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Einleitung 1

I  Einleitung

Das Herz als endokrines Organ — diese Funktion wurde 1981 erstmals von De Bold postuliert.
Er demonstrierte, dass ein Extrakt des atrialen Muskels, der in Ratten injiziert wurde, zu einer
erstaunlichen Natriurese, einem Abfall des arteriellen Blutdruckes und einem Anstieg des
Héamatokrits fiihrte. Innerhalb weniger Jahre wurde Atrial Natriuretic Peptide (ANP), das
erste natriuretische Peptid, aus den Atrien isoliert und sequenziert (1).

Im Jahr 1988 wurde Brain Natriuretic Peptide (BNP) nach ANP als weiteres Mitglied der
Familie der natriuretischen Peptide entdeckt (2). BNP wurde zundchst nur im Gehirn von
Schweinen isoliert. Bald zeigte sich, dass eine 100mal héhere Konzentration im Herzmuskel
vorliegt (3). 1990 gelang es C-type Natriuretic Peptide (CNP) aus dem Gehirn von Schweinen
zu isolieren und sequenzieren (4). Die Entdeckung des neuesten synthetischen vasoaktiven,
natriuretischen Peptides wurde 2001 publiziert (5).

BNP stellt ein kardiales Neurohormon dar, das vor allem vom Herzmuskel aufgrund von
mechanischen und neuroendokrinen Stimuli ausgeschiittet wird. Die Plasmakonzentration von
BNP erhoht sich sowohl bei diastolischer als auch bei systolischer Dysfunktion des Herzens.
BNP ist bei Herzerkrankungen als Teil eines sehr friihzeitigen kdrpereigenen
Kompensationsmechanismus zu sehen. Nach Bindung an einen Rezeptor wirkt BNP an der
Niere, im zentralen Nervensystem und im kardiovaskuldren System.

Plasmaspiegel von BNP werden in der Humanmedizin mittlerweile zur zielgerichteten
Diagnosestellung bei Herzerkrankungen verwendet und dienen auch als prognostischer
Marker.

Gerade in der Tiermedizin wire ein biochemisches Screening zur Erkennung von
Herzerkrankungen sehr hilfreich, da haufig nur begrenzte diagnostische Mdglichkeiten zur
Erkennung eines herzkranken Tieres zur Verfiigung stehen und die Bestimmung von BNP
eine einfache und kostengiinstige Variante darstellt. Die Unterscheidung herzgesunder Tiere
von Tieren mit asymptomatischen Herzerkrankungen stellt eine attraktive Option dar.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Referenzwerte von BNP bei herzgesunden Hunden zu
etablieren. Zur Bestimmung von BNP wurde ein Radioimmunoassay nach einer
Plasmaextraktion des Peptides angewendet. Daneben wurde eine Validierung des Testkits

durchgefiihrt.
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II Literatur

1 Genetik und Molekularbiologie von BNP

Kurz nach der Entdeckung von BNP im Gehirn von Schweinen wurde festgestellt, dass die
groBBte Konzentration von BNP im Herz vorliegt (6). Das kodierende Gen fiir BNP liegt beim
Menschen auf dem Chromosom 1, in einer Tandemformation mit dem kodierenden Gen fiir
ANP (7). Das humane und Kanine BNP-Gen besteht aus 3 Exons und 2 Introns (6). Ein
charakteristisches Merkmal von BNP ist eine innerhalb vieler Spezies konservierte
Ribonukleinsdure (RNA)-Sequenz, die aus sich wiederholenden Einheiten von AUUUA in
der 3°-UT Region der BNP-messenger-Ribonukleinsdure (m-RNA) besteht (8). Dies
impliziert eine gewisse m-RNA-Instabilitit.

Die humane BNP-m-RNA geht wéhrend der Translation in einen 134 Aminosduren
PreproBNP-Vorldufer iiber. Nach einem ersten Processing entsteht daraus nach Abspaltung
eines 26-Aminosduren-Restes das aus 108 Aminosduren bestehende ProBNP. ProBNP wird in
den sekretorischen Vesikeln der atrialen und ventrikuldren Myozyten gespeichert. Daraus
entsteht wihrend der Sekretion nach Abspaltung des N-terminalen Restes (Aminosduren 27-
102) das biologisch aktive BNP-32 (9). Pemberton zeigte 1997 mit einem Versuchsmodell
mit Schafen, dass ausgehend von ProBNP alle weiteren Schritte des Processings zur Zeit der
Sekretion erfolgen (10). Im Gegensatz zu ANP sind die Stellen fiir das posttranslationale
Processing bei BNP innerhalb der Spezies nicht konserviert, demzufolge bestehen deutliche
Unterschiede in der Aminosdurenldnge von BNP innerhalb der Spezies. Die dominierenden
zirkulierenden Formen von BNP bestehen bei Schweinen, Ratten und Hunden ebenso wie
Menschen aus 26, 45 und 32 Aminoséuren (9).

Der BNP Promotor enthélt sowohl positiv als auch negativ regulierende Elemente. Eine
Aktivierung des BNP-Gen-Promotors kann in vitro durch mechanische Dehnung und

Endothelin induziert werden (11).
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Aus biochemischer Sicht besteht BNP-32 aus einer Ringstruktur von 32 Aminosduren mit
einem aminoterminalen und einer carboxyterminalen Anteil. Die Ringstruktur wird von zwei

Cysteinresten gebildet. Die Molekularmasse von BNP betrigt 3,7 kilo Dalton.

200b
Exon1 Exon 2 el

Exon 3

BNP mRNA Poly (A)

(AUUUA)n

1 2627 l 134

Prepro BNP XX

27 l 134

Pro BNP AT

27 ‘1/0230\4

34 134
EommE TR
BNP

Abbildung 1: Struktur des humanen BNP Gen und seine Biosynthese bis zum reifen Peptid
aus Nakao et al. (1992) (9)

Pro-BNP

1 7% 77 108

N-terminal proBNP(1-76) BNP

Abbildung 2: Darstellung der biologisch aktiven Formen von BNP (N-terminales BNP und
BNP-32), unten die chemische Struktur von BNP-32 aus Nakao et al. (1992) (12)
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2 Synthese von BNP

BNP wird im gesunden Herz des Menschen in den atrialen und ventrikuliren Myozyten
synthetisiert (13). Im Ventrikel kann im Vergleich zum Atrium ungefdhr die doppelte Menge
an BNP-m-RNA gefunden werden. Dies wird mit der héheren muskulidren Masse des
Ventrikels begriindet (14). Beziiglich der Lokalisation im Atrium zeigten Doyama et al.
(1998), dass BNP-m-RNA bei gesunden Menschen hauptséichlich in der subendokardialen

Hilfte des rechten Atriums nachzuweisen ist (15).

Bei herzkranken Menschen liegen andere Verhéltnisse vor. Die Syntheserate von BNP ist
meist in den jeweils spezifischen Arealen der individuellen Herzerkrankung erhoht. So wird
z.B. bei Patienten mit primdrem Vorhofflimmern BNP vornehmlich im Atrium gebildet, nach
Kardioversion des Vorhofflimmerns verringert sich die Produktion von BNP im Atrium
wieder in signifikanter Weise (16). Bei Patienten mit idiopathischer dilatativer
Kardiomyopathie (DCM) kann immunohistozytochemisch BNP im Ventrikel nachgewiesen
werden (17). Auch bei hypertensiven Ratten war der hypertrophe Ventrikel die Quelle fiir das
zirkulierende BNP (18). Bei einem erhdhten rechtsatrialen Druck ist BNP-m-RNA iiber das
gesamte rechte Atrium verteilt (15). Bei Myokardinfarkten zeigt sich eine erhohte
Konzentration von m-RNA in den ischdmischen Bereichen. In einer Studie von Hama et al.
(1995) wird berichtet, wie durch operative Ligation der linken Koronararterie bei Ratten ein
Myokardinfarkt simuliert wurde, hierbei zeigte sich bereits 4 Stunden nach dem Infarkt eine

erhohte BNP-m-RNA Expression im linken und rechten Ventrikel (19).

Andere Studien zeigen keine Expression von BNP in den Ventrikeln gesunder Menschen
(17). So konnten Takemura et al. (1998) keine BNP-m-RNA im Ventrikel gesunder
Menschen finden. Bei Patienten mit kardialer Amyloidose wurde in dieser Studie m-RNA in
den Ventrikeln nachgewiesen, allerdings nicht bei gesunden Kontrollpatienten (20). Die
unterschiedlichen Ergebnisse beziiglich der Expression von BNP im Ventrikel kénnen
moglicherweise durch unterschiedliche Nachweismethoden und deren differierende

Sensitivitit erklart werden.

Im Gegensatz zum Verhiltnis beim Menschen, findet bei gesunden Hunden die Synthese von

BNP in den Atrien statt, dabei vor allem im linken Atrium. Untersuchungen bei
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Versuchshunden, bei denen durch operative Ligation ein Myokardinfarkt erzeugt wurde,
wiesen auch m-RNA in den ischdmischen Bereichen des Ventrikels nach (21, 22). Auch
Luchner et al. (1998) demonstrierten in einem Tiermodell mit gesunden Hunden und Hunden,
bei denen eine Herzinsuffizienz durch eine Erhéhung der Herzfrequenz mithilfe eines
Schrittmachers erzeugt wurde, eine verdnderte Synthese bei der erkrankten Gruppe. So konnte
bei gesunden Hunden eine BNP-Gen-Expression nur im Atrium nachgewiesen werden. Bei
kompensierter Herzinsuffizienz zeigte sich nur eine erhohte BNP-Konzentration in Plasma
und Atrium, bei dekompensierter Herzinsuffizienz konnte dagegen eine BNP Gen Expression
auch im Ventrikel gefunden werden (23).

Eine Bildung von BNP findet aber auch in anderen Geweben des Korpers statt. Der Grund fiir
die lokale Synthese und die physiologische Wirkung von BNP in nicht-kardialen Geweben
bleibt zum Teil noch unklar.

1994 wurde von Lee et al. eine Synthese von BNP im Nebennierenmark nachgewiesen.
Erhohte m-RNA Konzentrationen konnten im Nebennierenmark von Patienten mit
Hyperaldosteronismus gefunden werden. Es wird vermutet, dass BNP hier eine Rolle im
Wasser- und Elektrolythaushalt spielt oder auch parakrin die adrenokortikale Funktion
reguliert (24).

Auch in bestimmten Zelllinien von kleinzelligen Lungentumoren kann BNP-m-RNA
gefunden werden (25). Bei Ratten mit obstruktiver Uropathie wird eine lokale Synthese von
natriuretischen Peptiden in der Niere beobachtet (26).

In Kulturen von Zellen des proximalen Tubulus der Niere von Ratten kann eine Expression

von BNP-m-RNA gesehen werden (27).

3  Sekretion von BNP in das Plasma

ANP und BNP werden in Granula in multipotenten Zellen der atrialen und ventrikuléren
Kardiozyten gespeichert. Durch immunohistochemische Methoden konnte ein gemeinsames
Vorhandensein von ANP und BNP in denselben Granula in der perinukledren Region der
Kardiozyten nachgewiesen werden (20, 28). Beide Peptide werden in Form von Vesikeln
freigesetzt. Diese Vesikel entstehen aus den unreifen Granula. Die Kapazitit der Kardiozyten,

BNP nach einer beliebigen Stimulation freizusetzen, hingt hauptsichlich von der Neubildung
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der Granula, weniger von der tatsdchlich gespeicherten Menge des Peptids ab (29). Im
Gegensatz zur Situation bei ANP wird BNP nach der Synthese zu einem geringeren
Prozentsatz gespeichert. Vielmehr erfolgt die sofortige Freisetzung in Vesikeln (30). Dies

setzt bei erhohter Freisetzung von BNP auch eine erhdhte Syntheserate von m-RNA voraus.

Bei gesunden Erwachsenen werden die Vesikel pulsatil freigesetzt. Uber die Art der
Freisetzung bei herzkranken Individuen sind noch keine Studien bekannt. Weitere Studien
werden benétigt, um bei eventueller pulsatiler Sekretion bei herzkranken Individuen zu

wissen, wie oft eine Blutentnahme benétigt wird, um repréasentative Ergebnisse zu erhalten

31).

Da die Synthese von BNP in groBerem Malle im Ventrikel erfolgt, wird BNP im Gegensatz zu
ANP vornehmlich aus den Ventrikeln freigesetzt (32). Auch Yasue et al. demonstrierten
1994, dass BNP im Gegensatz zu ANP hauptsdchlich von den Ventrikeln sezerniert wird.
Hierbei wurde Patienten mit DCM und Kontrollpatienten Blut aus der Aortenwurzel, dem
Sinus Coronarius und der anterioren interventrikuldren Vene (AIV) entnommen. AIV ist das
abfithrende Gefal} fiir die Ventrikel, in den Sinus Coronarius flie3t Blut aus den Ventrikeln
und den Atrien ein. Hierbei zeigte sich bei beiden Gruppen eine signifikant hdhere
Konzentration von BNP in den Blutproben der AIV und des Sinus Coronarius im Gegensatz
zur Konzentration in der Aortenwurzel. Ein signifikanter Unterschied in den Werten zwischen
AIV und Sinus Coronarius wurde dagegen nicht festgestellt. Dies ldsst auf eine

ausschlieBliche Sekretion von BNP aus den Ventrikeln schlieen (33).

4  Stimulation der Ausschiittung und Synthese von BNP

Die Ausschiittung und Synthese von ANP und BNP werden von zahlreichen neuroendokrinen
und mechanischen Reizen angeregt. Mechanische und neuroendokrine Reize 16sen durch
VergroBerung der Zellen und Steigerung der Proteinsynthese eine Hypertrophie des

Herzmuskels aus.
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4.1 Mechanische Reize

4.1.1 Volumeniiberlastung

Eine Volumeniiberlastung in den Atrien und Ventrikeln eines Individuums fiihrt unweigerlich
zu einer Dehnung der Kardiozyten. Die Dehnung der atrialen Myozyten wurde wiederholt als
Stimulus fiir die Ausschiittung von ANP und BNP dargestellt, dies belegen zahlreiche in vivo-
und in vitro-Studien. Die Freisetzung von BNP erfolgt nach einer Dehnung der mechano-
sensitiven lonenkanile. Diese Art der Ausschiittung fiihrt zu der Bezeichnung von BNP als

Stresshormon (34-36).

Man unterscheidet drei Reaktionen des Korpers auf Volumeniiberlastung:

Die erste Antwort auf eine Dehnung der Myozyten wird als akuter Typ der Stimulation
bezeichnet. Hierbei kommt es zu einer nur geringen Ausschiittung von BNP in die Blutbahn,
die Syntheserate von BNP wird nicht beeinflusst.

Bei ldngerdauernder Volumeniiberlastung wird die BNP Gen Expression nicht beeinflusst,
allerdings wird die BNP Gen Transkription erhoht, die Plasmakonzentration in geringem
MafBe erhoht.

Im dritten Fall einer Volumentiberlastung, wie z.B. bei einem in Deoxycorticosterone acetate-
salt (DOCA-salt) Modell im hypertensiven Stadium wird die Expression des BNP Gens
beeinflusst und die Plasmakonzentration von BNP erhoht (30).

Auch Borgeson et al. (1998) unterstiitzen diese Untersuchungen in einer experimentellen
Volumeniiberlastung bei Hunden. Hier zeigte sich allerdings keine Erhdhung des Plasma-

BNP (37).

