aufgrund der Ergebnisse von Holteruntersuchung
und Echokardiographie als gesund klassifiziert worden waren, wiirden somit als
falsch-positiv eingestuft werden. Daher wurde ein Follow-Up durchgefiihrt und
die Hunde retrospektiv umklassifiziert. Obwohl es sich zu dem Zeitpunkt somit
eigentlich noch um echokardiographisch und elektrokardiographisch gesunde
Hunde handelt, ist im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe ein statistisch
signifikanter Konzentrationsunterschied vorhanden. Somit decken sich diese
Ergebnisse mit einer Studie von WESS und Mitarbeitern (2011) in der ein anderer
Assay verwendet wurde (WESS et al., 2011a). In diesem Fall konnen durch die
NT-proBNP Messung Verdnderungen nachgewiesen werden, die mit dem
momentanen Goldstandard nicht nachweisbar sind. Somit sollten Hunde, die eine
NT-proBNP-Konzentration > 500 pmol/l aufweisen, regelmiBig kontrolliert

werden.

Interessant ist der hohe Maximalwert der gesunden Gruppe in Hohe von 1442
pmol/l. Fiir eine NT-proBNP-Konzentration von 1444 pmol/l wurde in dieser
Studie eine Spezifitit von 100 % berechnet. Ein weiterer gesunder Hund zeigte
ebenfalls eine NT-proBNP-Konzentration > 1400 pmol/l. Diese Hunde sollten
intensiv kontrolliert werden, da nicht auszuschlieBen ist, dass es sich bei dieser
Untersuchung bereits um die letzte normale Untersuchung handelt und ein
Erkrankungsbeginn unmittelbar bevorsteht. Im weiteren Verlauf der Studie wurde
bei dem Hund, bei dem eine NT-proBNP-Konzentration > 1400 pmol/l festgestellt
worden ist, ein Osteosarkom diagnostiziert. Der Hund mit der maximalen NT-
proBNP-Konzentration in der gesunden Gruppe, war auch bei der nachfolgenden
Untersuchung gesund. Die Moglichkeit, dass Konzentrationsschwankungen oder
extrakardiale Ursachen fiir die erhohte NT-proBNP-Konzentration verantwortlich

sind, wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit diskutiert.

Obwohl NT-proBNP kein besonders geeigneter Parameter zur Vorhersage von
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Rhythmusstorungen zu sein scheint, ist die NT-proBNP-Konzentration der Hunde
mit VES im Vergleich zur Gruppe der gesunden Hunde signifikant hoher. Eine
NT-proBNP Freisetzung durch VES wurde beim Dobermann bereits
nachgewiesen (WESS et al, 2011a). Ansonsten liegen keine weiteren
veterindrmedizinischen Daten zum Einfluss ventrikuldarer Rhythmusstérungen auf
die NT-proBNP-Konzentration vor. Anders hingegen verhilt es sich in der
Humanmedizin. Bei dilatativer Kardiomyopathie waren steigende NT-proBNP-
Spiegel assoziiert mit dem Auftreten ventrikuldrer Arrhythmien (SIMON et al.,
2008). Durch NT-proBNP Messungen konnte eine Vorhersage {iiber das
Wiederauftreten von Vorhofflimmern nach Radiofrequenz-Katheterablation
gemacht werden (DEN UIJL et al., 2011). Ebenso konnte bei Patienten, die einen
Sinusrhythmus aufwiesen, bei denen aber bereits Vorhofflimmern aufgetreten
war, das Risiko eines erneuten Auftretens durch NT-proBNP Messungen
bestimmt werden (LATINI et al., 2011). Eine Studie bei Hunden mit
Vorhofflimmern hingegen lieferte keine eindeutigen Ergebnisse. Es konnte keine
signifikante Erhohung der NT-proBNP-Konzentration festgestellt werden. Jedoch
zeigten Hunde mit Vorhofflimmern verglichen mit herzkranken Hunden im
Sinusrhythmus den Trend zu hoheren NT-proBNP-Spiegeln (SHIPLEY et al.,
2008).

Es wurde nachgewiesen, dass Echoverdnderungen respektive eine
Volumeniiberladung die Hauptursachen fiir einen NT-proBNP-
Konzentrationsanstieg sind (OMLAND & HAGVE, 2009; WESS et al., 2011a).
Auffallend sind daher die relativ niedrigen Minimalwerte der Hunde in den
Gruppen ,,Echoveridnderungen und VES* sowie ,,Echoverinderungen®. Betrachtet
man die falsch-negativen Hunde bei einem Cut-Off-Wert von 1100 pmol/l (sieche
Tabelle 18) fillt auf, dass mehr als die Hilfte dieser insgesamt 49 falsch-
negativen Hunde der Gruppe ,,Echoveridnderungen und VES* zugeordnet sind.
Somit konnte eine mogliche Erklarung sein, dass die Kombination beider
Abnormalitdten nicht im gleichen Umfang zu einer NT-proBNP Ausschiittung
fithrt wie das Vorliegen isolierter Echoveridnderungen. Bei 15 von 49 Hunden lag
der NT-proBNP-Spiegel trotz isolierter echokardiographischer Verdnderungen
unter dem Cut-Off-Wert von 1100 pmol/l. In einer humanmedizinischen Studie
konnten anhand einer NT-proBNP Messung nicht alle Patienten mit systolischer

Dysfunktion detektiert werden (DE LEMOS et al., 2009). Eine isolierte
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systolische Dysfunktion lag allerdings nur bei einem geringen Teil dieser Hunde
vor. Weitere mogliche Einflussfaktoren auf die NT-proBNP-Konzentration

werden im Zusammenhang mit den Ergebnissen der Follow-Up-Studie diskutiert.

Mit zunehmender Schwere der Erkrankung ist ein Anstieg der mittleren NT-
proBNP-Konzentration assoziiert. Dieses wurde ebenfalls fiir Hunde mit
Mitralklappenendokardiose nachgewiesen (OY AMA et al., 2008; CHETBOUL et
al., 2009; TARNOW et al., 2009). Der Mittelwert der dekompensierten Gruppe
betragt 2849 pmol/l und korreliert mit den Werten anderer Studien (FINE et al.,
2008; OYAMA et al., 2008).