4.1.2 Druckiiberlastung

Eine Druckiiberlastung des Herzens wird ebenfalls als Ursache fiir eine erhohte BNP
Synthese und Ausschiittung beschrieben. Ogawa et al. simulierten 1996 in einem
Versuchsmodell mit Ratten eine Druckiiberlastung des Herzens durch eine operative
Einengung der Bauchaorta. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der BNP m-RNA bei den
Tieren mit Aortenstenose im Vergleich zu Kontrolltieren (38). Eine andere Studie

demonstrierte, dass ANP bei Patienten mit Herztamponade, bei denen ein hoher Druck im
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Atrium zusammen mit geringem Volumen besteht nur eine geringe Plasmakonzentration
vorwies. Nach Punktion des Perikardergusses stieg ANP auf signifikante Weise an (39).
Inwieweit diese Untersuchung auch auf BNP anzuwenden ist, da die Synthese und Sekretion
doch dhnlichen Mechanismen unterliegen, ist fraglich.

BNP ist nach Untersuchungen von Rademaker et al. ein weniger sensitiver Marker fiir
Anderungen des intrakardialen Druckes, ist aber wesentlich aussagekriftiger fiir
himodynamische Verdnderungen wie sie z.B. bei einer kongestiven Herzinsuffizienz

auftreten (40).

4.2 Neuroendokrine Stimuli

Verschiedene parakrine Faktoren scheinen einen Einfluss auf die Synthese und Sekretion von

BNP zu haben.

Endothelin-1, ein potenter Vasokonstriktor, wird im Myokard produziert. Bekannt sind seine
Auswirkungen auf den Phédnotyp und das Wachstum der kardialen Myozyten, sowie sein
Einfluss auf Synthese und Ausschiittung seiner natiirlichen Antagonisten ANP und BNP.
Bruneau und De Bold zeigten 1994, dass in einem Modell mit isolierten Atrien von Ratten 2
Stunden nach Exposition mit Endothelin ein signifikanter Anstieg von BNP m-RNA erfolgte.
Auflerdem wurde bereits wenige Minuten nach Exposition eine erhdhte BNP Sekretion aus
den kardialen Myozyten beobachtet (41, 42). Auch in Kulturen von atrialen und ventrikuldren
neonatalen Kardiozyten von Ratten, sowie in einem in vivo-Modell mit Ratten konnte die
Ausschiittung von BNP durch Stimulation mit Endothelin-1 signifikant gesteigert werden (43,
44).

Die BNP Sekretion durch Endothelin wird durch den Endothelin-A-Rezeptor vermittelt (36).
Die Dichte dieses Rezeptors ist in erkrankten Herzen, wie einer DCM, stark erhoht, damit
zeigen sich neben erhdhten Plasmawerten von Endothelin durch die Stimulation der Synthese

und Sekretion auch erhohte Plasmawerte von BNP (45).

Die BNP Synthese und Ausschiittung wird auch durch Stimulation mit adrenergen Agonisten
stimuliert. Phenylephrin, ein typischer adrenerger Agonist steigert in einem in vitro-Modell
die Synthese von BNP-m-RNA und nachfolgend auch die Transkription (46). Ebenso zeigt

sich
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eine erhohte Konzentration von BNP m-RNA bereits 6 Stunden nach Stimulation mit
Phenylephrin in isolierten Atrien von Ratten. Die Sekretion von BNP steigt nach 15 Minuten
an; die Anstiege von BNP m-RNA und BNP koénnen nachfolgend von einem alpha-1-

adrenergen Antagonisten (Prazosin) wieder gechemmt werden (47).

Auch andere vasokonstriktorisch aktive Substanzen wie Angiotensin II und Arginin-
Vasopressin filhren zu einer vermehrten Ausschiittung von BNP, vermutlich iiber eine
Veranderung des arteriellen Blutdrucks. In in vitro-Studien konnte dieser stimulierende Effekt
von Angiotensin II und Arginin Vasopressin nicht belegt werden (44). Ebenso wird eine BNP
Gen Expression von Angiotensin II in Muskelprdparationen der humanen Atrien und

Ventrikel stimuliert (48).

Schilddriisenhormone fithren zu einer vermehrten Sekretion von BNP. Bei Patienten mit
Hyperthyreose, aber auch bei Ratten mit experimenteller Hyperthyreose durch Gabe von
Thyroxin (T4), sind erhdhte Plasma BNP-Werte zu sehen. Die Stimulation von neonatalen
kardialen Myozyten mit Trijodthyronin (T3) und T4 demonstrieren eine dosisabhingige

Sekretion von BNP (49).

4.3 Medikamente

Ohta et al. (2000) beschreiben einen Anstieg der Plasma BNP- und ANP-Werte, sowie eine
Hochregulation der BNP- und ANP-m-RNA Expression durch die orale Gabe von Carvedilol
bei Ratten (50). Carvedilol ist ein nichtselektiver B-Blocker.

S  Rezeptoren

Die natriuretischen Peptide sind Liganden von 4 unterschiedlichen Rezeptoren: der
natriuretische Peptid Rezeptor A (NPR-A), B (NPR-B), C (NPR-C) und D (NPR-D). Diese

Rezeptoren befinden sich auf der Oberfléche der jeweiligen Zielorgane.
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Man unterscheidet von zyklischem 3°, 5'-Guanosin-Monophosphat(cGMP)-abhiangige und
cGMP-unabhingige Rezeptoren.

5.1 c¢GMP-abhiingige Rezeptoren

Der NPR-A und NPR-B agieren iiber eine von zyklischen cGMP-abhdngige Kaskade. Die
beiden Rezeptoren sind strukturell sehr dhnlich, mit ungefédhr 43%iger Homologie in der
ligandenbindenden extrazelluliren Doméne bei der Ratte. Die extrazellulire Doméne ist mit
dem intrazelluldren Anteil {iber ein einzelnes membraniiberspannendes Segment verbunden
(51, 52). Im intrazelluliren Anteil befindet sich eine kinasedihnliche Doméine, die
moglicherweise als nukleotid-bindende (Adenosin-Triphosphat) regulatorische Einheit
fungiert. AnschlieBend folgt die katalytische Guanylat-Zyklase. Die Guanylat-Zyklase ist ein
zytoplasmatisches, membranassoziiertes Enzym, das die Umwandlung von Guanosin-
Triphosphat (GTP) zu ¢cGMP katalysiert (53). Eine Bindung der natriuretischen Peptide an
ihre Rezeptoren fiihrt nach einer Phosphorylierung zu einer Aktivierung der Guanylat-
Zyklase. Dadurch kommt es zu einem Anstieg des intrazelluliren cGMP (54). Der second
messenger cGMP ist fiir die grofBte Anzahl der biologischen Aktionen der natriuretischen
Peptide verantwortlich und wird nach seiner Bildung von den jeweiligen Zielzellen in die
extrazelluldre Substanz abgegeben. cGMP wird proportional zur Konzentration der
natriuretischen Peptide im Extrazellulirmedium akkumuliert (55). In der Folge aktiviert
cGMP eine Proteinkinase, die in die Phosphorylierung von Ionenkanidlen involviert ist.

Verschiedene Ionenkandle werden mit den Aktionen von natriuretischen Peptiden in

Verbindung gebracht:
a. Calcium-aktivierte Kalium-Kanile
b. ATP-sensitive Kalium-Kanile
c. Einwirts gerichtete Kalium-Kanile
d. Auswirts gerichtete Kalium-Kanéle
€. L-Typ Calcium®*-Kanile
f. Chlorid-Kanile
g. Natrium-Kalium-Chlorid Co-Transporter
h. Natrium-Kalium-ATPase
1. Natrium-Kanéle
J- Dehnungs-aktivierte Kanéle
k. Wasser-Kanile
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Es scheint, als ob die natriuretischen Peptide hierbei die Kinetik und weniger die Leitfdhigkeit
der Kanidle modulieren. Manche dieser Kanéle (z.B. die dehnungs-aktiverten Kanéle) spielen

auch bei der Sekretion der natriuretischen Peptide eine Rolle (56).

Eine Stimulation des NPR-A fiihrt zu einer Vasorelaxation und Natriurese; zudem wird die
Aldosteronsynthese gehemmt. Mause mit einem Fehlen des NPR-A Gens entwickeln eine
kardiale Hypertrophie und Dilatation sowie Hypertonie. Médnnliche Mduse zeigen verringerte
Testosteronwerte und neigen zu plotzlichen Todesféllen; auBerdem scheinen sie sehr
empfénglich fiir pulmonale Hypertonie zu sein (57, 58).

Die resultierende kardiale Hypertrophie iibersteigt bei NPR-A-Knockout-Méusen die normale
Antwort auf eine dauerhafte Hypertonie; man vermutet eine lokale Regulation der

Hypertrophie durch NPR-A {iber eine cGMP abhingige Reaktion (59).

NPR-A bindet sowohl ANP als auch BNP. Es besteht aber eine 10-mal hohere Affinitit fiir
ANP (51). Suga et al. beschreiben 1992 die Selektivitdt der einzelnen Rezeptoren bei Mensch
und Rind. Hierbei besteht fiir NPR-A die grofite Affinitdt flir ANP und BNP vor CNP. CNP
ist der natiirliche Ligand fiir NPR-B, allerdings besteht auch eine geringere Affinitét fiir ANP
und BNP (60). Andere Autoren fiihren aus, dass NPR-B beim Menschen ausschlieBlich von
CNP aktiviert werden kann, beim Schwein allerdings auch BNP iiber NPR-B wirkt (61). Die
relativ geringe Affinitdt von BNP zu NPR-A fiihrte bei Goy et al. (2001) zu der Vermutung,
dass noch ein weiterer Rezeptor fiir BNP existieren konne. Hierbei zeigten bestimmte
Gewebe (Hoden und Nebenniere) bei Knockout-Mausen ohne NPR-A ein signifikantes
Ansprechen auf BNP; ein spezifischer Rezeptor vor allem in steroidproduzierenden Geweben
wurde vermutet (62).

NPR-A befindet sich zu einem groBlen Anteil im Endothel von grof3en Blutgefdlen, in den
Nebennieren, der Niere und im Herzen selbst. NPR-A wurde mit immunohistochemischen
Methoden bei der Ratte speziell in den Glomeruli, den diinnen Schenkeln der Henleschen
Schleife, in den kortikalen und medulldren Sammelrohren und im GeféaBsystem der Niere
lokalisiert (63). Lin et al. (1995) fanden eine Expression von NPR-A in ventrikuldren
Myozyten (64).

NPR-B dominiert im zentralen Nervensystem, hier vor allem in der Hypophyse; einige
Rezeptoren liegen auch im Ziliarkdrper, den Blutgefdalen und der Niere (51, 63). Kim et al.
(1999) beschrieben NPR-B als den am hdufigsten im ventrikuldren Endokard vorkommenden

natriuretischen Rezeptor. Die meisten Bindungsstellen befinden sich im rechtsventrikuldren
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Endokard. Bei ventrikuldrer Hypertrophie findet in der Folge eine Downregulation der

natriuretischen Peptid Rezeptoren statt (65).

5.2 ¢GMP-unabhingige Rezeptoren

Der natriuretische Peptid-Rezeptor C ist ein so genannter ,,Clearance-Rezeptor®, d.h. er
katalysiert zusammen mit der neutralen Endopeptidase 24.11 (NEP) den Abbau der
natriuretischen Peptide. NPR-C nimmt auch an anderen biologischen Aktionen im Korper teil.
So sind bei NPR-C-Knockout-Mausen neben der Unfdhigkeit Urin zu konzentrieren auch
Hypotension und Skelettdeformationen zu beobachten. Man vermutet, dass NPR-C die

Verfiigbarkeit der natriuretischen Peptide an den Zielorganen moduliert (66).

NPR-C wurde zuerst aus bovinen glatten GefdBmuskelzellen isoliert, anschlieBend wurden
die c-DNA (Komplementére Desoxyribonukleinsdure)-Klone isoliert und sequenziert (67).
NPR-C ist ein homodimeres Peptid, verbunden iiber eine Disulfidbriicke; jedes Monomer hat
ein einzelnes membraniiberspannendes Segment. BNP besitzt offensichtlich eine geringere
Affinitét fiir NPR-C als ANP und CNP, die lingere Halbwertszeit im Plasma scheint damit
erkléarbar (68).

NPR-C hat nur eine sehr kurze zytoplasmatische Domine, die biologische Wirkung ist nicht
cGMP gekoppelt, sondern wird iiber G-Proteine mit einer Inhibition der Adenylatzyklase und
einer Stimulation des Phosphoinositolwegs erreicht (69).

NPR-C stellt den grofSten Anteil der natriuretischen Peptid-Rezeptoren und ist in vielen
Geweben, z.B. GefidBBendothelien, -intima, Herz, Plazenta, Nebenniere und Niere
nachzuweisen (70). Giannessi beschrieb 2001 das Vorhandensein von NPR-C auch auf
intakten Thrombozyten (71).

Es existiert ein weiterer natriuretischer Peptid Rezeptor: NPR-D. Dieser ist vornehmlich im
Gehirn lokalisiert (72). Nach Kashiwagi et al. besteht beim Aal eine 70-prozentige
Sequenzhomologie zu NPR-C (73).
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Abbildung 3: Wirkungen von BNP an Zielzellen

Brain Natriuretic Peptide (BNP) bindet an den natriuretischen Peptidrezeptor A (NPR-A) in einer Adenosin-
Triphosphat (ATP)-abhéngigen Weise und stimuliert die intrinsische Guanylatzyklase-Aktivitdt des Rezeptors.
Die biologischen Wirkungen werden durch zyklisches Guanosinmonophosphat (¢cGMP) vermittelt. Eine cGMP-
abhingige Proteinkinase G oder Phosphodiesterase (PDE) werden dann aktiviert. ATP benétigt die Kinase-like
Domine (KLD), um wirken zu kénnen. Der natriuretische Peptidrezeptor C (NPR-C) degradiert BNP, zum
anderen wird eine Signalfunktion vermutet. BNP wird auch durch die neutrale Endopeptidase (NEP) degradiert.
Modifiziert aus Levin et al. (1998) (74)
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6  Abbau der natriuretischen Peptide

Alle natriuretischen Peptide werden im Kdorper entweder nach Bindung an den NPR-C oder
durch eine neutrale Endopeptidase (NEP), die von der Enzymkommission als EC 3.4.24.11

klassifiziert wurde, abgebaut.

Nach Bindung an den NPR-C kommt es zu einem Abbau der natriuretischen Peptide mittels

einer Endozytose, gefolgt von einer lysosomalen Degradation.

Die neutrale Endopeptidase ist eine membranstéindige Zink-Metalloprotease. Es zeigt sich
eine groBe stereochemische Ahnlichkeit zum Angiotensin-Konversions-Enzym (ACE) (75).
Beides sind Zink enthaltende Peptidasen mit der aktiven Stelle an der Zelloberfliche. NEP
bricht die Ringstruktur der natriuretischen Peptide auf und inaktiviert damit das Peptid. NEP
findet man beim Schwein an der Biirstenmembran der Niere, v.a. an den proximalen Tubuli,
aber auch im ZNS, der Lunge, den Lymphknoten und dem Magen-Darm-Trakt. Sie inaktiviert
auch andere vasodilatierende Peptide wie Bradykinin, Adrenomedullin und das

Angiotensinfragment (76). BNP zeigt eine geringere Affinitét zur NEP als ANP (77).
NEP und NPR-C tragen bei Schafen mit Herzinsuffizienz gleichermallen zum Abbau der

natriuretischen Peptide bei (78). Die Verhéltnisse beim Menschen und Hund sind nicht

bekannt.

7  Physiologische Wirkungen von BNP

7.1 Kardiovaskulire Wirkungen

Die Wirkungen der natriuretischen Peptide wurden in verschiedenen humanen und
experimentellen Studien durch Infusion von BNP bzw. durch Gabe eines

Rezeptorantagonisten bei gesunden und kranken Individuen herausgearbeitet. So konnten
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Auswirkungen auf Vor- und Nachlast, den Sympathikustonus, die glatte GefaBmuskulatur, die
systolische und diastolische Funktion des Herzens und das Ventrikelmyokard festgestellt

werden.