Werden die NT-proBNP Maximalwerte der einzelnen Gruppen betrachtet, so fillt
auf, dass in den Stadien ,ausschlieBlich VES®, ,ausschlieBlich
Echoveridnderungen sowie ,,Echoveridnderungen und VES* Maximalwerte von
tiber 3000 pmol/l erreicht werden. Bei einer NT-proBNP-Konzentration in dieser
Hohe wiirde das Vorliegen von kongestivem Herzversagen erwartet werden
(FINE et al, 2008; OYAMA et al, 2008; OYAMA et al., 2009).
Dementsprechend liegen in der Gruppe der dekompensierten Hunde auch bei 90,9
% der Hunde NT-proBNP-Konzentrationen > 3000 pmol/l vor. Eine mogliche
Erklarung fiir diese Tatsache konnte in dem maximal messbaren Bereiches des
Cardiopet-Tests liegen. Dieser kann eine maximale NT-proBNP-Konzentration
von 3030 pmol/l detektieren, Werte die dariiber liegen werden als > 3030 pmol/I
angegeben. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die dekompensierten Tiere
eine hohere NT-proBNP-Konzentration als 3030 pmol/l aufweisen und
Konzentrationen in dieser Hohe bei nicht dekompensierten Tieren somit nicht zu

hinterfragen sind.

In der Gruppe ,ausschlieBflich VES* treten bei 9,1 %, in der Gruppe
»ausschlieBlich Echoverianderungen® bei 20,7 % und in der Gruppe
,,Echoverdnderungen und VES* bei 41,5 % der Hunde NT-proBNP-Werte > 3000
pmol/l auf. Bei Hunden mit Echoveridnderungen konnen diese extrem hohen
Werte durch eine massive Volumeniiberladung hervorgerufen werden. Allerdings
bleibt damit fraglich, warum bei Hunden, bei denen ausschlieflich
Rhythmusstorungen vorliegen, so hohe NT-proBNP-Werte festgestellt werden.
Beim Menschen wurden erhdhte NT-proBNP respektive BNP-Spiegel beim
Auftreten von ventrikuldren Arrhythmien nachgewiesen (TADA et al., 2006;
OMLAND & HAGVE, 2009). Extrem erhohte Werte finden sich bei Patienten
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mit einem erhohten Risiko fiir Sekundentod (GALANTE et al., 2008; SCOTT et
al., 2009). Studien bei Hunden, die an Mitralklappenendokardiose erkrankt waren,
zeigten, dass die NT-proBNP-Konzentration mit dem Schweregrad der
Erkrankung korrelierte und zur Vorhersage des Outcomes geeignet war
(CHETBOUL et al., 2009; SERRES et al., 2009). Eine weitere Moglichkeit fiir
NT-proBNP-Konzentrationen in diesem Bereich wire das Vorliegen einer
pulmoniren Hypertension (ATKINSON et al., 2009; KELLIHAN et al., 2011).
Da diese Moglichkeit nicht explizit durch weitere Diagnostik untersucht wurde,
kann eine pulmonire Hypertension als potentielle Ursache fiir hohe NT-proBNP-

Werte nicht vollstdndig ausgeschlossen werden.

Insgesamt wurde bei 33 Hunden der Gruppen ,ausschlieBlich VES®,
»ausschlieBlich Echoverdnderungen® und ,,Echoverianderungen und VES* ein NT-
proBNP-Wert > 3000 pmol/l festgestellt. Da insgesamt 137 Hunde in diese drei
Gruppen eingeschlossen worden sind, entspricht das einem nicht geringen Anteil
von knapp 25 %. Von diesen 33 Hunden starben 14 aufgrund einer kardialen
Ursache. Interessanterweise starben zehn Hunde am Sekundentod und nur vier
Hunde am kongestiven Herzversagen respektive wurden deshalb euthanasiert.
Nach derzeitigem Kenntnisstand wére eigentlich zu erwarten gewesen, dass mit
steigender NT-proBNP-Konzentration das Risiko einer Dekompensation
zunimmt. Betrachtet man die Uberlebenszeiten, stellt sich heraus, dass von den
zehn Hunden, die am Sekundentod starben, sieben Hunde innerhalb von sechs
Monaten nach Feststellung des extrem erhohten NT-proBNP-Wertes gestorben

sind. Im gleichen Zeitraum starben zwei Hunde am kongestiven Herzversagen.

Bei 20 Hunden der dekompensierten Gruppe wurden NT-proBNP-Werte > 3000
pmol/l nachgewiesen. Elf Hunde starben insgesamt aufgrund einer kardialen
Ursache. In dieser Gruppe starben neun Hunde an den Folgen des kongestiven
Herzversagens und zwei am Sekundentod. Die beiden Hunde, bei denen der
Sekundentod eintrat, starben innerhalb von sechs Wochen. Mehr als die Hélfte der
Hunde mit kongestivem Herzversagen lebte bis zu zwdlf Monaten nach der
Feststellung des extrem hohen NT-proBNP-Wertes, ein Hund sogar weitere 25

Monate.

Diese Beobachtungen lassen die Annahme zu, dass ein extrem hoher NT-proBNP-
Wert, dhnlich wie in der Humanmedizin, mit einem erhohten Risiko fiir

Sekundentod einhergehen konnte. Das wiirde bedeuten, dass eine massive NT-
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proBNP Freisetzung durch gravierende Rhythmusstorungen isoliert hervorgerufen
werden kann, ohne ein gleichzeitiges Auftreten von Echoveridnderungen. Dieses
wiirde auch die extrem hohen NT-proBNP-Werte der Hunde, bei denen
ausschlieBlich Rhythmusstorungen aufgetreten sind, erkldren. Limitierend muss
gesagt werden, dass die Diagnose Sekundentod aufgrund der Berichte der Besitzer
gestellt wurde. Lediglich ein Hund kollabierte in der Klinik. Somit liegt bei fast
allen Hunden kein EKG zum Todeszeitpunkt vor, welches diese Diagnose
bestitigt. Allerdings zeigten Ergebnisse fritherer 24-Stunden-EKGs, dass diese
Hunde massive Rhythmusstorungen hatten, so dass die Diagnose Sekundentod
sehr wahrscheinlich ist. Da die Hunde und damit auch die NT-proBNP-Werte in
der Regel in Abstinden von drei Monaten kontrolliert wurden, ist eine exakte
Aussage iiber das erstmalige Auftreten eines extrem hohen NT-proBNP-Wertes
nicht moglich. Dieses beeinflusst natiirlich die Aussage {iber die
Uberlebenszeiten. Um die dargestellte Tendenz zu bestitigen, sind allerdings

weitere Studien notwendig.

Wie bereits erwihnt, sollte die Fragestellung des jeweiligen Patienten in die
Interpretation der Ergebnisse einbezogen werden (OYAMA & SINGLETARY,
2010). In dieser Studie wurden Cut-Off-Werte fiir den Cardiopet-Test zur
Verwendung als Screening-Test zur Unterscheidung zwischen an allen Formen
der DoCM erkrankten und gesunden Hunden erstellt. Des Weiteren wurde
untersucht, wie sensitiv und spezifisch die bereits bestehenden Cut-Off-Werte,
welche fiir eine anderweitige klinische Fragestellung erstellt worden sind, in

diesem Zusammenhang sind.

Wird ein einzelner Wert als Cut-Off-Wert zur Unterscheidung zwischen gesunden
und kranken Hunden verwendet, scheint 690 pmol/l ein geeigneter Cut-Off-Wert
zu sein. Dieser Wert erreichte eine Sensitivitdt von 76,5 % und eine Spezifitit von
81,6 %. Im Idealfall sollte ein perfekter Screening-Test eine 100-prozentige
Sensitivitidt bei moglichst hoher Spezifitit aufweisen. Es sollten moglichst wenige
Hunde als falsch-negativ beurteilt werden, da eine Diagnose Auswirkungen auf
einen moglichen Zuchteinsatz oder frithzeitige medikamentelle Therapie haben
konnte. Falsch-positive Ergebnisse sind ebenso unerwiinscht und mit intensiven
Kontrollen und damit mit erheblicher finanzieller Belastung des Besitzers

verbunden.

Wird ein einzelner Cut-Off-Wert in Hohe von 690 pmol/l verwendet, werden 23,5
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% der Untersuchungen als falsch-negativ beurteilt. In 18,4 % der Fille erfolgt eine
falsch-positive Diagnose. Somit ist ein einzelner Wert nur bedingt geeignet. Um
die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung besser klassifizieren zu konnen, wurden
mehrere Werte untersucht. Es wurden die Cut-Off-Werte 500 pmol/l und 1100
pmol/l hinsichtlich ihrer Sensitivitidt und Spezifitit untersucht. Es lieBen sich die
an einer DoCM erkrankten Hunde bei einem Cut-Off-Wert von 500 pmol/l mit
einer Sensitivitdt von 86,2 % und einer Spezifitidt von 70,0 % unterscheiden. Bei
einem Cut-Off-Wert von 1100 pmol/l lag die Sensitivitit bei 62,4 %, die
Spezifitiat bei 92,4 %. Da die echokardiographische Untersuchung erhebliche
Kosten verursacht und nur durch einen erfahrenen Untersucher die Diagnose
geringgradiger Echoveridnderungen iiberhaupt moglich ist, wire eine NT-proBNP
Bestimmung zur Vorhersage echokardiographischer Verdnderungen von groflem
Interesse. Daher wurden die Cut-Off-Werte hinsichtlich ihrer Eignung zur
Vorhersage  von  Echoverdnderungen  iiberpriift. ~ Fiir Hunde  mit
echokardiographischen Verdnderungen ergibt sich fiir einen Cut-Off-Wert von
690 pmol/l eine Sensitivitit von 93,2 % und eine Spezifitit von 81,6 %. Da in
diesem Fall eine moglichst hohe Sensitivitit erzielt werden sollte, erscheint die
Verwendung eines unteren Referenzbereiches von 500 pmol/l allerdings
sinnvoller. Fiir diesen betrdgt die Sensitivitidt 98,9 % und die Spezifitit 69,9 %,
bei einem Wert von 1100 pmol/l liegt die Sensitivitit bei 74,2 % und die
Spezifitit bei 95,4 %. Somit ist ein NT-proBNP-Wert > 500 pmol/l verdachtig fiir
das Vorliegen von Echoverinderungen, ab 1100 pmol/l sind diese sehr

wahrscheinlich.

Da ein einzelner Wert zur Differenzierung von erkrankten und gesunden Tieren
sich nur bedingt eignet, wird die Verwendung von Bereichen empfohlen. Die
folgenden Referenzbereiche sollten bei Verwendung des Cardiopet-Tests zum
Screening auf DoCM eingesetzt werden. Liegt der NT-proBNP-Wert < 500
pmol/l ist das Vorliegen einer Erkrankung unwahrscheinlich. Bei einer NT-
proBNP Konzentration zwischen 500 - 1100 pmol/l kann eine Erkrankung nicht
ausgeschlossen werden, dieser Bereich wird als Graubereich definiert. Bei einem
NT-proBNP-Spiegel > 1100 pmol/l ist das Vorliegen einer Erkrankung sehr
wahrscheinlich. Bei einem Wert unter 500 pmol/l erscheint eine Erkrankung
unwahrscheinlich. Allerdings werden einige Tiere als falsch-positiv eingestuft.

Ebenso kann eine Erkrankung nicht vollstindig ausgeschlossen werden, 13,5 %
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der erkrankten Tiere werden als falsch-negativ  eingestuft. Da
echokardiographische Veridnderungen jedoch in der Regel mit einem Anstieg der
NT-proBNP-Konzentration einhergehen, sollte im Zweifelsfall bei einem
grenzwertigen Befund zumindest eine Holteruntersuchung durchgefiihrt werden.
Lediglich 1,1 % der echokardiographischen Verdnderungen wurden nicht durch
einen NT-proBNP-Konzentrationssanstieg iiber 500 pmol/l detektiert. Liegt die
NT-proBNP-Konzentration zwischen 500 und 1100 pmol/l ist dieses verdédchtig
fiir das Vorliegen aller Stadien einer okkulten DoCM und eine kardiologische
Abklarung mit Echokardiographie und Holteruntersuchung sollte in jedem Fall
durchgefiihrt werden. Liegt die NT-proBNP-Konzentration > 1100 pmol/l ist das
Vorliegen aller okkulter Stadien sehr wahrscheinlich. Bei Verwendung dieses
Cut-Off-Wertes werden nur 4,5 % der Untersuchungen als falsch-negativ
beurteilt. Prinzipiell dhnliche Resultate hat eine andere Studie unter Verwendung
eines anderen Assays ergeben. Fiir die Unterscheidung aller erkrankten Hunde
von den gesunden Doberménnern erzielte ein Cut-Off-Wert von 400 pmol/l eine
Sensitivitit von 80,1 % und eine Spezifitit von 75,0 %. Fir Hunde mit
echokardiographischen Veridnderungen erreichte ein Cut-Off-Wert von 550 pmol/I
eine Sensitivitdt von 78,6 % und eine Spezifitit von 90,4 % (WESS et al., 2011a).