7.1.1 Nachlast und Vorlast

Als Vorlast wird die Kraft bezeichnet, die die ventrikuldren Fasern am Ende der Diastole
dehnt und damit die maximale Ruheldnge der Sarkomere bestimmt. Klinisch wird die Vorlast
durch das end-diastolische Volumen oder den end-diastolischen Druck abgeschétzt.

Die Nachlast ist die Kraft, die sich dem ventrikuldren Auswurf entgegensetzt. Dieser

Widerstand wird von dem jeweiligen Spannungszustand der Gefdf3e gebildet (79).

Um die mogliche Wirkung von BNP auf die Nachlast zu definieren, wurden gesunden
Hunden und Hunden mit experimenteller Herzinsuffizienz Infusionen mit BNP verabreicht.
Als Indizes fiir die linksventrikuldre Nachlast wurden das end-systolische Volumen und der
end-systolische Druck definiert. In dieser Studie zeigte sich eine durch BNP induzierte
signifikante Nachlastsenkung (80).

BNP bewirkt eine Vorlastsenkung, dies bewiesen La Villa et al. (1995) durch Infusion mit
BNP bei Patienten mit Hypertension. Es konnte eine Reduktion des linksventrikuléren end-

diastolischen und —systolischen Volumens ermittelt werden (81).

Die Vorlast- und Nachlastsenkung konnen die Folge einer BNP-induzierten Vasodilatation
oder aber durch ein Verlagern der intravaskuldren Fliissigkeit in das extrazelluldre
Kompartiment darstellen. Der Shift vom intravaskuldren in das extravaskuldre Kompartiment
wird auf eine héhere Permeabilitét des Endothels sowie einen erhdhten hydrostatischen Druck
im Kapillarbett zurtickgefiihrt (81).

Diese beiden Phdnomene sind nicht die einzigen Mechanismen, die die Vor- und Nachlast
senken, hinzu kommen noch die renalen Effekte von BNP und die Unterdriickung des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS).

Unzweifelhaft reduzieren natriuretische Peptide die Vorlast und die Nachlast, trotzdem

herrscht Uneinigkeit iiber die Wirkung auf die arterielle und vendse GefdBmuskulatur.
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In vitro-Studien stellten BNP als potenten arteriellen Vasodilator dar (82).

Nach Schirger et al. (2000) fiihrt BNP zu einer Vasorelaxation, dies demonstrierten sie in
einer in vitro-Studie. Hierbei relaxiert BNP die isolierte Aorta von Kaninchen, und dies
unabhdngig vom GefidBBendothel. Diese Vasorelaxation wird durch eine experimentelle
Arteriosklerose aufgehoben (83). Auch Van der Zander induzierte eine Vasodilatation nach
Injektion von BNP beim Menschen (84). Interessanterweise war eine Reduktion des
systemischen peripheren vaskuldren Widerstandes vor allem mit hohen Dosen von BNP zu
beobachten (85), wohingegen niedrige Dosen von BNP neutral oder vasokonstriktorisch
wirkten (86). In einer Studie von Woods et al. (1999) resultierten Infusionen von BNP in
einer reversiblen Vasokonstriktion der Gefdfle der Mesenteriums bei Hunden, allerdings
steigerte sich hierbei der systemische arterielle Blutdruck nicht, sondern verringerte sich. Dies
impliziert gegenregulierende Systeme, demzufolge entweder eine Vasodilatation des Nicht-
Splanchnikus-Gebietes oder ein sinkender Herzauswurf. Die Autoren vermuten — wenn auch
unbewiesen — eine Vasodilatation anderer Geféal3e (87).

Die natriuretischen Peptide induzieren schon in niedrigen Dosen in der Koronarzirkulation

von Hunden eine Vasorelaxation (88).

Der systemische Blutdruck ist proportional zum kardialen Auswurf und dem totalen
peripheren Widerstand. Der kardiale Auswurf seinerseits hingt von der Herzfrequenz und
dem Schlagvolumen ab, das natiirlich vom Hydratationsstatus des Individuums beeinflusst
wird. Der periphere Widerstand ist neben dem Einfluss von Vasopressoren und —dilatatoren
von der vaskuldren Struktur abhédngig (79). Bei Injektion von BNP ist bei gesunden
Individuen keine Verdnderung des Blutdruckes festzustellen, bei Patienten mit essentieller

Hypertonie zeigt sich ein signifikanter Abfall des Blutdruckes (68).

Der Mechanismus der Vasodilatation der natriuretischen Peptide ist noch weitgehend im
Unklaren, fiir ANP wird eine Vasodilatation durch Nitritoxid vermutet (89). Fiir BNP nimmt
man eine Offnung von Kalium-Calcium-Kanilen neben einer Stimulation der

Nitritoxidproduktion an (90).

BNP verursacht im Vergleich zu ANP eine wesentlich geringere Vasodilatation (84). Dies
kann zum einen durch die hohere Affinitdt von ANP zum gemeinsamen Rezeptor NPR-A
bedingt sein. Andererseits wire es denkbar, da BNP auBler der Vasodilatation auch in
gewissem Mafle eine Vasokonstriktion bewirkt, dass der Endeffekt der BNP-Wirkung von der

Balance dieser zwei Mechanismen abhangt.
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7.1.2 Sympathikus

Brunner-La Rocca et al. verdffentlichten 2001 eine Studie iiber den Einfluss von BNP auf die
Sympathikuswirkung mit gesunden Kontrollpatienten und Patienten mit kongestiver
Herzinsuffizienz. Die kardiale Sympathikusaktivitit war abhidngig von der Dosis der BNP-
Infusion. Mit niedrig dosiertem BNP zeigte sich ein Abfall der Sympathikusaktivitét. Dies
demonstriert die kardioprotektive Wirkung von BNP, da eine hohe Sympathikusaktivitit ein
wichtiger Faktor fiir das Fortschreiten einer Herzerkrankung ist. Bei hoheren Dosen von BNP
wird die Sympathikuswirkung nicht mehr unterdriickt, wahrscheinlich durch die Aktivierung
der Barorezeptoren (91).

Bei Hunden mit sehr hohen myokardialen Konzentrationen von BNP (durch Infusion mit
BNP) — dies soll die Situation bei herzkranken Individuen darstellen — zeigt sich ein Abfall
der Herzfrequenz. Dies ist moglicherweise auf eine Stimulation der vagalen Afferenzen oder

einen direkten Effekt von cGMP zuriickzufiihren (92).

7.1.3 Systolische Funktion

Es wird eine indirekte Wirkung von BNP auf die systolische Funktion des Herzens bei
Hunden beschrieben. Diese Wirkung wird durch ¢cGMP erreicht, das allerdings nur bei

gesunden Hunden positiv inotrop wirkt (80).

7.1.4 Diastolische Funktion

Nach BNP Infusion in die Koronargefa3e von gesunden Hunden kann eine Verbesserung der

diastolischen Funktion bewirkt werden. Es zeigt sich eine schnellere Anfangsphase der

linksventrikuldren Relaxation sowie eine hohere Relaxationsrate (92).

7.1.5 Antiproliferative Wirkung auf die glatte GefdBmuskulatur

Die natriuretischen Peptide induzieren die Apoptose von Endothelzellen iiber einen cGMP

abhingigen Reaktionsweg. Diese Effekte werden nachweislich von Endothelin antagonisiert.
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Demzufolge kann ein Ungleichgewicht zwischen Endothelin und den natriuretischen Peptiden

zum Fortschreiten oder der Entwicklung einer vaskuldren Pathologie beitragen (93).

AuBerdem zeigen die natriuretischen Peptide (ANP, BNP und CNP) ausgeprigte
antiproliferative und antimigrative Wirkungen auf glatte GefiBmuskelzellen. Natriuretische
Peptide spielen bei der humanen Koronararteriosklerose eine protektive Rolle, da vaskulére
Zellproliferation und Migration die zentralen pathophysiologischen Mechanismen der
Arteriosklerose darstellen (94). Schirger et al. (2000) zeigten, dass BNP nach Bindung an
NPR-A eine antimitogene Wirkung in den glatten GefdBmuskelzellen ausiibt und ein
antireplikativer Mechanismus in in vitro-Studien besteht (83). Die antimitogene Wirkung

wird durch einen cGMP abhingigen Mechanismus vermittelt (95).

7.1.6 Myokard

Kardiale Fibrose ist definiert als eine iiberschieBende Proliferation von interstitiellen
Fibroblasten und Biosynthese von Komponenten der Extrazelluldrmatrix. Dies ist eine Folge
des sog. Remodelings, ein Zustand, der nach verschiedenen kardiovaskuldren Erkrankungen
(z.B. Infarkten) auftritt. Bei Knockout-Mausen mit einem Fehlen des BNP Gens konnen
multifokale fibrotische Lésionen in den Ventrikeln gefunden werden. Dies stellt BNP in

seiner Funktion als einen antifibrotischen Faktor heraus (96).

7.2 Renale Wirkungen

Die natriuretischen und diuretischen Wirkungen der natriuretischen Peptide sind eine Folge

von Anderungen in der renalen Durchblutung und direkten tubuliiren Wirkmechanismen.

Nach Ritter et al. (1995) findet die Natriurese und Diurese vorzugsweise in den Glomeruli
und den medulldren Sammelrohren statt, da hier eine groBe Konzentration von NPR-A
vorhanden ist (63). Jensen et al. (1998) konnten nachweisen, dass BNP die
Natriumriickresorption vorzugsweise in den distalen Segmenten des Nephrons hemmt (97).
Nach Bindung an NPR-A wird iiber einen cGMP abhiingigen Reaktionsweg eine Anderung

der Kaliumleitfihigkeit an der apikalen Membran der humanen Zellen des proximalen
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Tubulus verursacht. Dies zieht durch eine noch unbekannte Verdnderung der
Natriumtransportvorginge die natriuretischen Vorgédnge nach sich (69).

Nach Infusion von BNP bei gesunden Kontrollpatienten und Patienten mit kongestiver
Herzinsuffizienz kann bei den Gesunden eine noch starkere Natriurese gefunden werden. Man
fiihrt die geringere Natriumausscheidung bei herzkranken Individuen auf eine geringere
Sensibilitdt des distalen Nephrons aufgrund einer verminderten Rezeptorendichte von NPR-A,
auf ein schlechteres Ansprechen auf cGMP und auf gegenregulierende hormonelle Systeme
zuriick (98). Auch bei intrarenaler und intravendser Injektion von kaninem BNP bei Hunden

kann ein signifikanter Anstieg der Natriurese gemessen werden (99).

Bei Hunden mit experimenteller Herzinsuffizienz, die eine Verringerung der Auswurfleistung
zur Folge hat, bleibt die glomerulédre Filtrationsleistung (GFR) erhalten. Nach Zugabe eines
Inhibitors der natriuretischen Rezeptoren (HS-142-1) kommt es in der Folge zu einem
Absinken der GFR. Dies unterstreicht die Funktion von BNP, trotz akuter Herzinsuffizienz
die GFR aufrechtzuerhalten (100).

Nach Infusion von BNP bei Menschen wird die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) in
signifikanter Weise gesteigert. Die Erhohung der GFR wird — dies ist bei ANP bekannt -
durch eine Dilatation der afferenten Arteriole und Konstriktion der efferenten Arteriole
verursacht. Die unmittelbare Folge ist ein erhohter Filtrationsdruck, wodurch die
Filtrationsleistung der Niere steigt. Man vermutet denselben Mechanismus fiir BNP (101). La
Villa et al. (1994) konnten mithilfe einer Para-Aminohippurat-Clearance eine Erh6hung des
effektiven renalen Plasmaflusses nach Infusion von BNP nachweisen (102). Im Gegensatz
hierzu steht die Studie von Van der Zander et al. (2003), in der nach BNP Infusion in die
Arteria renalis keine Verénderung im renalen Blutfluss gemessen werden konnte (103).

Der Grund fiir die Stimulation der Natriurese durch BNP ist die Folge eines Zusammenspiels
von erhohter GFR und/oder einem Abfall der tubulidren Riickresorption von Natrium (98).
Allerdings zeigen sich Verdnderungen im renalen Plasmafluss und der GFR erst bei hoheren
Plasmawerten von BNP. Dies bedeutet, dass im physiologischen Bereich von BNP
ausschlieBlich eine reduzierte tubuldre Riickresorption fiir die Natriurese verantwortlich ist

(104).

Neben der Natriurese und Diurese fiihrt BNP zu einer Antagonisierung von hormonellen
Systemen. In seiner Funktion als Gegenspieler des RAAS inhibiert BNP die Reninsekretion

an der Macula Densa, vermutlich durch Natrium-Austausch-Vorgange (105).
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Es ist bekannt, dass ANP Angiotensin II-vermittelte Transportvorginge von Wasser und
Natrium im proximalen Konvolut hemmt. Es wird vermutet, dass BNP auf dieselbe Weise
wirkt (106).

AuBlerdem ist BNP als ein natiirlicher Antagonist von Aldosteron anzusehen. BNP
unterdriickt die Aldosteronsekretion bei gesunden wie bei herzkranken Patienten (107). Auch
in Kulturen von humanen Nebennierenzellen stellt sich BNP als sehr potenter Hemmer der

Aldosteronausschiittung heraus (108).

Nach Infusion von BNP in Dosen, die nur eine geringe Erhohung des Plasmaspiegels von
BNP nach sich ziehen, zeigten sowohl gesunde Patienten als auch herzkranke Patienten eine
Diurese und Natriurese, es konnte keine Verdnderung des Blutdruckes und der Herzfrequenz
festgestellt werden. Dies ldsst die Vermutung zu, dass die BNP-induzierten Mechanismen auf
renaler Ebene bereits bei geringeren Plasmaspiegeln von BNP als die kardiovaskuldren und

neurogenen Wirkungen stattfinden (102).

7.3  Wirkungen im zentralen Nervensystem

Die natriuretischen Peptide konnen die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden. Sie erreichen
nur Lokalisationen auflerhalb und am Rande dieser Barriere, z. B. Teile des Hypothalamus,
die Area postrema und das subfornische Organ. Alle 3 natriuretischen Peptide werden auch
im Gehirn produziert, BNP wurde zunichst nur im Gehirn entdeckt.

Die Wirkungen der natriuretischen Peptide im Gehirn verstirken die peripheren Wirkungen.
So werden die natriuretischen Effekte in der Peripherie durch die zentrale Inhibition des
Salzappetits und Durstes vervielfacht (109).

Im Hirnstamm wird der Sympathikustonus durch die natriuretischen Peptide erniedrigt.

Die Wirkmechanismen der natriuretischen Peptide im Gehirn werden am leichtesten durch die
Verteilung der natriuretischen Peptidrezeptoren und deren Subtypen erkldrt. Der
natriuretische Peptidrezeptor A dominiert in Lokalisationen, die an den dritten Ventrikel
angrenzen und damit auBlerhalb der Blut-Hirn-Schranke liegen. Diese Position erlaubt
zirkulierenden natriuretischen Peptiden, ebenso wie lokal produzierten an die Rezeptoren zu
binden. NPR-A ist hier der Effektor fiir den Salzappetit und den Durst. Der NPR-C befindet

sich im ganzen zentralen Nervensystem und dient hier moglicherweise als
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Antiwachstumsfaktor fiir Gliazellen (110, 111). NPR-B kommt vor allem im Hypothalamus
und anderen rostralen Gehirnregionen vor. Dort erfolgt eine direkte Hemmung der Sekretion

von Vasopressin (112).

8 Messung von BNP

8.1 Blutentnahme und Stabilitiit

Die Peptidstruktur von BNP und sein physiologischer Abbau durch eine Protease lieBen
befiirchten, dass nur eine geringe Stabilitét vorhanden sei. Zu Beginn der Forschungen tiber
das natriuretische Peptid BNP wurde jede Blutprobe mit einem Proteasehemmer (Aprotinin)
versehen und sofort bei 4°C zentrifugiert, um eine Degradation von BNP zu verhindern.
Davidson et al. (1995) zeigten, dass eine Blutprobe bei Raumtemperatur in einem Standard
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Rohrchen, das innerhalb von 6 Stunden zentrifugiert
wird, noch akkurate Werte von BNP liefert (113). Gobinet-Georges et al. (2000)
demonstrierten sogar eine Stabilitdt bis zu 24 Stunden bei Raumtemperatur (114). Die Zugabe
von Aprotinin zu den Blutproben ist nicht erforderlich, um genaue BNP Werte zu erhalten
(115). Dies erleichtert die praktische Anwendung der Messung von Plasma BNP betréchtlich.
Eine Studie von Shimizu (1999) zeigt, dass ein Auffangen von Blut in Polyethylen-
Terephthalat-Rohrchen eine hohere Stabilitit von BNP zur Folge hat (116).
Koagulationsfaktoren, im Speziellen Kallikrein, spielen bei der Degradation von BNP eine

wichtige Rolle (117).

8.2 Physiologische Konzentrationsschwankungen von BNP

Es gibt nur wenig Hinweise, dass demographische Faktoren einen Einfluss auf die

Plasmakonzentration von BNP haben.
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Frauen haben geringfiigig hohere Werte. Die BNP Plasmawerte zeigen keinen zirkadianen
Rhythmus (118).

Bei gesunden Kindern im Vergleich zu gesunden Erwachsenen findet man signifikant héhere
BNP Werte im Plasma kurz nach der Geburt. Bereits im Alter von 3 Monaten werden
allerdings die Plasmawerte von Erwachsenen erreicht (119, 120). Auch gesunde éltere
Menschen (> 75 Jahre) haben hohere Plasmakonzentrationen. Thre Werte sind ungefahr
zweimal so hoch wie bei gesunden Erwachsenen unter 75 Jahren (121, 122).

Alle Schwankungen der BNP Plasmawerte innerhalb der gesunden Population sind gering im
Vergleich zu den Verhiltnissen bei herzkranken Patienten. Dennoch sollten diese
Schwankungen bei moderat erhdhten Werten miteinbezogen werden.

Uber die Verhiltnisse bei gesunden Hunden gibt es bisher nur sehr wenige Studien. So fand
Eriksson (2001) keine hoheren Werte bei dlteren Hunden, diese Studie beschrdnkt sich

allerdings nur auf eine Hunderasse (Cavalier-King-Charles-Spaniels) (123).

8.3 Methoden zur Bestimmung von BNP

Fiir die Messung von BNP stehen 3 verschiedene kommerzielle Messmethoden in der
Humanmedizin zur Verfligung:

* Radioimmunoassay

* Immunoradiometrische Methode (IRMA)

¢  Immunofluorometrischer Test

Die ilteste Methode zur Bestimmung von BNP ist der Radioimmunoassay. Es handelt sich
hier um einen kompetitiven Immunoassay, d.h. BNP konkurriert mit einem markierten
Antigen um eine limitierte Konzentration eines spezifischen Antikdrpers. Da
physiologischerweise im Plasma niedrige Konzentrationen von BNP vorliegen, muss, um
verldssliche Werte von BNP zu erhalten, eine Plasmaextraktion des Peptids erfolgen. Man
kennt verschiedene Mecthoden zur Plasmaextraktion, z. B. mit C-18 oder C-8 Trennsidulen
oder Vycor Glas (124). Aufgrund der Plasmaextraktion werden relativ groB3e Plasmavolumen

benotigt.
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Als nicht-kompetitive Messmethode wurde ein IRMA etabliert. Dies ist ein sog. “Sandwich-
Assay*®, der keine vorhergehende Plasmaextraktion bendtigt. Generell ist diese Messmethode

sensitiver und auch priziser als der kompliziertere RIA (125).

In neuester Zeit wurde eine weitere Messmethode fiir BNP entwickelt. Dies ist ein nicht-
kompetitiver immunofluorometrischer Test. Hier bedient man sich zwei verschiedener
Bindungsphasen, die spezifisch fiir die zwei verschiedenen Epitope von BNP sind. Der
Vorteil dieser Methode besteht in der schnellen Durchfiihrbarkeit (15 Minuten). Trotzdem ist
ihm der IRMA in Bezug auf Prézision und Sensitivitét eindeutig iiberlegen (126).

Plasmawerte von BNP konnen aufgrund der verschiedenen zur Verfiigung stehenden
Messmethoden und deren unterschiedlicher Prézision und Sensitivitét nur verglichen werden,

wenn sie mit derselben Methode bestimmt wurden.

9 Klinische Bedeutung von BNP in der Humanmedizin

9.1 Diagnose von kardialen Erkrankungen anhand von BNP Werten

Die Diagnose von Herzerkrankungen stellt groe Anforderungen an den betreuenden Arzt,
insbesondere in der Notaufnahme, wo eine schnelle Diagnose lebensrettend sein kann.
Studien besagen, dass ungefihr 40% der Patienten, die mit Dyspnoe in die Notaufnahme
kamen, an einer zugrunde liegenden Herzerkrankung leiden (127). Unzweifelhaft kann eine
Echokardiographie meist schnell und verldsslich die Diagnose liefern, aber diese Methode ist
nicht immer anwendbar bzw. verfligbar. Demzufolge wére eine Methode, die schnell und
zuverldssig den klinischen Verdacht einer Herzerkrankung bestitigt oder ausschliet, sehr

niitzlich (128).
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9.1.1 BNP in der Notfallmedizin

Besondere Bedeutung hat die Bestimmung von BNP demzufolge in der Notfallmedizin. Die
Angaben iiber Spezifitit (74 % - 92 %) und Sensitivitdt (77 % - 98 %) von BNP als
diagnostischer Marker variieren je nach Studie (128-130). Die Faktoren, die die Sensitivitét
und Spezifitdt von BNP fiir die Diagnose einer Herzerkrankung beeinflussen, schlieBen das
Alter der Patienten, die Schwere einer Herzerkrankung und die Art der ventrikuldren
Dysfunktion ein.

In einer Studie mit 250 Patienten, die sich wegen akuter Dyspnoe als Notfall in der Ambulanz
einfanden, wurde die diagnostische Bedeutung einer BNP Messung zur Abkldrung einer
Herzerkrankung getestet. Hierbei korrelierten die BNP Plasmawerte mit dem klinischen Grad
der Herzerkrankung. Bei einem Wert unter 80pg/ml lag der negative pradiktive Wert bei 98%
(129).

Die zweite kiirzlich verdffentlichte Studie bestdtigte und erweiterte diese Ergebnisse. Hier
wurden BNP Plasmawerte bei 1586 Patienten mit Dyspnoe ermittelt. Ein BNP Wert von
100pg/ml hatte einen hohen negativen pradiktiven Wert. Ein hoher negativer pradiktiver Wert
fiir ein diagnostisches Hilfsmittel ist in der Notfallmedizin unerldsslich, da dies einen
schnellen Ausschluss einer kardialen Ursache erlaubt (131).

Dies macht BNP zu einem hochwertigen diagnostischen Parameter zur Erkennung von

Herzerkrankungen in der Notfallmedizin.

9.1.2 Korrelation von BNP mit der Schwere einer Herzerkrankung

Um die Schwere einer Herzerkrankung einzustufen, teilt man herzkranke Patienten in die

funktionellen Klassen der New York Heart Association ein (NYHA) (132).
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FUNKTIONAL CLASSIFICATION OF HEART FAILURE

Modified from the New York Heart Association classification

L normal activity does not produce undue fatigue, dyspnea or coughing

IL. The patient is comfortable at rest, but ordinary physical activity causes fatigue, dyspnea or
coughing

111 The patient is comfortable at rest, but minimal exercise may produce fatigue, dyspnea or coughing.

Signs may also develop while the patient is in a recumbent position
Iv. Congestive heart failure, dyspnea and coughing are present even when the patient is at rest. Signs

are exaggerated by any physical activity

Tabelle 1: Einteilung der Schwere einer Herzerkrankung nach der funktionellen

Klassifikation der New York Heart Association aus Ettinger et al. (1970) (132)

Es besteht eine Abhédngigkeit der NYHA-Klassen zur Konzentration der BNP Werte. In einer
Studie von Dao (2000) lag der mittlere BNP-Wert bei 150pg/ml fiir die Klasse 1, 250pg/ml
fiir die Klasse 2, 550pg/ml fiir die Klasse 3 und 900pg/ml fiir die Klasse 4 (129).

Dieselbe Abhingigkeit belegen auch andere Studien. Lee et al. (2002) untersuchten BNP im
Plasma von Patienten in unterschiedlichen NYHA-Klassen. BNP korrelierte auch hier mit der
Schwere der Erkrankung. Bei Folgeuntersuchungen verbesserte oder verschlechterte sich zum
Teil die klinische Symptomatik der Patienten. Auch die BNP Werte verdnderten sich je nach
der neuen NYHA-Einteilung (133). Im Gegensatz hierzu steht die Studie von Yoshimura et
al. (1993). Hier konnte anhand von BNP keine Unterscheidung der NYHA-Klassen getroffen
werden. Limitierend war an dieser Studie sicherlich, dass alle untersuchten Patienten an einer
Mitralstenose litten. Da hier vor allem die Atrien volumeniiberlastet sind und die Synthese
von BNP beim Menschen hauptséchlich in den Ventrikeln stattfindet, konnte dies die Ursache

fiir das abweichende Resultat sein (13).

9.1.3 BNP zur Diagnose einer systolischen Dysfunktion

Charakteristische Kennzeichen einer systolischen Dysfunktion sind eine normale Fiillung des
Ventrikels und eine geringere Auswurfleistung. Eine geringe Auswurfleistung resultiert aus
einer verringerten Kontraktilitdt (Myokardversagen) oder einer ventrikuldren
Volumeniiberladung. Grundsétzlich fiihrt auch eine Druckiiberlastung zu einem spéteren

Zeitpunkt zu einer systolischen Dysfunktion. Allerdings erhoht eine Hypertrophie zunéchst
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die Kontraktilitit (79). Aus diesem Grund werden hier Krankheiten, die zu einer
Druckiiberlastung fiihren, diastolischen Dysfunktionen zugefiihrt.

Die Mdglichkeit asymptomatische Patienten mit bereits bestehender kardialer Dysfunktion zu
einem frithen Zeitpunkt zu erkennen, konnte zu einem grofen Fortschritt in der Diagnostik
von Herzerkrankungen fithren. Die richtige Diagnosestellung bei NYHA I-Patienten wiirde
eine sehr frilhe medikamentdse Intervention erlauben und das klinische Fortschreiten
verhindern (134).

Das Potential von BNP asymptomatische Patienten, welche echokardiographisch eine milde
linksventrikuldre Dysfunktion zeigen, herauszufiltern, wird kontrovers diskutiert. So konnten
Dao et al. in einer Studie demonstrieren, dass Patienten mit linksventrikuldrer Dysfunktion
ohne klinische Symptomatik 3-4mal hohere Werte als gesunde Kontrollpatienten aufwiesen
(129). Auch Yoshimura et al. (1993) zeigten, dass BNP bei NYHA I-Patienten mit
Mitralstenose signifikant hohere Werte als gesunde Kontrollpatienten hatten (13). Nach Friedl
et al. (1996) war nur BNP — nicht die anderen untersuchten Neurohormone - bei
asymptomatischen NYHA I-Patienten signifikant hoher als bei gesunden Kontrollen. In
kritischer Weise stellt er BNP allerdings als unzureichenden Faktor fiir ein Screening von
Populationen zur Diagnose von symptomloser linksventrikuldrer Dysfunktion dar, da
Sensitivitit und Spezifitit nicht ausreichend sind (135).

In einer vergleichenden Studie von Daggubati et al. (1997), in der verschiedene
neurohumorale Marker dargestellt wurden, konnte anhand von BNP keine Unterscheidung
von gesunden Kontrollpatienten und asymptomatischen Patienten der NYHA-Klasse |
gemacht werden (136). Um eine marginal verdnderte linksventrikuldre Funktion zu
entdecken, kann die Messung von BNP demnach nicht empfohlen werden (137, 138). Nielsen
et al. (2003) empfehlen in einer Studie mit 1257 willkiirlich ausgewéhlten Personen, bei
denen BNP Plasmawerte gemessen wurden, als ersten Ausschlusstest einen Fragebogen (mit
spezifischen Fragen zu Vorerkrankungen, familidrer Prédisposition etc.) und
Blutdruckmessung. Ein anschlieBender BNP Test konne anschlieBend die Patienten
aufzeigen, die zu einer echokardiographischen Untersuchung weiter iiberwiesen werden

sollten (139).

Anders ist die Situation bei Patienten mit bereits bestehender kardialer Problematik. Bei
Patienten mit vermuteter oder bestehender kardialer Erkrankung eignet sich BNP als
Screening Faktor einer Population. Anhand einer Messung der Ejektionsfraktion mit einer
Radionuklid-Ventrikulographie, kann eine schwache Abhdngigkeit von BNP zur

Ejektionsfraktion gefunden werden. Eine Ejektionsfraktion von 55% wird als normal erachtet,



Literatur 27

Patienten mit einer Ejektionsfraktion niedriger als 55% haben bereits signifikant hohere
Werte. Demnach eignet sich BNP als Screening-Test fiir Patienten mit vermuteter oder
bestehender linksventrikuldrer Dysfunktion (140). Auch Yamamoto et al. (2000)
verdffentlichten, dass BNP Plasmawerte bei symptomatischen Patienten das Vorhandensein
einer systolischen Dysfunktion vorhersagen (141). Eine Vielzahl von Studien unterstreichen
dies bei Patienten mit symptomatischer oder vermuteter kardialer Problematik aufgrund von
systolischer Dysfunktion (142-146). Effektiv konne demnach eine Messung von BNP bei
Risikopatienten, d.h. Patienten mit Hypertonie, Adipositas, familidren Herzerkrankungen etc.

sein (147).

Im Folgenden wird BNP als diagnostischer Marker bei ausgewéhlten Erkrankungen, die zu
einer systolischen Dysfunktion fiihren, beleuchtet. Tabelle 2 zeigt Erkrankungen auf, die mit

einer vornehmlich systolischen Dysfunktion verbunden sind.

Mechanisms leading to systolic heart failure

1. Myocardial failure
1. DCM
m. Myocarditis
n. Doxorubicin toxicity
0. Myocardial infarct

2. Volume overload
p. Valvular diseases: Endocardiosis, Endocarditis, valvular dysplasia
q. Patent ductus arteriosus

r.  Atrial septal defect

Tabelle 2: Mechanismen, die zu einer systolischen Dysfunktion fiihren modifiziert aus

Ettinger et al. (1970) (132)

Dilatative Kardiomyopathie

Bei Patienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie kann BNP neben Rontgen,
Elektrokardiographie, Echokardiographie und Herzkathetern zur Diagnose herangezogen
werden. Im Vergleich mit der hypertrophen Kardiomyopathie (HKM) findet man hier eine
wesentlich hohere BNP Ausschiittung. Dies ist wahrscheinlich auf die hochgradige

Volumeniiberlastung bei einer DCM zuriickzufiihren (148).
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Myokardinfarkte

Die linksventrikuldre Funktion von Patienten mit Myokardinfarkten steht in enger
Abhidngigkeit zur Hohe der BNP Plasmawerte. Diese Erkenntnis ist von besonderer
Bedeutung, da Captopril die Mortalitit von Infarktpatienten mit linksventrikuldrer
Dysfunktion bei rechtzeitiger Gabe verringert (149).