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine NT-proBNP-Konzentration > 500
pmol/l nicht gleichbedeutend mit einer DoCM ist. In einer Studie festgestellte
wochentliche NT-proBNP-Konzentrationsschwankungen konnen ebenfalls eine
Ursache fiir NT-proBNP-Werte oberhalb des festgelegten Cut-Off-Wertes sein
(KELLIHAN et al., 2009). Der Vorteil der Verwendung eines niedrigeren Cut-
Off-Wertes besteht aber darin, dass weniger okkult erkrankte Hunde verpasst
werden. Auch wenn das diagnostische Potential dieses Tests zum Screening aller
okkulter Stadien verbesserbar ist, hat die NT-proBNP-Bestimmung ihre
Berechtigung. Im Fall der in der ,last normal* Gruppe eingeschlossenen Hunde
liefert der Test eine Information, die mit dem herkémmlichen diagnostischen
Goldstandard nicht zu bekommen ist. Daher sollte bei kardiologisch gesunden
Hunden mit einem Wert iiber 500 pmol/l eine regelméfBige Kontrolle stattfinden.
Sollte die Moglichkeit zur Durchfiihrung einer echokardiographischen
Untersuchung nicht vorhanden sein, liefert eine Kombination aus Holter und NT-
proBNP Bestimmung aussagekriftige Resultate (MORRIS et al., 2009; WESS et

al., 2011a). Grundsitzlich sollte dieser Test jedoch als zusitzliches diagnostisches
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Mittel betrachtet werden, wodurch die Moglichkeit besteht, einen frithzeitigen

Hinweis auf einen baldigen Erkrankungsbeginn zu bekommen.

Die fiir den Cardiopet-Test zur Verfiigung stehenden Referenzwerte liefern laut
Hersteller Informationen zu Hunden mit einem Herzgerdusch und klinischen
Symptomen. Diese besagen, dass bei einer NT-proBNP-Konzentration < 800
pmol/l eine Herzinsuffizienz unwahrscheinlich ist. Der Bereich zwischen 800 und
1800 pmol/l wird als Graubereich definiert, Werte iiber 1800 pmol/l gelten als
wahrscheinlich fiir eine Herzerkrankung die zum kongestiven Herzversagen
gefiihrt hat. Wiirde man diese Werte als Referenzwerte fiir einen Screening-Test
bei der DoCM verwenden, wiirde sich die Sensitivitidt und Spezifitdt wie folgt
darstellen. Bei einem Wert von 800 pmol/l ergibt sich eine Sensitivitit von 69,2 %
und eine Spezifitit von 84,7 %, fiir 1800 pmol/l liegt eine Sensitivitit von 37,6 %
und eine Spezifitit von 100 % vor. Als Screening Parameter fiir eine okkulte
DoCM sind diese Werte ungeeignet. Da Hunde im okkulten Stadium einer DoCM
symptomlos sind, sollten die Cut-Off-Werte zum Screening fiir DoCM in einem
deutlich niedrigeren NT-proBNP-Konzentrationsbereich liegen. Interessant ist,
dass viele Hunde in dieser Studie eine NT-proBNP-Konzentration von 1800
pmol/l aufweisen und sich nicht im kongestiven Herzversagen befanden. Der
Mittelwert der dekompensierten Gruppe in dieser Studie liegt mit 2849 pmol/l
deutlich iiber 1800 pmol/l. In einer Studie von OYAMA und Mitarbeiter (2009)
wurden nahezu identische Referenzwerte, wie die fiir den Cardiopet-Test
vorliegenden, auf ihre Sensitivitdt und Spezifitit zur Differenzierung von kardial
und respiratorisch bedingter Dyspnoe untersucht. Fiir eine NT-proBNP-
Konzentration von 963 pmol/l wurde eine Sensitivitit von 90,3 % und eine
Spezifitit von 81,3 % angegeben. Bei einem NT-proBNP-Wert in Hohe von 1829
pmol/l lag die Sensitivitidt bei 64,5 % und die Spezifitit bei 91,7 % (OYAMA et
al., 2009). Dieses demonstriert, dass die Verwendung von Referenzwerten fiir die
jeweilige Fragestellung notwendig ist, um ein aussagekriftiges Testergebnis zu

erhalten.

Als Cut-Off-Wert zur Unterscheidung zwischen gesunden und an allen Formen
der DoCM erkrankten Doberménnern wird in einer Studie von WESS und
Mitarbeitern (2011) ein Wert von 400 pmol/l angegeben (WESS et al., 2011a).
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Durchfiihrung einer Follow-Up-

Studie. Dazu wurden die Hunde nachuntersucht, die in der oben genannten Studie
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als gesund eingestuft wurden, aber eine NT-proBNP-Konzentration > 400 pmol/I
aufwiesen. Ebenso erfolgte eine Nachuntersuchung erkrankter Hunde deren NT-
proBNP-Konzentration unterhalb dieses Cut-Off-Wertes lag. Zur NT-proBNP
Bestimmung kam der in der Studie von WESS et al. verwendete Vetsign-Test
zum Einsatz, damit sich die Bedingungen moglichst identisch darstellten. Die
Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in seltenen Fillen auch bei
gesunden Hunden eine erhohte NT-proBNP-Konzentration auftritt. In der
Humanmedizin sind sowohl bei gesunden Individuen (MELZI D'ERIL et al.,
2003), wie auch bei Patienten mit kongestivem Herzversagen Schwankungen der
NT-proBNP-Konzentration nachgewiesen worden (WU et al., 2003). Dieses
bestitigte sich auch in einer Studie die die wochentliche Variabilitit der NT-
proBNP-Konzentration bei gesunden Hunden untersuchte. In dieser Studie
wurden bei gesunden Hunden teilweise mehrfach NT-proBNP-Konzentrationen >
500 pmol/l nachgewiesen (KELLIHAN et al., 2009). Betrachtet man den Verlauf
der NT-proBNP-Werte beider Gruppen dieser Follow-Up-Studie erscheinen
Konzentrationsschwankungen eine plausible Erkldrung dafiir zu sein. Da aber jede
Erhohung der NT-proBNP-Konzentration > 500 pmol/l mit einem baldigen
Erkrankungsbeginn verbunden sein konnte, sollten diese Hunde regelméfig

kontrolliert werden.

Weiterhin konnten extrakardiale Ursachen bei den Hunden der gesunden Gruppe
zur Erhohung der NT-proBNP-Konzentration gefiihrt haben. Bisher existieren zu
extrakardialen Ursachen fiir einen NT-proBNP Anstieg lediglich zwei
veterinarmedizinische Studien, die nachweisen, dass bei azotiamischen Hunden die
NT-proBNP-Konzentration erhoht ist (RAFFAN et al., 2009; SCHMIDT et al.,
2009). Jedoch wurde der Einfluss extrakardialer Ursachen auf die Konzentration
von c-terminalem BNP nachgewiesen. Hunde, die an traumatischen,
neurologischen, neoplastischen oder gastrointestinalen Erkrankungen litten,
wiesen hohere BNP Konzentrationen auf als gesunde Hunde (LEE et al., 2011).
Zwar konnen absolute Werte beider B-Typ natriuretischen Peptide nicht
miteinander verglichen werden, jedoch liefern beide identische Informationen
(REHMAN & JANUZZI, 2008; LEE et al., 2011). Ebenso fiihrt eine pulmonére
Hypertension zum Anstieg der NT-proBNP-Werte beim Hund (FARACE, 2009;
KELLIHAN et al., 2011). Konnte im Rahmen der echokardiographischen

Untersuchung in dieser Studie eine Trikusspidalinsuffizienz oder eine
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Pulmonalinsuffizienz festgestellt werden, wurde durch die Messung der
Geschwindigkeit des Insuffizienzjets eine indirekte Druckberechnung zur
Diagnose einer moglichen pulmoniren Hypertension durchgefiihrt. Hunde mit
pulmonirer Hypertension, die nicht indirekt iiber den Ultraschall festgestellt
werden konnte, blieben allerdings unerkannt. Hunde mit weiteren systemischen
Erkrankungen wurden ausgeschlossen, wenn diese im Rahmen der durchgefiihrten
Untersuchungen aufgefallen sind oder der Besitzer davon berichtet hat. Eine
direkte Untersuchung auf Neoplasien, traumatische, neurologische und
gastrointestinale Erkrankungen, die zum Anstieg der NT-proBNP-Konzentration
fiihren konnen (LEE et al., 2011) fand nicht statt. Da nachgewiesen worden ist,
dass eine Azotdmie zu erhohten NT-proBNP-Spiegeln fiihrt (RAFFAN et al.,
2009; SCHMIDT et al., 2009), wurde zum Ausschluss einer Azotdmie Harnstoff
und Kreatinin der Hunde bestimmt, so dass dieses als potentielle Ursache fiir hohe

NT-proBNP-Werte gesunder Hunde ausgeschlossen werden kann.

Der zweite Teil der Follow-Up-Studie bestand darin, erkrankte Hunde deren NT-
proBNP-Konzentration < 400 pmol/l lag, erneut zu untersuchen und den weiteren
Verlauf der NT-proBNP-Konzentration zu betrachten. Auffillig ist, dass ein
GroBteil der erkrankten Hunde mit einem NT-proBNP-Wert < 400 pmol/l
lediglich Rhythmusstérungen aufweist. In zwei Studien wurde bereits
nachgewiesen, dass NT-proBNP besser geeignet ist zur Vorhersage von
echokardiographischen Veridnderungen als zur Vorhersage von
Rhythmusstorungen (MORRIS et al., 2009; WESS et al., 2011a). Dieses ist auch
hier als Ursache fiir den niedrigen NT-proBNP-Wert anzunehmen. Interessant
wire herauszufinden, ob auch bei dekompensierten Patienten der NT-proBNP-
Spiegel solchen Schwankungen unterliegt. Dieses ist in der Humanmedizin
beschrieben (WU et al., 2003). Da beide Tests allerdings Werte iiber 3030 pmol/l
nicht nachweisen konnen, konnte dieses in vorliegender Studie nicht beurteilt
werden. Weiterhin wiirde die Moglichkeit einer reduzierten NT-proBNP
Produktion als Ursache fiir die niedrigen NT-proBNP-Werte der erkrankten
Hunde in Frage kommen. Pro-BNP wird durch die Protease Corin in aktives c-
terminales BNP und inaktives NT-proBNP gespalten. In einer Studie an
Menschen und Miusen wurde nachgewiesen, dass eine reduzierte Corin Aktivitét
die Aufspaltung von proBNP behindert und bei Menschen im Herzversagen zur

Verschlechterung der kardialen Funktion beitrdgt (CHEN et al., 2010). Ebenso
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konnte ein erhohter Abbau des NT-proBNPs fiir niedrige Werte verantwortlich
sein. Die Aktivitit der NEP, die zum Abbau natriuretischer Peptide fiihrt, wird
durch endogene Substanzen wie Glukokortikoide, Thrombin, Calcitonin und
Zytokine, gesteigert. Allerdings ist die Affinitit der B-Typ-natriuretischen Peptide
zur NEP relativ gering (ROQUES et al., 1993). Veterindrmedizinische Studien zu
diesem Thema liegen nicht vor. Eine aktuelle Studie hat den Einfluss der Gabe
des B-Blockers Atenolol auf die NT-proBNP-Konzentration von Katzen mit
schwerer HCM evaluiert. Dabei wurde festgestellt, dass die NT-proBNP-
Konzentration durch die Gabe von Atenolol nicht reduziert wurde (JUNG &
KITTLESON, 2011). Da einige der erkrankten Hunde in dieser Studie ebenfalls
B-Blocker erhielten, erscheint dieses keine potentielle Ursache fiir eine reduzierte

NT-proBNP-Konzentration erkrankter Hunde zu sein.