Gerade die Messung von BNP 1-4 Tage nach einem akuten Infarkt gibt zuverlédssige
Information iiber die Funktionsfdhigkeit des linken Ventrikels und den Grad der momentanen
Herzinsuffizienz und ist dabei anderen neuroendokrinen Markern (ANP, cGMP,
Katecholamine) deutlich iiberlegen (150). Die Hohe der BNP Plasmakonzentration steht in
engem Zusammenhang zum Zeitpunkt der Rekanalisation des betroffenen Koronargefif3es.
Eine frithe Rekanalisation (<6 Stunden) hat einen Anstieg der BNP Werte bis 24 Stunden
nach dem Infarkt zur Folge, wohingegen bei spiterer Rekanalisation ein stirkerer Anstieg bis
48 Stunden danach zu beobachten ist. Um die zukiinftige ventrikuldre Funktion nach einem
Infarkt abzuschidtzen, wird eine BNP Messung 24 Stunden nach einer Ischimie empfohlen
(151).

Besonders wichtig ist in diesem Zusammenhang die Identifikation von Risikopatienten
anhand von iibermiBig hohen BNP Werten und deren dementsprechend aggressivere Therapie

(152).

Kardiomyopathie nach Anthrazyklingabe

Eine Komplikation der Therapie mit Anthrazyklinen besteht in der Kardiotoxizitit, die zu
einer kongestiven Herzinsuffizienz fiihren kann. Zur Gruppe der Anthrazykline gehoren z. B.
Doxorubicin (Adriamycin®). Nach Anthrazyklintherapie zeigen sich meist transiente
Erhohungen von BNP im Plasma, fiir Patienten mit persistierender Erhohung von BNP
besteht ein hohes Risiko, eine dilatative Kardiomyopathie zu entwickeln (153). Ein Anstieg
der BNP Plasmawerte wird hierbei mit einer Verschlechterung der systolischen, aber auch
diastolischen Funktionsfahigkeit des Herzens assoziiert (154).

Zusammenfassend ist der Nutzen von BNP als frither und sensitiver Marker fiir eine
Anthrazyklin-induzierte Kardiomyopathie hervorzuheben, da spéte und irreversible Schiden

verhindert werden konnen (155).

Kardiomyopathie bei der Duchenne-Muskeldystrophie
Diese X-Chromosom gebundene progressive Krankheit fithrt zu einer Degeneration von
Muskelfasern. BNP wird hier zur schnelleren Diagnose der hiufig entstehenden

Kardiomyopathie verwendet, zumal aufgrund der schweren Muskelatrophie und
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Thoraxdeformation eine echokardiographische Untersuchung oft unmdglich ist. Die BNP

Plasmawerte korrelieren hier mit der linksventrikuldren Verkiirzungsfraktion (156).

Myokarditis

Die Chagas-Krankheit ist eine chronische Infektionskrankheit hervorgerufen durch
Trypanosoma cruzi. Diese Erkrankung ist in Lateinamerika endemisch und verursacht im
chronischen Stadium héufig eine Myokarditis. Auch hier zeigen Patienten mit beginnender
oder manifester Myokarditis erhohte BNP Werte aufgrund der verdnderten Funktionsfahigkeit
des linken Ventrikels. Die hohen Werte erlauben eine kostengiinstige Identifikation der
Patienten, die weitergehende Untersuchungen bendtigen (157).

Das Kawasaki-Syndrom bezeichnet eine Krankheit mit unbekannter Atiologie, die bei
Kindern neben entziindlichen Verdnderungen der Lymph- und Blutgefile zu einer
Myokarditis (mit folgender Herzinsuffizienz) fiihren kann. BNP wird hier als diagnostischer

Marker fiir eine Myokarditis verwendet (158).

Chronische Mitralklappeninsuffizienz

Brookes et al. (2002) untersuchten BNP Plasmawerte bei Patienten mit chronischer
Mitralklappeninsuffizienz. Bei allen Patienten lagen — verglichen mit Gesunden — hohere
BNP Werte vor. Diese korrelierten mit den NYHA-Klassen. Die schon bei
echokardiographisch unauffilligen Befunden erhdhten Werte lassen auf Verdnderungen im
ventrikuldren Myokard schlieen, die bereits zu einem frithen Zeitpunkt der Erkrankung
auftreten. In der Zukunft kann die defekte Herzklappe bei Patienten, die besonders hohe BNP

Werte aufweisen, schneller ersetzt werden (159).

9.1.4 BNP zur Diagnose einer diastolischen Dysfunktion

Eine diastolische Dysfunktion ist durch eine veridnderte ventrikuldre Fiillung gekennzeichnet.
Das verdnderte ventrikuldre Fiillungsmuster kann das Resultat einer schlechteren
Relaxationsphase des Ventrikels oder aber einer vermehrten Steife des Ventrikels sein. Eine
diastolische Dysfunktion fiihrt zu erhéhten Fiillungsdriicken.

BNP wurde hinsichtlich seines pradiktiven Wertes evaluiert und Lubien et al. ermittelten eine
Cut-off-Wert von 62 pg/ml zur Diagnose eines pathologischen Mitraleinstromprofils

(diastolische Dysfunktion) bei der Dopplerechokardiographie (160)
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BNP Werte stehen in Abhéngigkeit zur Progression einer diastolischen Dysfunktion (161).
Yamamoto et al. zeigten 1996, dass BNP zur Diagnose einer diastolischen Dysfunktion
anderen Markern (C-terminales ANP und N-terminales ANP) iiberlegen ist (142).

Die Plasmawerte von BNP konnen verlédsslich das Vorhandensein einer diastolischen
Dysfunktion (bestitigt durch Echokardiographie) vorhersagen (160). Allerdings sind die
Konzentrationssteigerungen von BNP weniger grof3 als bei Patienten mit systolischer oder

systolischer und diastolischer Dysfunktion (144).

BNP zur Diagnose einer Hypertrophie bei systemischer Hypertonie

Bei hypertensiven Patienten ohne linksventrikuldre Hypertrophie kann nur eine moderate
Erhohung der BNP Werte festgestellt werden (162).

Suzuki et al. (2000) demonstrierten, dass BNP Plasmawerte ein geeigneter Marker fiir die
Identifikation von solchen hypertensiven Patienten sind, die eine progressive kardiale
Hypertrophie entwickeln (163). Dabei kann BNP bei hypertensiven Patienten auch
unabhéngig von der Hypertrophie erhdht sein kann. Dies besonders bei Patienten, die eine
deutliche echokardiographische diastolische Dysfunktion vorweisen (164).

BNP korreliert zum einen mit dem Grad der linksventrikuldren Hypertrophie, zum anderen
mit der diastolischen Funktion. BNP kann als Marker fiir das ventrikuldre Remodeling bei

hypertensiven Patienten verwendet werden (165).

9.1.5 Rolle von BNP bei respiratorischen Erkrankungen

Chronische schwerwiegende Atemwegserkrankungen konnen als Komplikation zu
pulmonaler Hypertension und daraus resultierend zu Verdnderungen des rechten Herzens im
Sinne eines sog. Cor Pulmonale fithren. Untersuchungen ergaben, dass hohe BNP Werte ein
sehr niitzlicher und kostengiinstiger Marker fiir das Vorhandensein eines Cor Pulmonale sind
(166).

Nagaya et al. (1998) zeigten, dass BNP Plasmawerte bei rechtsventrikuldrer Druckiiberlastung
und auch bei rechtsventrikuldrer Volumeniiberlastung anstiegen. Als Modell fiir eine
rechtsventrikuldre Volumeniiberlastung wurden Patienten mit Atriumseptumdefekten
herangezogen, fiir die Druckiiberlastung wurde BNP bei Patienten mit pulmonérer
Hypertension herangezogen. Besonders hohe Werte waren bei Druckiiberlastung zu
beobachten. Die Autoren folgerten, dass die BNP Sekretion im Verhiltnis zum Grad der

rechtsventrikuldren Dysfunktion anstieg (167).
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9.2 BNP als prognostischer Marker

Man vermutete schon frith, dass BNP anderen Neurohormonen (z.B. ANP) in der
Risikoeinschdtzung nach Myokardinfarkten iiberlegen sein konnte. Dies liegt unter anderem
daran, dass BNP zwar vom gesamten ventrikuldren Myokard freigesetzt wird, aber besonders
von der Infarktzone (168). Dies fiihrt zu der Annahme, dass ein Anstieg des Plasma BNP
abhéngig von der GroBle des Infarktes und der Schwere der ventrikuldren Dysfunktion sei.
Diese Faktoren ihrerseits stehen in enger Beziehung zur Prognose (169). Die Hohe der BNP
Plasmawerte in den ersten Tagen nach einem akuten Myokardinfarkt korrelieren mit der
Entwicklung einer kongestiven Herzinsuffizienz und der Mortalitdt in den néichsten 12
Monaten (152). Myokardinfarkte verursachen komplexe Umbauvorgénge in der ventrikuldren
Architektur, die in einer Dilatation und Hypertrophie des nicht infarzierten Myokards
resultieren, sowie in einer Wandverdiinnung in der Infarktzone. Die VergroBerung nicht
infarzierten Myokards (sog. Remodeling) vollzieht sich iiber Monate nach dem Infarkt und ist
mit einer schlechteren Prognose verbunden. Persistierend hohe BNP Werte nach einem
Myokardinfarkt dienen als komplexer prognostischer Indikator fiir progressives ventrikuléres
Remodeling (170, 171).

Auch bei Patienten mit stabiler und instabiler Angina pectoris sind BNP Werte von
prognostischem Wert. Patienten mit instabiler Angina haben hohere Werte als solche mit
stabiler Angina (172). Auch hier zeigen Patienten, die eine kurze Uberlebenszeit haben,
hohere Werte (173).

Bei Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz kann BNP Risikopatienten herausfiltern (174).
Unter den Patienten, die wihrend ihres Klinikaufenthaltes steigende BNP Werte trotz
Therapie zeigen, sind hiufiger Todesfélle und stationdre Wiederaufnahmen zu sehen. Dabei
zeigen BNP Werte unter 430pg/ml einen starken negativ prddiktiven Wert fiir die
Wiederaufnahme der Patienten (175). Maeda et al. (2000) fiihrten in einer Studie mit 112
Probanden mit kongestiver Herzinsuffizienz (NYHA-Klassen 3 oder 4), Messungen von BNP
vor und 3 Monate nach optimierter Therapie durch. Hierbei zeigte sich, dass hohe BNP Werte
auch nach verbesserter Therapie ein unabhéngiger prognostischer Marker fiir Mortalitét und
Morbiditét sind — und dies unabhingig von einer Verbesserung der echokardiographischen
Parameter oder Symptome (176). Dies legt Plasma BNP als sinnvollen und kosteneffizienten
Prognosemarker nahe, welcher im klinischen Alltag die Patienten identifizieren kann, die eine

intensivere Therapie und héufigere Kontrollen bendtigen (174).
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Auch bei pulmonaler Hypertension, verbunden mit rechtsventrikuldren Verdnderungen (Cor
Pulmonale), konnen erhohte BNP Werte wichtige prognostische Hinweise liefern. Sehr hohe
Plasmawerte sind mit einer erhohten Mortalitéit (innerhalb 24 Monaten) verbunden. Diese sind
unabhdngig von bestimmten himodynamischen und klinischen Variablen (167). Auch andere
Studien belegen, dass erhohte BNP Werte bei Patienten mit Cor Pulmonale mit einer erhohten

Mortalitét korrelieren (177).

10 Klinische Bedeutung von BNP in der Tiermedizin

In der Veterindrmedizin konnte aus vielen Griinden eine Messung von BNP und auch anderen
biochemischen Markern von groBem Nutzen sein. Die Aussicht, Hunde mit
asymptomatischen Herzerkrankungen mithilfe von Plasma BNP zu identifizieren, erscheint in
vielerlei Hinsicht sinnvoll. Damit konnten auch Tierdrzte ohne spezielle kardiologische
Ausbildung Tiere mit Herzerkrankungen sicherer und frither erkennen. Dies wiirde bei
gesunden Tieren unnotige Medikationen vermeiden helfen und andererseits bei kranken
Tieren eine frithere medikamentdse Intervention ermoglichen. Die BNP Messung kann andere
diagnostische Mittel wie z. B. Rontgen im Falle eines Befundes (z. B. Kardiomegalie)
ergdnzen. Eine andere Anwendungsmoglichkeit ist das Messen von BNP bei bestimmten
Rassen, die zu Kardiomyopathien neigen (178).

Auch bei Hunden korreliert der BNP-Spiegel mit Verdnderungen des intrakardialen Druckes,
wie sie bei der Entstehung einer kongestiven Herzinsuffizienz vorliegt. Allerdings zeigt BNP
eine geringere Plasmaspiegelerhohung als ANP (179). Ein signifikanter Unterschied liegt in
der Hohe von BNP bei Hunden mit kompensierten Herzkrankheiten gegeniiber
dekompensierten Herzkrankheiten. Die Hohe des Plasma BNP steht in Zusammenhang mit
den NYHA-Klassen, allerdings bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen NYHA
IV und I gegeniiber I und II. Einschrdnkend muss erwidhnt werden, dass dieser Studie sehr
geringe Fallzahlen zugrunde liegen (6 Hunde) (180).

Tessier et al. demonstrierten 2002, dass sich BNP als biochemischer Marker fiir
asymptomatische linksventrikuldre Dysfunktion eignet. Hierbei wurden asymptomatische
Hunde mit einer X-chromosomalen Mutation des Dystrophingens (Tiermodell fiir DCM)

anhand von BNP Messung und Echokardiographie mit gesunden Kontrollen verglichen. Trotz
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unauffilliger echokardiographischer Ergebnisse war ein signifikanter Unterschied der BNP
Plasmawerte der Hunde mit normalem Genotyp und der Hunde mit Golden Retriever-
Muskeldystrophie (181).

MacDonald et al. veroffentlichten 2003 eine Studie iliber Hunde mit erworbener
Mitralklappeninsuffizienz. Hier wurde eine progressive Erhohung der BNP Werte im
Verhiltnis zur Schwere der Krankheit festgestellt. AuBerdem bestand ein signifikanter
Unterschied der BNP Werte von gesunden Hunden und solchen, die an einer mittelgradigen
Mitralinsuffizienz ohne rontgenologische Hinweise auf Kongestion litten. Auflerdem zeigte
sich eine Korrelation der BNP Werte mit der Mortalitdt der Patienten (182).

Auch beim Hund bietet die BNP Messung eine zukunftsweisende Perspektive, respiratorische

Krankheiten schnell von kardialen Problemen abzugrenzen (183).

11 Bedeutung von BNP fiir die Therapie von Herzkrankheiten

11.1 Die Verabreichung von BNP als Therapie

Der Gebrauch von BNP als therapeutisches Agens profitiert von seinen physiologischen
Wirkungen wie z. B. Vasodilatation, Natriurese, Diurese, aber vor allem durch die
Antagonisierung des RAAS. Im Gegensatz hierzu stimulieren viele Vasodilatatoren und
Diuretika das RAAS (184).

Die Infusion von BNP bei gesunden Hunden und bei Hunden mit kongestiver
Herzinsuffizienz fiihrt zu einer Vor- und Nachlastsenkung mit einer Verringerung des
pulmonalen Druckes und des systemischen Widerstandes sowie einer Stidrkung der
diastolischen und systolischen Funktion des Herzens (80). Die Stirke und die Dauer dieser
hdmodynamischen Verbesserungen sind bei herzkranken Patienten dosisabhingig (185).

In einer Studie von Chen et al. (2000) wurden die kardiorenalen und endokrinen Wirkungen
bei wiederholter subkutaner Gabe von BNP bei Hunden mit experimenteller Herzinsuffizienz
dargestellt. Die subkutane Gabe von BNP fiihrte zu einer raschen Absorption von BNP, einer

Verbesserung des Herzauswurfes, einer Verringerung des systemischen peripheren
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Widerstandes und zu keiner Aktivierung des RAAS. Die subkutane Verabreichung von BNP
stellt eine potentiell neue Therapiestrategie dar (186).