Die Einteilung in die gesunde Kontrollgruppe und die verschiedenen
Erkrankungsstadien erfolgte durch das Ergebnis der Holteruntersuchung, der
Befunde der klinischen Untersuchung und des Herzultraschalls. Dieses ist
momentan der Goldstandard zur Diagnose der okkulten DoCM (CALVERT et al.,
2000a; CALVERT et al., 2000b; MEURS et al., 2001; CALVERT & MEURS,
2009). Das Vorliegen echokardiographischer Veridnderungen wurde anhand der
mittels SSSM bestimmten linksventrikuldren Volumina beurteilt. Als pathologisch
wurde ein enddiastolisches Volumen > 100 ml/m? Koérperoberflache oder ein
endsystolisches Volumen > 55 ml/m? Korperoberfliche eingestuft (SIMAK,
2008). Es hat sich herausgestellt, dass die Verwendung der SSSM mit diesen Cut-
Off-Werten der Verwendung des M-Modes zum Nachweis frithzeitig auftretender
Echoveridnderungen iiberlegen ist (WESS et al., 2010c). Daher wurden die Hunde
in dieser Studie als echoveridndert klassifiziert, wenn einer der beiden Parameter

abnormal war.

Die gesunde Kontrollgruppe bestand aus Hunden, die dlter als fiinf Jahre sein
mussten. Damit sollte das Risiko minimiert werden, dass Hunde eingeschlossen
wurden, die im Laufe ihres Lebens noch erkranken. Somit konnte der Einfluss des
Alters auf die NT-proBNP-Konzentration nur fiir zwei Altersgruppen bestimmt
werden und hat nur begrenzte Aussagekraft. Es stellte sich ein signifikanter
Unterschied des NT-proBNP-Wertes fiir Hunde iiber acht Jahre im Vergleich zu
Hunden zwischen fiinf und acht Jahren dar. Der Einfluss des Alters auf die NT-

proBNP-Konzentration wird in der Tiermedizin kontrovers diskutiert. In den
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meisten Studien wurde kein Einfluss des Alters auf die NT-proBNP-
Konzentration nachgewiesen (BOSWOQD et al., 2008; OYAMA et al., 2008;
FOX et al., 2009; TARNOW et al., 2009). Lediglich in einer Studie bei Katzen
wurden signifikant hohere NT-proBNP-Werte bei idlteren Katzen festgestellt
(LALOR et al., 2009). Ebenso wurden in einer Studie von WESS und
Mitarbeitern (2011) hohere NT-proBNP-Werte bei dlteren Doberménnern
festgestellt, jedoch wurde dort eine dhnliche Studienpopulation wie in dieser

Studie verwendet (WESS et al., 2011a).

Eine Limitation dieser Studie besteht darin, dass die Hunde der gesunden Gruppe
nicht bis an ihr Lebensende verfolgt worden sind. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass in diese Gruppe Hunde eingeschlossen worden sind, die einen
Myokardschaden auf zelluldarer Ebene aufweisen. Dieser ist mit dem derzeitigen
diagnostischen Goldstandard bestehend aus Echokardiographie und Holter nicht
nachweisbar. Somit konnte der NT-proBNP Mittelwert der Kontrollgruppe durch
Hunde, die als falsch-negativ beurteilt worden sind und eventuell einen héheren
NT-proBNP-Wert aufweisen, beeinflusst worden sein. Eine weitere Limitation
besteht darin, dass die Testdurchfiihrung unter verschiedenen Bedingungen
stattgefunden hat. Der Cardiopet-Test wurde unter standardisierten Bedingungen
in einem profesionellen Labor durchgefiihrt. Der Vetsign-Test wurde, zwar unter
absoluter Einhaltung der Bedienungsanleitung, von Mitarbeitern der
Medizinischen Kleintierklinik im Kliniklabor durchgefiihrt. Dadurch kann eine

Beeinflussung der Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden.

Die NT-proBNP-Werte verschiedener Assays sind nicht miteinander vergleichbar.
Folgende Referenzbereiche werden zur Interpretation der Cardiopet-Test
Ergebnisse bei Verwendung als Screening-Test zur DoCM empfohlen. Bei einer
NT-proBNP-Konzentration < 500 pmol/l ist eine Erkrankung unwahrscheinlich,
der Konzentrationsbereich zwischen 500 — 1100 pmol/l wird als Graubereich
definiert, in dem eine Erkrankung nicht ausgeschlossen werden kann. Liegt die
NT-proBNP-Konzentration iiber 1100 pmol/l ist das Vorliegen einer Erkrankung
sehr wahrscheinlich. Um die Verwendung des Tests und damit seine Aussagekraft
zu optimieren, sollten einheitliche Bedingungen fiir das Probenhandling
geschaffen  werden. Zurzeit stellen Protease Inhibitor  enthaltenen
Stabilisatorrohrchen keine addquate Alternative zum Versand der gefrorenen

Proben dar. Weiterhin sollte evaluiert werden, ob anhand extrem hoher NT-
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proBNP-Werte, bei nicht dekompensierten Hunden, eine Aussage iiber das Risiko

des Sekundentodes respektive der Uberlebenszeit getroffen werden kann.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

Die dilatative Kardiomyopathie ist die hdufigste kardiale Todesursache bei
Dobermédnnern (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Der diagnostische
Goldstandard, bestehend aus Holter und Echokardiographie, ist eine aufwendige
und kostenintensive Methode, die nicht iiberall zur Verfiigung steht. Die NT-
proBNP Bestimmung liefert insbesondere zur Vorhersage echokardiographischer
Veridnderungen aussagekriftige Resultate (MORRIS et al., 2009; WESS et al.,
2011a). Erschwert wird die Anwendung dieses Tests durch unterschiedliches
Probenhandling, die Verwendung unterschiedlicher Assays und die fragliche
Ubertragbarkeit von Referenzwerten auf Ergebnisse verschiedener Tests und

klinischer Fragestellungen.

Ziel der vorliegenden Arbeit NT-proBNP bei der Dilatativen Kardiomyopathie
des Dobermanns: Erstellung von Referenzwerten und Durchfiihrung eines
Testvergleichs sowie einer Follow-Up-Studie war die Erstellung von NT-
proBNP Referenzwerten fiir einen neuen Test zur Verwendung als Screening-Test
beim Dobermann, sowie der Vergleich der Resultate dieses neuen Tests mit einem
bisher verwendeten. Ein weiteres Ziel war die Evaluierung der NT-proBNP
Stabilitdt in Protease-Inhibitor enthaltenden Probenrohrchen. Auflerdem wurde
eine Follow-Up-Studie durchgefiihrt. Darin wurden Hunde eingeschlossen, die in
einer vorherigen Studie gesund waren und eine NT-proBNP-Konzentration
oberhalb des in dieser Studie festgestellten Cut-Off-Wertes von 400 pmol/l
aufwiesen, respektive erkrankte Hunde, deren NT-proBNP-Spiegel unterhalb
dieses Cut-Off-Wertes lag.

Dazu wurden insgesamt zwischen 2004 und 2011 623 Untersuchungen an 168
gesunden und 159 kranken Hunden vorgenommen. Es erfolgte eine Einteilung der
Hunde in die Gruppen ,,gesund“, ,ausschlieBlich ventrikuldre Extrasystolen®,
»ausschlieBlich Echoveridnderungen®, ,,Echoverinderungen und ventrikulére
Extrasystolen, ,,dekompensiert” und ,,Jast normal®. Zur Erstellung der Cut-Oft-
Werte wurden 196 Untersuchungen von 125 gesunden Hunden, die &lter als fiinf
Jahre waren, verwendet. Das Vorliegen aller Stadien einer Dobermann
Kardiomyopathie ist bei einer NT-proBNP-Konzentration < 500 pmol/l
unwahrscheinlich. Ein NT-proBNP-Spiegel zwischen 500 - 1100 pmol/l wird als
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Graubereich definiert und ist verddchtig fiir das Vorliegen einer Dobermann
Kardiomyopathie. Wird ein NT-proBNP-Wert > 1100 pmol/l festgestellt ist der
Hund mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit erkrankt. Es wird empfohlen, diese
Referenzwerte zur Interpretation der Cardiopet-Testergebnisse bei der
Anwendung als Screening-Test auf Dobermann Kardiomyopathie zu verwenden.
Die fiir den Test bestehenden Referenzwerte des Herstellers, welche fiir eine
andere klinische Fragestellung entwickelt wurden, liefern als Screening Parameter
fir die Dobermann Kardiomyopathie keine aussagekriftigen Resultate.
Echoveridnderungen sind bei einem Wert von > 1100 pmol/l sehr wahrscheinlich.
Jeder Anstieg der NT-proBNP-Konzentration iiber 500 pmol/l kénnte mit einer
Dobermann Kardiomyopathie assoziiert sein, daher sollte ein Holter und eine
echokardiographische  Untersuchung durchgefiihrt werden. Sollte eine
Ultraschalluntersuchung nicht durchfiihrbar sein, konnte diese durch die NT-
proBNP Messung ersetzt werden. Zwischen fast allen Erkrankungsstadien waren
statistisch signifikante Konzentrationsunterschiede nachweisbar. Ebenso wurden
bei der ,,last normal Gruppe signifikant hohere NT-proBNP-Werte nachgewiesen
als bei den gesunden Hunden. Die Biomarker Bestimmung scheint in diesem
frithen Erkrankungsstadium der herkdmmlichen Diagnostik iiberlegen. Interessant
sind die extrem hohen NT-proBNP-Werte, der Hunde, die nicht dekompensiert
sind. Werden die Uberlebenszeiten betrachtet, stellt sich heraus, dass von den
zehn Hunden die am Sekundentod starben, sieben innerhalb von sechs Monaten
nach Feststellung der extrem erhohten NT-proBNP-Konzentration gestorben sind.
Somit scheint eine prognostische Aussage durch Bestimmung der NT-proBNP
Konzentration moglich zu sein. Um diese Tendenz zu bestitigen, bedarf es

allerdings der Durchfiihrung weiterer Studien.

Die Follow-Up-Studie zeigte, dass auch gesunde Hunde in seltenen Féllen eine
erhohte NT-proBNP-Konzentration aufwiesen. Um sicherzustellen, dass es sich
dabei nicht um die ,,last normal*“ Untersuchung handelt, sollte eine regelmifBige

Kontrolle erfolgen.

Die Ergebnisse der zwei in dieser Studie verwendeten Assays sind nicht
miteinander vergleichbar, ein Faktor zur Umrechnung konnte nicht nachgewiesen
werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die NT-proBNP-Konzentration im
Protease-Inhibitor enthaltenden Stabilisatorrohrchen statistisch  signifikant

niedriger ist als in der bis zur Testdurchfithrung gefrorenen Probe. Die Funktion
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des Protease-Inhibitors ist somit unzureichend. Daher wird empfohlen, die Proben

weiterhin gefroren zu versenden um aussagekriftige Resultate zu erhalten.
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VII. SUMMARY

Dilated cardiomyopathy is the most common cause for cardiac death in Doberman
Pinschers (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Echocardiography and holter
examinations are considered to be the diagnostic gold standards. But these
methods are comparatively time consuming and therefore expensive and of
limited availability. NT-proBNP is especially for the prediction of
echocardiographic changes a useful test (MORRIS et al., 2009; WESS et al.,
2011a). The lack of standardized guidelines for sample handling and the use of
different types of NT-proBNP assays makes the comparison of results difficult.
Furthermore it is debatable whether the same cut-off values could be used for

answering different clinical questions.

The aim of this study NT-proBNP in dilated cardiomyopathy of Doberman
Pinschers: Development of cut-off values, comparison of two different assays
and performance of a follow-up study was the development of cut-off values for
a new NT-proBNP assay, used as a screening test for occult dilated
cardiomyopathy in Doberman Pinschers. Additionally the results of the new test
were compared to those of another established NT-proBNP test. Another purpose
of this study was the evaluation of the stability of NT-proBNP in a special
sampling tube containing a protease inhibitor. Furthermore, a follow-up study was
performed. Dogs of a prior study, which were considered to be healthy according
to echocardiography and holter examination, but yet had a NT-proBNP
concentration above the established cut-off value (> 400 pmol/l) were re-
examined several times to evaluate the further outcome of these dogs.
Additionally, dogs in the occult phase of the disease, which had a NT-proBNP

concentration less than 400 pmol/l were included in the follow-up study.