Bei Patienten mit Hypertension verdndert eine BNP Infusion die kardiale Funktion nicht,
allerdings wird die Natriurese und Diurese angeregt (187).

Cargill et al. (1996) demonstrierten, dass eine BNP Infusion bei Patienten mit Cor Pulmonale
zu einer pulmonalen Vasodilatation und einer Unterdriickung der Aldosteronsekretion fiihrt
und dies ohne Verschlechterung der Sauerstoffsittigung (188).

Die klinische Anwendung von BNP als Therapeutikum bleibt dennoch beschréinkt, da nur
eine sehr kurze Wirkzeit nach Infusion von BNP besteht. Dies ist in der kurzen
Plasmahalbwertszeit begriindet. Eine orale Gabe von BNP ist aufgrund der Peptidstruktur
nicht moglich; so eignet sich eine BNP Infusion nur fiir kurzfristige Fragestellungen (184).
Die subkutane Gabe von BNP stellt ein neues Therapieprinzip dar, die Untersuchung der

Wirksamkeit dieses neuen Konzeptes benotigt noch weitere klinische Studien.

11.2 Hemmung des Abbaus von BNP

Ein neuer therapeutischer Ansatz in der Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz ist die
Gabe von Hemmern der neutralen Endopeptidase. Damit wird eine Degradation von BNP und
ANP verhindert und damit die Halbwertszeit der natriuretischen Peptide erhoht. Die Stabilitét
und Selektivitdt der Bindung der Inhibitoren an die NEP wird durch eine Kombination von
Hydrogenbriicken, Van der Waalsche Kréften und ionischen Interaktionen erreicht. Im
Moment gibt es vier verschiedene Wirkstoffklassen (75).

Bei Patienten mit chronischer kongestiver Herzinsuffizienz fithrt die Gabe des
Endopeptpidasechemmers Candoxatrilat zu einer signifikant erhdhten Natriurese und
verminderten kardialen Fiillungsdriicken (189). Allerdings bewirkt Candoxatrilat keine
Blutdrucksenkung bei Patienten mit essentieller Hypertension. Dies ist wahrscheinlich die
Folge einer Angiotensin II vermittelten Vasokonstriktion (190). Experimentelle
Voruntersuchungen lassen vermuten, dass eine NEP-Hemmung eine protektive Wirkung auf
die Gefalwand habe. Dies ldsst den Schluss zu, dass NEP-Inhibition auch die kardiovaskulire
Prognose positiv beeinflussen kdnne (83).

Ein weiteres neues Therapiekonzept in der Behandlung der Hypertonie und der
Herzinsuffizienz ist die sog. Vasopeptidase-Hemmung. Dies ist die gleichzeitige Hemmung

des Angiotensin-Konversions-Enzyms und der NEP durch eine einzige chemische Substanz.
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Dadurch werden gleichzeitig die ungiinstige Wirkung des RAAS vermindert und die
giinstigen Effekte der endogenen natriuretischen Peptide verstérkt. Die Folge einer derartigen
dualen Inhibition besteht in einer synergistischen Reduktion der Vasokonstriktion und
Verstidrkung der Vasodilatation; dadurch wird eine effektivere Blutdrucksenkung erreicht
(75). In einer Studie von Favrat et al. (1995) konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit
essentieller Hypertension weder ein NEP-Hemmer alleine noch Captopril alleine zu einer
signifikanten Verdnderung des Blutdruckes fiihrte, die Kombination dieser beiden allerdings
senkte den Blutdruck in signifikanter Weise (191). Omapatrilat ist der bekannteste und
modernste Vasopeptidase-Hemmer, es besteht eine gleichgrofle Affinitdt in der Hemmung
von ACE und NEP. Omapatrilat senkt den Blutdruck stirker als Lisinopril und als Amlodipin
(Calcium-Kanal-Blocker). AuBlerdem zeigt eine Behandlung mit Omapatrilat gegeniiber
Lisinopril bei Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz eine Verbesserung der NYHA-
Klasse und eine Verbesserung der Langzeitprognose (192). Auch bei Hunden bewirkt
Omapatrilat mit oder ohne Diuretikum vergleichbar giinstige kardiorenale und humorale
Antworten wie ein Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer (ACEI) und ein Diuretikum
(193).

Momentan wird groe Hoffnung in die Vasopeptidasehemmer gesetzt, die als Therapie bei
Hypertension, kongestiver Herzinsuffizienz und vaskuldrem Remodeling dienen konnten. Die
Sicherheit der Vasopeptidasehemmer wird in zahlreichen Studien erprobt, besonders die

Gefahr des Angioddems (75).

11.3 Therapiemodifikationen anlehnend an BNP Konzentrationen

Neben der Suche nach spezifischen Medikamenten zur Verbesserung der Symptomatik bei
kardiovaskuldren Erkrankungen stellt die Anlehnung der Therapie an biochemische Parameter
einen Meilenstein dar. Troughton et al. (2000) verwendeten BNP Plasmawerte als Vorlage fiir
die Titration einer Therapie. In dieser Studie wurde bei 69 Patienten mit symptomatischer
Herzinsuffizienz die Therapie (ACEI, Vasodilatatoren, Diuretika) von
Plasmakonzentrationen von N-terminalem BNP oder einer klinischen Einteilung (sog.
Framingham Kriterien) geleitet. Bei Patienten, bei denen die jeweiligen Ziele wihrend der
Therapie nicht erreicht wurden, wurde die Therapie schrittweise erhoht. Das Ziel beziiglich

der BNP Werte war, unter Therapie BNP Werte im Referenzbereich zu erreichen.
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In der BNP Gruppe fiihrte dieses Protokoll zur Gabe von hoheren ACEI und Diuretika Gaben
im Vergleich zur Framingham-Gruppe. Nach 9,5 Monaten zeigten sich hdufiger
kardiovaskuldre Zwischenfille in der Framingham-Gruppe (194). Diese Studie représentiert
einen neuen Schritt bei der Suche nach Therapieverbesserungen. Eine andere Studie mit 20
Patienten zeigte bei der Gruppe, in der die ACEI Dosen nach BNP Werten titriert wurde, eine
stirkere Inhibition des RAAS und eine stirkere Reduktion der Herzfrequenz (195).

11.4 Wechselwirkung zwischen BNP und Herzmedikamenten

ACEI und B-Blocker sind Standardmedikamente in der Behandlung der Herzinsuffizienz, da
sie nachweislich die Mortalitit reduzieren. Da diese Substanzen das neurohumorale System
antagonisieren, fithrt der Gebrauch von ACEI zu einer frithen, dosisabhdngigen und
anhaltenden Reduktion der natriuretischen Peptide im Blut (195, 196). In der Folge eines
Myokardinfarktes kann die Gabe eines ACEI den zweiten Anstieg der BNP Werte verhindern,
der bei beginnendem ventrikulirem Remodeling auftritt (197).

Die Wechselwirkungen zwischen B-Blockern und BNP Werten scheinen komplexerer Natur
zu sein. Einerseits senken natriuretische Peptide den Sympathikustonus, andererseits erhdht
die Gabe von B-Blockern die BNP Plasmawerte (198). Moglicherweise spiegeln BNP
Plasmawerte die Wirksamkeit der B-Blocker wieder. In einer Studie mit 415 Patienten mit
kongestiver Herzinsuffizienz, die mit Carvedilol behandelt wurden, zeigte sich eine
signifikante Reduktion der Mortalitét bei den Patienten, bei denen die BNP Werte iiber 82

pg/ml lagen (199).
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III Material und Methoden

1 Patientengut

Zur Erstellung der Referenzwerte wurden Blutproben von 79 Hunden untersucht. Die Hunde
waren entweder Patienten der I. Medizinischen Tierklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitdit Miinchen oder gesunde Hunde im Privatbesitz von Tierdrzten und
Tiermedizinstudenten. Den Hunden wurde im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen Blut
genommen.

Klinikpatienten wurden nur dann in die Studie aufgenommen, wenn sie ohne kardiale
Krankheitssymptome vorgestellt wurden oder die Blutentnahme kurz vor Entlassung erfolgte

und sie nach erfolgreicher Behandlung als geheilt entlassen werden konnten.

Bei den Hunden handelte es sich um 23 Mischlingshunde und 56 Rassehunde (Tabelle 3), die
sich 27 Hunderassen zuordnen lieflen: Boxer, Deutscher Schiferhund, Golden Retriever,
Husky, Howawart, Mischlingshund, Rottweiler und Sheltie waren dabei die am hiufigsten
vertretenen Rassen (Abbildung 4). Fiir die statistische Auswertung wurden dabei nur die
hdufigsten Rassen verwendet, die anderen Rassehunde wurden in einer Gruppe

zusammengefasst.

41 Riiden und 38 Hiindinnen wurden in die Studie aufgenommen. Dies entspricht 52 %
minnliche Tiere und 48 % weibliche Tiere. Dabei waren 13 ménnliche und 21 weibliche

Tiere kastriert bzw. ovariohysterektomiert (Abbildung 5).

Das Alter der in die Studie aufgenommenen Hunde lag zwischen 3 Monaten und 15 Jahren

bei einem Mittelwert von 4,8 Jahren (Abbildung 6).

Je nach Gewicht wurden die untersuchten Probanden in verschiedene Gruppen eingeteilt:
Gruppe K (klein): <10kg, Gruppe M (mittel): 10-25kg, Gruppe G (groB3): >25kg. Dabei waren
11 Hunde in der Gruppe K, 18 Hunde in der Gruppe M und 50 Hunde in der Gruppe G
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(Abbildung 7). Bei prozentualer Berechnung gehdrten 14 % der Probanden zu der Gruppe K,

23 % zu der Gruppe M und 63 % zu der Gruppe G.

Hunderasse Anzahl | Prozent | Hunderasse Anzahl | Prozent
Berger de Beauce n=1 1,3 % Howawart n=3 3,8 %
Boxer n=3 3,8% Kleiner Miinsterldnder |n=1 1,3%
Bobtail n=1 1,3% Kleinspitz n=2 2,5%
Berner Sennenhund n=1 1,3% Mix n=23 29,1 %
Border Terrier n=1 1,3% Alaskan Malamute n=1 1,3%
Maremmer
Deutsche Dogge n=1 1,3 % n=1 1,3 %
Schéferhund
Dalmatiner n=1 1,3% Magyar Vizsla n=1 1,3%
Dobermann n=1 1,3% Neufundlander n=1 1,3%
Deutscher Schéferhund | n=9 11,4 % Rauhaardackel n=2 2,5%
Deutsche Wachtel n=1 1,3 % Rottweiler n=4 5,1%
Englischer Setter n=1 1,3 % Schappendoe n=2 2,5 %
Flat Coated Retriever | n=1 1,3 % Sheltie n=3 3,8 %
Golden Retriever n=7 8,9 % Weimaraner n=1 1,3 %
Husky n=4 5,1% Zwergpinscher n=1 1,3%

Tabelle 3: Anzahl und Prozent der Probanden in den einzelnen Hunderassen, n = 79
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2 Untersuchung

2.1 Klinische Allgemeinuntersuchung

Nach der Feststellung von Alter, Rasse, Geschlecht und Gewicht der untersuchten Hunde
wurde der Vorbericht aufgenommen. Hierbei wurde erfragt, ob Leistungsinsuffizienz, Husten
oder Synkopen vorlagen. Keiner der vorgestellten Hunde zeigte eines dieser Symptome.

Die klinische Allgemeinuntersuchung war bei allen untersuchten Tieren unauffillig.
Besonderer Wert wurde auf die Untersuchung des Kreislaufes gelegt. Hierbei erfolgten eine
palpatorische Beurteilung des Pulses, eine Beurteilung der Schleimhédute sowie eine
Auskultation des Herzens. Keiner der untersuchten Hunde zeigte ein pathologisches
Herzgerdusch oder andere auskultatorische Auffalligkeiten.

Um die klinische Gesundheit der Probanden zu verifizieren, wurde bei jedem Tier ein
komplettes Blutbild erstellt, sowie die Parameter Harnstoff, Kreatinin, Alkalische
Phosphatase, Bilirubin, Gesamteiweill, Albumin und die Elektrolyte (Kalium, Phosphat,
Natrium, Chlorid) bestimmt.

2.2 Echokardiographische Untersuchung

2.2.1 Allgemeines

Bei allen Probanden wurde die Echokardiographie am liegenden Patienten unsediert in rechter
und linker Seitenlage durchgefiihrt. Es wurde ein spezieller Untersuchungstisch genutzt, der
eine Aussparung auf der Hohe des Herzens zur leichteren Untersuchung aufwies. Um eine
moglichst gute Ankopplung zwischen Haut und Schallkopf zu erzielen, wurde sowohl 70%
iger Alkohol (m/m) als auch reichlich Kontaktgel aufgetragen. Ein Scheren der Haare war bei
keinem Hund erforderlich. Wiahrend der Untersuchung wurde simultan ein einkanaliges EKG

aufgezeichnet.
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Fiir alle Hunde wurde ein 6 Megahertz Schallkopf verwendet. Alle Probanden wurden mit
dem Gerit der I. Medizinischen Tierklinik (GE Logiq® 400, GE Medical Systems, Cedex,

Frankreich) untersucht.

2.2.2 Zweidimensionale Echokardiographie

Von rechts-parasternal wurde in der Léngsachse der Vierkammerblick eingestellt. Auf diese
Weise wurden der linke Vorhof, die Mitralklappe und das Myokard des Septums und der
freien linksventrikuldren Wand beurteilt. Soweit einsehbar konnten auch das rechte Atrium,
die Trikuspidalklappe und der rechte Ventrikel beurteilt werden. Die Aorta wurde durch
leichtes Drehen des Schallkopfes aus dem Vierkammerblick eingestellt und beurteilt. In der
Kurzachse von rechts-parasternal wurden vier Standardebenen, die sich in Hohe der
Herzspitze, der Papillarmuskeln, der Mitral- und der Aortenklappe befinden, eingestellt. Zur
umfassenden Beurteilung der Herzkammern gehorte auch die apikale Darstellung im
Vierkammerblick von der linken Thoraxseite aus. Von dieser Vierkavitétenansicht sind die
Kammern und Vorhohe gut sowie Teile der sie trennenden Scheidewénde bedingt erfassbar.
Durch leichtes Drehen des Schallkopfes wurde dann die Aortenklappe und ein Teil der Aorta
ascendens sichtbar. Da der Truncus Pulmonalis von der rechten Thoraxseite oft schlecht
darzustellen ist, wurde er bei allen Hunden auch von links-apikal eingestellt. Bei keinem der

untersuchten Hunde wurde hierbei eine Besonderheit festgestellt.

2.2.3 Echokardiographische Messungen

Um eine Quantifizierung der einzelnen Strukturen zu erreichen, wurde bei der Beurteilung des
linken Atriums sowohl eine Messung von rechts-parasternal in der Langsachse als auch in der
Kurzachse durchgefiihrt. Der maximale Durchmesser des linken Vorhofs wurde im rechts-
parasternalen Vierkammerblick parallel zum Mitralklappenring in Systole ermittelt.

Die linksventrikuldren Dimensionen wurden bei allen Probanden mindestens einmal in der
rechts-parasternalen Kurz- und Léngsachse in der motion-mode Echokardiographie (M-
Mode) ausgemessen. Diese Messung erfolgte in der Lidngsachse in Hohe der Chordae
tendinae parallel zum Mitralklappenring. Dabei wurde der Durchmesser des
interventrikuldren Septums (IVS), des linken Ventrikels (LVD) und der freien Wand des
linken Ventrikels (LVPW) in Systole und Diastole gemessen. Aus den ermittelten
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Messwerten wurde die linksventrikuldre segmentale Verkiirzungsfraktion (LV FS) berechnet
[LV FS(%)=(LVDd-LVDs)/LVDd] (200). In der Kurzachse wurde zwischen den
Papillarmuskeln auf dieselbe Weise gemessen.