A total of 623 examinations of 168 healthy and 159 dogs with diagnosed
cardiomyopathy were performed. The dogs were classified according to
echocardiographic and holter examination results into one of the following
groups: “healthy”, “only ventricular premature complexes”, “only Echo”, “Echo
and ventricular premature complexes”, “decompensated” and “last normal”. For

the calculation of cut-off values only dogs older than five years were included in

the control group. A total of 196 examinations of these 125 healthy dogs were
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included. The present study shows that a cut-off value of 500 pmol/l for NT-
proBNP is a good screening parameter for Doberman cardiomyopathy. It is very
unlikely that a Doberman Pinscher with a NT-proBNP concentration of < 500
pmol/l suffers from any stage of Doberman cardiomyopathy. A NT-proBNP
concentration between 500 - 1100 pmol/l is defined as grey zone and associated
with an increased risk of beeing affected. NT-proBNP values higher than 1100
pmol/l are quite specific to predict Doberman cardiomyopathy. It is important to
notice that the present study established screening cut-off values to test for occult
Doberman cardiomyopathy using the Cardiopet-test. The currently by Idexx
promoted cut-off values for the Cardiopet-test are much higher than the cut-off
values established here, but they are used to predict congestive heart failure and
they are not used as a screening test for occult disease. A cut-off value of > 1100
pmol/l is very specific to predict echocardiographic changes in Doberman
Pinschers. Any elevation of the NT-proBNP concentration above 500 pmol/l
could be associated with Doberman cardiomyopathy, so dogs having values above
this cut-off value should be examined using echocardiography and a holter
recording. If echocardiography is not available it may be replaced by
measurement of NT-proBNP. Performing a holter analysis is absolutely necessary

because sensitivity is too low to detect rhythm disturbances.

Comparing all stages of the disease, significant differences in the NT-proBNP
concentration were detected between all diseases groups. Similary to a prior study
using another assay it was shown that the NT-proBNP concentration in the ,,last
normal®“ group was significantly higher than in the healthy control group.
Measuring this biomarker seems to be superior to the so called diagnostic gold
standard in this early stage of the disease. Furthermore, some dogs in the occult
phase had very high NT-proBNP results (> 3000 pmol/l), values that are usually
only seen in the decompensated disease stage. A closer look on the survival times
of these dogs shows that seven of these ten dogs died because of sudden death
within six months after measuring the high NT-proBNP values. This indicates that
very high NT-proBNP values might indicate an increased risk to die suddenly.

Further studys are needed to proof these interesting initial results.

The results of the follow-up study showed that healthy dogs can occasionally have
slightly increased NT-proBNP concentration. To ensure that this is not the “last

normal” examination these dogs should be reexamined more frequently.
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The results of the two assays used in this study are not comparable. A factor for
conversion of the results could not be established and separate cut-off values
should be used for these two different NT-proBNP tests. In addition it was shown
that the NT-proBNP concentration is significantly lower using the sample tube
containing the protease inhibitor than in the frozen plasma sample. Thus, using
this stabilisator sample tubes is not an alternative for freezing. It is recommended

that the samples should be shipped frozen to the laboratory if possible.
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IX. ANHANG

Tabelle 22: NT-proBNP-Werte in pmol/l der einzelnen Hunde fiir den jeweiligen
Probentyp (Mean = Mittelwert, EDTA = Ethylendiamintetraacetat).

Hund Cardiopet EDTA in Cardiopet EDTA
1 1699 3030 3030
2 315 501 541
3 2244 3030 3030
4 1002 1640 1725
5 1531 3030 3030
6 152 254 226
7 361 404 533
8 878 1391 1438
9 284 529 541
10 176 302 325
11 1814 3030 3030
12 135 265 256
13 59 77 102
14 2104 3030 3030
15 586 753 802
16 487 628 628
17 305 325 357

Mean 831 1307 1331

Tabelle 23: NT-proBNP-Werte in pmol/l der einzelnen Hunde fiir den jeweiligen
Probentyp (Mean = Mittelwert, EDTA = Ethylendiamintetraacetat).

Hund EDTA Cardiopet Hund EDTA Cardiopet

1 1456 1359 15 634 416
2 160 107 16 2104 1644
3 2914 1675 17 497 282
4 2395 1682 18 26 1
5 853 698 19 368 92
6 39 16 20 102 34
7 44 4 21 551 297
8 199 112 22 1362 850
9 1263 821 23 212 84
10 318 227 24 521 125
11 778 549 25 1686 923
12 1648 876 26 305 97
13 41 29 27 1773 994
14 424 255 28 1336 640

Mean 857 531




IX. Anhang

140

Tabelle 24: NT-proBNP-Werte in pmol/l der einzelnen Hunde fiir den in
Abbildung 15 dargestellten Verlauf der NT-proBNP-Werte.

Hund Untersuchung 1 Untersuchung 2
1 401 163
2 566 99
3 443 144
4 567 488
5 618 318
6 769 56
7 711 552
8 474 485
9 567 1030
10 549 434
11 681 503
12 772 488
13 761 444
14 555 297
15 507 359

Tabelle 25: NT-proBNP-Werte in pmol/l der einzelnen Hunde fiir den in
Abbildung 16 dargestellten Verlauf der NT-proBNP-Werte. Der extreme Wert,

der nicht im Diagramm dargestellt worden ist, ist in Klammern angegeben.

Hund Untersuchung 1 Untersuchung 2
1 413 148
2 501 359
3 496 338
4 592 594
5 501 373
6 642 315
7 594 268
8 479 211
9 435 294
10 486 497
11 466 433
12 452 452
13 544 299
14 444 48
15 431 431

(16) (1325) (2596)
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Tabelle 26: NT-proBNP-Werte in pmol/l der einzelnen Hunde fiir den in
Abbildung 17 dargestellten Verlauf der NT-proBNP-Werte.

Hund Untersuchung 1 Untersuchung 2
1 304 745
2 311 491
3 198 284
4 204 515
5 216 321
6 266 233
7 302 457
8 324 413
9 392 752
10 165 284

Tabelle 27: NT-proBNP-Werte in pmol/l der einzelnen Hunde fiir den in
Abbildung 18 dargestellten Verlauf der NT-proBNP-Werte.

Hund Untersuchung 1 Untersuchung 2
1 261 556
2 365 458
3 179 661
4 339 663
5 354 737
6 280 247
7 234 375
8 367 1196
9 373 696
10 286 418
11 321 833
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