Die Werte der untersuchten Hunde lagen im Referenzbereich, es lag keine Vergroferung des
linken Atriums vor, die Messung der linksventrikuliren Dimensionen lag bei den

verschiedenen Hunderassen im Referenzbereich.

2.2.4 Dopplerechokardiographie

Die Blutflussprofile von Aorta und Pulmonalis wurden bei allen Hunden mit dem
kontinuierlichem Dopplerverfahren (CW-Doppler) aufgezeichnet und dabei die maximalen
Geschwindigkeiten ermittelt. Das farbkodierte Dopplerverfahren wurde verwendet um
eventuelle Regurgitationen an Aorten-, Pulmonal-, Mitral- und Trikuspidalklappe zu

ermitteln.

Es konnten bei den Probanden keine Insuffizienzen oder erhohte Geschwindigkeiten ermittelt

werden, lediglich physiologische Regurgitationen, die als nicht krankhaft eingestuft wurden.

3  Probenverarbeitung

3.1 Probenentnahme

Das Blut wurde bei allen Probanden aus der Vena cephalica antebrachii mit sterilen
Einmalkaniilen (Sterikan® 0,9*40 mm, Firma B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
entnommen. Die Punktionsstelle wurde zuvor desinfiziert und die Vene von einem Helfer
gestaut. Das Blut konnte an der Wand des Rohrchens frei abflieBen.

Die Vollblutsammlung erfolgte in einem (bei -20 °C) eisgekiihlten Probengefdll mit
Antikoagulanz (K-EDTA-beschichtetes Rohrchen, 5 ml, Sarstedt Aktiengesellschaft & Co,
Niimbrecht).
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3.2 Probenaufbereitung

Die Probenaufbereitung wurde nicht nach der vom Hersteller des Radioimmunoassays
empfohlenen Methode vorgenommen, sondern nach dem Verfahren von Borgeson et al.
(1998). Die Blutproben wurden sofort nach der Entnahme bei 4 °C mit 1600 x g fiir 10
Minuten zentrifugiert. Je 1 ml Plasma wurde in Polystyren-Réhrchen (PS-Roéhrchen 13 x
75mm, Sarstedt Aktiengesellschaft & Co, Niirmbrecht) pipettiert und bis zur Durchfiihrung
des Radioimmunoassays bei -70 °C aufbewahrt (37).

4  Durchfithrung des Tests

4.1 BNP-Extraktion

Auch die Plasmaextraktion wurde nicht nach der vom Hersteller des Radioimmunoassays
empfohlenen Methode durchgefiihrt, sondern nach dem Verfahren von Borgeson et al. (1998).
Zur Plasmaextraktion wurden C-8 Sdulen (Bond Elut® C8, Varian Incorporated, Harbor City,
USA) verwendet. Diese Séulen wurden mit 4 ml 100 %igem Methanol (Methanol zur
Analyse, Merck KGaA, Darmstadt) und anschliefend mit 4 ml Aqua ad injectionem (Firma
B. Braun Melsungen AG, Melsungen) aktiviert. Der nichste Schritt bestand in einer
Ansduerung des Plasmas mit 1 ml 0,5 %iger (m/v) Trifluoressigsidure (TFA)
(Trifluoressigsdure 99 %, Milwaukee, USA) und anschlieBender Zentrifugation bei 10.000 x g
fiir 20 Minuten bei 4 °C. Der Uberstand des Plasmas wurde auf die vorbereiteten Siulen
gegeben. Danach wurden die Séulen mit 2 ml 0,9 %iger (m/v) Natriumchloridlosung (isotone
Kochsalzlosung, Firma B. Braun Melsungen AG, Melsungen), 6 ml Aqua ad injectionem und
1 ml 100 %igem Methanol gewaschen. Anschliefend wurde das zu isolierende BNP mit einer
Losung von 2 ml 90 % igem Methanol in 1 % iger TFA eluiert. Die erhaltenen Proben wurden
in 13x75 mm PS-Réhrchen aufgefangen und in einem Speed Vac Concentrator (Integrated

Speed Vac® System ISS100-230, Savant Instruments Incorporated, Farmingdale, USA) iiber
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Nacht (8-12h) bei niedriger Trocknungsstufe verdampft und dann bis zur Durchfiihrung des

Radioimmunoassays bei -70 °C eingefroren.

4.2 Radioimmunoassay

4.2.1 Testprinzip

Die Durchfithrung des Radioimmunoassays erfolgte an 3 aufeinander folgenden Tagen. Es
wurde ein kommerzieller Radioimmunoassay fiir kanines BNP verwendet (BNP-32 canine
RIA Kit, PhoenixPeptide, Belmont, USA). Das Antiserum, das in diesem Test verwendet
wird, wurde gegen eine synthetische Form des kaninen BNP-32 gezogen.

125

Der vorliegende RIA basiert auf einer kompetitiven Hemmung. Das mit “J radioaktiv

markierte Peptid ('*

J-Peptid) konkurriert mit zugesetztem BNP-32 (entweder Standard oder
unbekanntes Peptid) um eine begrenzte Anzahl von Bindungsstellen am Antikdrper. Diese
Antikorper sind spezifisch fiir natiirlich vorkommendes und synthetisches BNP-32 und ihre
Konzentration ist kleiner als die Konzentration des markierten Antigens. Wenn die Menge
von Standard oder unbekanntem Peptid in der Reaktion zunimmt, verringert sich der Anteil

125
des gebundenen

J-Peptids. Das bedeutet, dass die Menge an gebundenem markierten
Antigen umgekehrt proportional zu der Menge an unmarkiertem Antigen ist. Durch die
Messung der Menge des gebundenen '*’J-Peptids ist es mdglich eine Standard-Kurve

herzustellen, woraus die unbekannte Quantitdt des BNP-32 ermittelt werden kann.

4.2.2 Herstellung der Reagenzien und Standards

Am ersten Tag wird das RIA-Puffer-Konzentrat mit 150 ml Aqua ad injectionem verdiinnt.
Dieser Puffer dient zur Rekonstitution aller verwendeten Komponenten. Zuerst wird das
Standardpeptid mit 1 ml RIA-Puffer gelost, auf dem Vortexer (Vortex Genie 2™, Bender &
Hobein AG, Ziirich, Schweiz) gemischt und dann auf Eis gelagert. Das Kaninchen-Anti-
Peptid-Serum wird in 13 ml RIA-Puffer geldst, gut gemischt und dann ebenfalls auf Eis
gelagert. Auch die extrahierten und eingetrockneten Blutproben werden mit je 250 ul RIA-
Puffer versetzt und gemischt, um eine vollstindige Auflésung der Trockensubstanz zu

gewihrleisten. Auch hier erfolgt eine sofortige Lagerung auf Eis.
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Zur Herstellung der Standardkurve wird eine Verdiinnungsreihe hergestellt (Tabelle 4).

Bezeichnung Probe RIA Puffer Menge des
Standardpeptids in
100 pl
Basis Standardpeptid I ml

0 10 pl von Basis 990 ul
A 10 ul von 0 990 ul 128 pg/ Probe
B 500 pl von A 500 pl 64 pg/Probe
C 500 pl von B 500 pl 32 pg/Probe
D 500 pl von C 500 pl 16 pg/Probe
E 500 pl von D 500 pl 8 pg/Probe
F 500 pl von E 500 pl 4 pg/Probe
G 500 pl von F 500 pl 2 pg/Probe
H 500 pl von G 500 pl 1 pg/Probe

Tabelle 4: Verdiinnungsreihe zur Herstellung der Standardkurve

Fiir den zweiten Tag des RIA-Protokolls wird das radioaktive '*’J-Peptid mit 13 ml RIA
Puffer verdiinnt. Am dritten Tag wird das lyophilisierte Ziege-Anti-Kaninchen IgG (GAR) in
13 ml RIA Puffer geldst, gemischt und auf Eis gestellt. Ebenso wird bei der Herstellung des

normalen Kaninchenserums (NRS) verfahren.

4.2.3 Durchfiihrung des RIAs

Tag 1

Im Anschluss an die Herstellung der Standardkurve werden alle Rohrchen fiir die zu
untersuchenden Proben und die Standards beschriftet und die Proben in Polystyren-Réhrchen
(PS-Rohrchen 13x75mm, Sarstedt Aktiengesellschaft & Co, Niirmbrecht) pipettiert. Die
Herstellung der Total Counts (TC), nicht spezifische Bindungen (NSB) und gesamten
Bindungen (TB) wurde anhand von Tabelle 5 durchgefiihrt. Fiir die Standards H bis A wird
100 pl in je 2 Rohrchen pipettiert. Auch von den Blutproben mit unbekannter Quantitét des
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Peptids wird je 100 pl in zwei Rohrchen gegeben, um fiir jeden Patienten eine Doppelprobe
zu erhalten.

Zu allen Proben aufler TC und NSB wird 100 pl des gelosten primdren Antikorpers
(Kaninchen-Anti-Peptid-Serum) gegeben. Alle Proben werden auf dem Vortexer gut gemischt

und mit einem feuchten Tuch bedeckt fiir 16-24 Stunden bei 4°C inkubiert.

Rohrchen Inhalt RIA-Puffer | Standard | Primirer 5y
oder Antikorper
Blutprobe
TC 1,2 Total Counts 100 pl
NSB 1,2 Nicht-spezifische 200 pl 100 pl
Bindung
TB 1,2 Gesamte 100 pl 100 pl 100 pl
Bindung

7,8 H Standard 100 pl 100 pl 100 pl
9,10 G Standard 100 pl 100 pl 100 pl
11,12 F Standard 100 pl 100 pl 100 pl
13,14 E Standard 100 pl 100 pl 100 pl
15,16 D Standard 100 pl 100 pl 100 pl
17,18 C Standard 100 pl 100 pl 100 pl
19,20 B Standard 100 pl 100 pl 100 pl
21,22 A Standard 100 pl 100 pl 100 pl
23,24 Probe 1 100 pl 100 pl 100 pl
25,26 Probe 2 100 pl 100 pl 100 pl
27,27 Probe 3 100 pl 100 pl 100 pl
Etc. Etc. 100 pl 100 pl 100 pl

Tabelle 5: Inhalte aller Testrohrchen vor der ersten Inkubation
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Tag 2

Am 2. Tag wird zunichst die Konzentration der sog. Tracer Solution, d.h. der Losung mit
dem radioaktiv markierten Peptid, gemessen. Hierbei sollte in 100 pl der Losung eine
ungefihre Konzentration von 8.000-10.000 counts per minute (cpm) vorhanden sein. Es
werden 10 pul des Konzentrats entnommen und die Radioaktivitdt im Gamma Counter (1470
Wizard®, Wallac, Turku, Finnland) gemessen, wobei die Konzentration in 10 pl zwischen
800-1000 cpm liegen sollte. Bis zum Erhalt der gewiinschten Konzentration wird die Tracer
Solution mit RIA Puffer verdiinnt. AnschlieBend wird jede Probe mit 100 pl dieser Tracer
Solution versehen. Nach einer guten Durchmischung aller Proben erfolgt eine erneute

Inkubation fiir 16-24 Stunden bei 4°C.

Tag 3

Zur Fillung des Antigen-Antikorper-Komplexes werden am 3.Tag alle R6hrchen aufler den
TC-Rohrchen mit 100 ul GAR versetzt. AuBler zu den beiden TC-Ro6hrchen werden 100 pl
NRS zu allen Réhrchen zugefiigt. Nach einer sorgfiltigen Durchmischung auf dem Vortexer
erfolgt eine 90-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Nachfolgend werden 500 pl RIA
Puffer zugegeben, auler in die TC-Rohrchen. Alle Proben auer TC werden bei 1700 x g fiir
20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Danach wird der Uberstand bei allen Rohrchen, auBer den
TC- und NSB-Rohrchen, bei denen sich kein Pellet gebildet hat, vorsichtig dekantiert, so dass
nur noch das Pellet iibrig bleibt. Um besserer Resultate zu erhalten wird der Uberstand sofort
nach der Zentrifugation abgekippt.

Danach werden die Prizipitate der einzelnen Proben im Gamma Counter gemessen.

4.2.4 Berechnung der Werte

Die Radioaktivitdt der einzelnen Proben wird zundchst in cpm gemessen und vom Gerét

automatisch anhand der Standardkurve in pg/ml umgerechnet.

Die Werte in pg/ml errechnen sich auf folgende Weise:

Dabei wird zunichst die maximale Bindung (By) berechnet:
Bo=TB-NSB, wobei bei TB und NSB die Mittelwerte der Doppelproben verwendet werden.
Um dann die jeweilige prozentuale Bindung fiir unbekannte Proben und Standards zu

berechnen, bedient man sich folgender Formel:
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Beispiel fiir Standard H:
B/By (%)=[((gemittelte cpm von H)-(NSB))/ B]x100

Fiir alle Standards und unbekannten Proben wird dann die prozentuale Bindung berechnet.
Die Standardkurve wird an der X-Achse mit dem Logarithmus der
Standardpeptidkonzentrationen und an der Y-Achse mit der jeweiligen prozentualen Bindung
gezeichnet. Anhand der errechneten prozentualen Bindung kann die unbekannte
Konzentration der untersuchten Proben abgelesen werden.

Der tatsdchliche Wert der Probe in 1 ml errechnet sich durch Multiplikation mit 2,5. Der
Grund hierfiir besteht darin, dass die eingetrocknete Probe mit 250 pl RIA-Puffer geldst

wurde und danach die Konzentration in 100 pl gemessen wurde.

S Validierung des Radioimmunoassays

5.1 Allgemeines

Die Validierung einer analytischen Methode wird durchgefiihrt, um
- die Quellen potentieller Fehler zu identifizieren

- die potentiellen Fehler einer Methode zu quantifizieren

Eine Validierung eines Assays beschreibt in mathematischen und quantifizierbaren Aussagen

die charakteristischen Merkmale der Durchfiihrung eines Assays.

,,Validation of Analytical Procedures is the process of determining the suitability of a given
methodology for providing useful analytical data. A method that is valid in one situation

could well be invalid in another” (201).

Schon lange wurde versucht in der Entwicklung von Testkits, der Messung von Metaboliten
mit Testsystemen, aber auch der Messung von biologischen Stoffen in einer Matrix

Standardrichtlinien fiir die Validierung zu erstellen. So wurde 1987 von der amerikanischen
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Food and Drug Administration eine erste Richtlinie zur Validierung erbracht. Shah et al.
verdffentlichten 1990 einen Bericht {iber die Konferenz ,,Analytical Methods Validation® in
Washington. Hier wurden erstmals Empfehlungen fiir die Validierung gemacht (202). Auch in
einer spiteren Konferenz (International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH) wurden weitere
Richtlinien publiziert, die allerdings eher auf pharmazeutische Produkte als auf Bioanalyse
abzielten (201). Im amtlichen Arzneibuch der United States of America (USA) werden die fiir
die USA geltenden Richtlinien zur Validierung verdffentlicht.

Bei der Validierung eines Radioimmunoassays sollte die Prazision, Richtigkeit, Sensitivitét,

Spezifitdt und Stabilitit untersucht werden.

5.2 Prazision

Aufgrund unvermeidbarer, zufilliger Fehler bei jeder Testdurchfithrung ergeben sich bei
Mehrfachbestimmungen der gleichen Probe mehr oder weniger grole Abweichungen vom
richtigen Wert. Die Priizision einer analytischen Methode beschreibt die Ubereinstimmung
zwischen einer Serie von Einzelbestimmungen derselben Probe unter bestimmten
Konditionen und wird in 3 verschiedenen Ebenen betrachtet: Intraassay (Repeatability),
Interassay (intermediate precision) und Reproduzierbarkeit (reproducibility) (203).

Die Prizision sollte mindestens 5 aufeinander folgende Messungen beinhalten. Die Prézision

einer Konzentrationsstufe sollte 15% des Variationskoeffizienten nicht iiberschreiten (204).

5.2.1. Intraassay-Préizision

Die Repeatability oder die sog. Intraassay-Prézision driickt die Wiederholbarkeit eines Wertes

unter denselben Bedingungen innerhalb einer Serie aus. Hierfiir werden jeweils 6

Plasmaproben mit niedriger und hoher BNP-Konzentration verwendet.
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5.2.2. Interassay-Préizision

Die Interassay-Prézision beschreibt die Messungen derselben Probe in verschiedenen Serien,

hier wurde dieselbe Probe in 6 verschiedenen Testdurchldufen gemessen.

5.2.3. Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit betrifft die Prizision innerhalb verschiedener Labors und muss nur
getestet werden, wenn eine Methode in verschiedenen Einrichtungen bestimmt werden soll.

Dies ist hier nicht ndtig, da BNP immer in demselben Labor bestimmt wurde.

Als MaB der Prézision wird der Variationskoeffizient (VK) als Ausdruck der Streuung der

Einzelwerte um deren Mittelwert herangezogen. Dieser driickt nach der Formel

VK (%) = (s*100)/x

die Standardabweichung (s) bezogen auf den Mittelwert (x) aus.

5.3 Richtigkeit

Die Richtigkeit einer analytischen Methode gibt an, inwieweit der Istwert, d.h. der in diesem
Test ermittelte Messwert, mit dem Sollwert, d.h. mit dem wirklichen Peptidgehalt der Probe,
iibereinstimmt. Beim Radioimmunoassay wird die Richtigkeit sowohl von systematischen
Fehlern als auch von unvermeidbaren zufélligen Fehlern wihrend der Testdurchfiihrung
beeinflusst. Insbesondere kann durch die Nichtlinearitit der Standardkurve bei gleicher
Prizision die Bestimmung der Richtigkeit der Messwerte in den verschiedenen
Kurvenabschnitten unterschiedlich stark beeinflusst werden.

Zur Uberpriifung der Richtigkeit wird hiufig die Wiederfindungsrate einer Substanz
bestimmt. Hierbei werden bekannte Mengen des Hormons (Standardseren des Herstellers) zu
1 ml Hundeplasma vor der Extraktion zugesetzt. Der Extraktionsverlust errechnet sich nach

Abziehen des endogen vorhandenen BNP in Prozent des zugesetzten synthetischen Peptids
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(205). BNP wurde in 3 verschiedenen Konzentrationen (128 pg, 64 pg, 32 pg) zu einer Probe
mit hohem BNP Wert und einer Probe mit niedrigem BNP Wert zugesetzt.

5.4 Sensitivitit

Eine Methode wird als sensitiv erachtet, wenn kleine Konzentrationsdnderungen grofie
Veranderungen in der analytischen Antwort bewirken. In diesem Zusammenhang entstand der
Begriff des “Limit of Quantification” (LOQ), der definiert ist als die niedrigste Konzentration,
ab der eine Quantifizierung mit einer ausreichenden Richtigkeit und Prdzision mdglich ist. In

der Praxis der Validierung definiert LOQ die Konzentration des niedrigsten Standards (206).

5.5 Spezifitit

Die Spezifitdt gibt die Féhigkeit einer analytischen Methode an, eine bestimmte Substanz
unabhéngig von Interferenzen durch andere Stoffe zu messen. Da die Spezifitét eines Tests
ein sehr wichtiges und aufwendiges Kriterium der Validierung ist, werden vom Hersteller
bereits Informationen iiber Kreuzreaktionen mitgeliefert.

Als weiteres Mal fiir die Spezifitdt gilt die Linearitdt von Verdiinnungen. Dies ist die
Féhigkeit einer Methode eine proportionale Antwort auf Verdiinnungen des zu
untersuchenden Peptids zu geben. Hierbei wurde eine Blutprobe in 3 Verdiinnungsstufen

gemessen und der Gehalt durch Vergleich mit der Standardkurve ermittelt.

5.6 Stabilitat

Um die Langzeit-Stabilitit von BNP zu untersuchen, wurde eine Blutprobe portioniert und bei
-70°C eingefroren. Je 1ml der Probe wurde im Abstand von 4, 8, 11, 13 und 17 Monaten

aufgetaut und gemessen, um eine eventuelle Degradation des Peptids festzustellen.
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5.7 Plausibilitit

Zur Evaluierung der Plausibilitit wurde die Annahme untersucht, dass bei herzgesunden
Hunden niedrige BNP-Werte vorliegen, die BNP-Konzentration bei Hunden mit bestimmten
Herzerkrankungen dagegen hoher sind.

Hierfiir wurde der BNP-Mittelwert der herzgesunden Population mit BNP-Werten von 3

herzkranken Hunden verglichen, die unterschiedliche Herzerkrankungen vorweisen.

6  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des PC-Programmes SPSS ® (Statistical
Package for the Social Science) fiir WINDOWS und SAS ® (Statistical Analysis System).
Einige Tabellen und Graphiken sind aufgrund des englischen Programms nicht {ibersetzt

worden.
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III Ergebnisse

1 Validierung des Radioimmunoassays

1.1 Priifung der Priizision

1.1.1 Intraassay-Prézision

Bei der Priifung der Intraassay-Prézision wird die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
innerhalb einer Serie ermittelt. Dabei werden je 6 wiederholte Messungen des Plasmas von 3
Hunden innerhalb eines Experimentes gepriift. Zu diesem Zweck wurde das Plasma von
einem gesunden Hund mit niedrigen BNP-Werten (Hund 1), eines kranken Hundes mit

niedrigen BNP-Werten (Hund 2) und eines kranken Hundes mit hohen BNP-Werten (Hund 3)

verwendet.

Intraassay-Prizision Hund1 | Hund2 | Hund3
BNP-Mittelwert in pg/ml 13,38 14,83 167,62
Standardabweichung 1,51 1,33 19,26
Variationskoeffizient in % 11,26 8,96 11,49

Tabelle 6: Intraassay-Prizision bei 3 Hunden: Hund 1 (gesund) mit niedriger BNP-
Plasmakonzentration, Hund 2 (Dirofilariose) mit niedriger BNP-Plasmakonzentration und

Hund 3 (dilatative Kardiomyopathie) mit hoher BNP-Plasmakonzentration
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Bei den 3 Hunden ergibt sich ein durchschnittlicher Variationskoeffizient von 10,57%. Die
Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten der einzelnen Plasmaproben

gehen aus Tabelle 6 hervor.

1.1.2 Interassay-Prézision

Hier wird die Wiederholungsgenauigkeit eines Ergebnisses an 6 verschiedenen Tagen anhand
von 6 wiederholten Messungen desselben Hundeplasmas in 6 verschiedenen
Radioimmunoassays gemessen. Hierzu wurde das Plasma eines gesunden Hundes mit

niedrigen BNP Werten verwendet.

n BNP-Mittelwert in | Standardabweichung | Variationskoeffizient in %
pg/ml
6 33,07 4,18 12,64

Tabelle 7: Interassay-Prizision bei einem Hund (gesund) in 6 verschiedenen

Radioimmunoassays

1.2 Priifung der Richtigkeit

Zur Priifung der Richtigkeit wurde das Plasma von 2 Hunden mit bekannten Mengen an
synthetischem BNP in Form von definierten Standardkonzentrationen versetzt. Man bestimmt
die Ausgangskonzentration der Blutprobe und die Konzentration nach Aufstockung mit einer
geeigneten Standardlosung. Die Wiederfindungsrate wird durch Subtraktion der
Ausgangskonzentration der Blutprobe von der Konzentration der aufgestockten Probe
berechnet. Die prozentuale Wiederfindung fiir jede Konzentration wird berechnet (207).

Bei Aufstockung des Plasmas von Hund 1 mit 32, 64, 128 pg ergab sich eine
durchschnittliche Wiederfindung von 80,8% (Tabelle 8) mit einem Korrelationskoeffizienten
r = 0,998. Die durchschnittliche Wiederfindung bei Hund 2 lag bei 90,9% (Tabelle 9) mit

einemr = 0,876.
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Hund 1 Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert Wieder-
in pg/ml in pg in pg/ml in pg/ml | findung in %
10,58 32 34,90 42,58 76,02
64 60,27 74,58 77,65
128 128,0 138,58 91,74
Mittelwert 80,8
Tabelle 8: Wiederfindungsrate bei Hund 1
Wiederfindungsrate Hund 1
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Abbildung 8: Wiederfindungsrate von BNP im Plasma von Hund 1, die blaue Linie markiert

eine theoretische Wiederfindungsrate von 100%, in rosa die tatsdchliche Wiederfindung
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Hund 2 | Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert Wieder-
in pg/ml in pg/ml in pg/ml findung in %
83.68 32 111,91 115,68 88,22
64 158,08 147,68 116,25
128 171,01 211,68 68,22
Mittelwert 90,90
Tabelle 9: Wiederfindungsrate bei Hund 2
Wiederfindungsrate Hund 2
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Abbildung 9: Wiederfindungsrate von BNP im Plasma von Hund 2, die blaue Linie markiert

eine theoretische Wiederfindungsrate von 100%, in rosa die tatsdchliche Wiederfindung
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1.3 Priifung der Sensitivitit

Die Sensitivitdt gibt die kleinste quantifizierbare Konzentration von BNP im RIA an. Der
kleinste bestimmbare Standard betrdgt 1 pg/Rohrchen, dies représentiert die kleinste
quantifizierbare Konzentration von BNP. Die 20 %ige inhibitorische Konzentration betrigt
laut Hersteller 55,75 pg/Rohrchen, die 80 %ige inhibitorische Konzentration liegt bei 1,88
pg/Rohrchen.

1.4 Priifung der Spezifitit

1.4.1 Kreuzreaktion

Laut Hersteller besteht eine 100 %ige Kreuzreaktion mit porzinem BNP-32 und BNP-26.
Dagegen konnte vom Hersteller keinerlei Kreuzreaktion zu humanem BNP-32 sowie zu BNP-
32 und BNP-45 der Ratte ermittelt werden. Auch strukturell verwandte Peptide wie z.B.
humanes und kanines alpha-ANP, humanes und porzines CNP und Endothelin-1 (Human,

Rinder, Hund, Maus, Schwein und Ratte) zeigten keinerlei Kreuzreaktivitét.

1.4.2 Verdiinnungsreihe

Fiir die Verdiinnungsreihe wurde ein portioniertes Plasma eines kranken Hundes in 3

verschiedenen Verdiinnungsstufen (Tabelle 10) gemessen. Die Verdiinnungsstufen wurden

graphisch dargestellt und mit der Standardkurve verglichen (Abbildung 10).
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Verdinnung Probe RIA-Puffer
11 1 ml
172 500 ul 500 ul
1/4 250 pul 750 pul
1/8 125 ul 875 ul

Tabelle 10: Darstellung der Verdiinnungsreihe
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Abbildung 10: Darstellung der Linearitit bei Verdiinnung einer Plasmaprobe (in rosa) im

Vergleich zur Verdiinnung des Standards (in blau)

1.5 Priifung der Stabilitat

Es zeigte sich kein Abfall der BNP-Konzentration derselben Blutprobe bei Lagerung bei
-70°C nach 4, 8, 11, 13 und 17 Monaten. Abbildung 11 zeigt die absolute BNP-Konzentration

zu 6 verschiedenen Zeitpunkten.
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Abbildung 11: BNP-Konzentration derselben Blutprobe zu 6 verschiedenen Zeitpunkten
(1: Zeitpunkt 0, 2: 4 Monate, 3: 8 Monate, 4: 11 Monate, 5: 13 Monate, 6: 17 Monate)

1.6 Priifung der Plausibilit:it

Im Vergleich zum bei 79 herzgesunden Hunden ermittelten BNP-Mittelwert von 23,83 pg/ml
zeigten sich bei 3 herzkranken Hunden hohere Plasmakonzentrationen von BNP. Abbildung

12 stellt die einzelnen BNP-Plasmakonzentrationen dar.
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Abbildung 12: BNP-Mittelwert einer gesunden Population, BNP-Konzentration eines

Hundes mit hochgradiger dilatativer Kardiomyopathie, eines Hundes mit hochgradiger

Mitralklappeninsuftizienz und eines Hundes mit Fallot-Tetralogie

DCM: dilatative Kardiomyopathie, MI: Mitralklappeninsuffizienz, Fallot: Fallot-Tetralogie

2 Analyse der Messwerte

2.1 Deskriptive Statistik

Bei 79 Hunden lag der niedrigste gemessene BNP-Wert bei 3,39 pg/ml, der hochste
gemessene BNP-Wert bei 79,31 pg/ml bei einem Mittelwert von 23,83 pg/ml (Tabelle 11).
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Descriptive Statistics
_ Minimum | Maximum Mean Std. Deviation | Variance
ALTER 79 ,25 15,00 4,7968 3,50489 12,284
BNP 79 3,39 79,31 23,8333 14,90492 222,156

Tabelle 11: Darstellung des Alters und der BNP-Konzentration, sowie des jeweiligen

Minimums, Maximums, Mittelwertes, Standardabweichung und Varianz

Mean: Mittelwert, N: absolute Patientenzahl, Std. Deviation: Standardabweichung, Variance: Varianz

2.1.1 Alter

Bei 79 Probanden im Alter von 3 Monaten bis 15 Jahren wurden die Mittelwerte, die

Standardabweichung und die Varianz fiir das jeweilige Alter ermittelt (Tabelle 12). Fiir die

metrische Variable Alter verdeutlicht ein Streudiagramm (Abbildung 13) den Zusammenhang

zwischen BNP-Konzentration und Alter. Auf der x-Achse wird das Alter in Jahren aufgezeigt,

auf der y-Achse wird der BNP-Wert in pg/ml dargestellt.
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Mittelwert-Vergleich Alter

WERT
Std.

ALTER 1 BNP-Mittelwert Abweichung Varianz
25 21,2950 1

50 23,8500 1 . .
70 14,8850 2 10,54296 | 111,154
80 28,4600 1 . .
1,00 25 6724 14 14,54706 | 211,617
2,00 22,5905 6 12,99789 | 168,945
3,00 21,5536 7 10,58845 | 112,115
4,00 24 8524 13 11,89564 | 141,506
5,00 26,7017 6 24,09469 | 580,554
6,00 24,6000 3 18,75486 | 351,745
7,00 24,3006 8 2249155 | 505,870
8,00 278375 4 17,63155 | 310,871
9,00 18,9250 2 2160211 | 466,651
10,00 13,9383 4 3,52643 12,436
11,00 25,5916 4 20,03178 | 401,272
12,00 34,4225 2 7.44230 | 55,388
15,00 5,9600 1

gfsa 23,8333 79 14,90492 | 222,156

Tabelle 12: Darstellung der Mittelwerte, der Standardabweichung und der Varianz der BNP-

Werte nach Altersgruppen

N: absolute Patientenzahl, Std. Abweichung: Standardabweichung
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Abbildung 13: Streudiagramm mit Darstellung der BNP-Werte in pg/ml (y-Achse) gegen das

jeweilige Alter in Jahren (x-Achse)

Anhand des Streudiagramms ist keine Korrelation zwischen Alter und BNP-Konzentration

abzulesen.
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2.1.2 GroBe

Die Hunde wurden je nach Gewicht eingeteilt in die Gruppen K (0-10 kg), M (10-25 kg) und
G (>25 kg). Fiir die Gruppe K ergab sich ein BNP-Mittelwert von 18,01 pg/ml, fiir die
Gruppe M von 26,27 pg/ml und fiir die Gruppe G von 24,24 pg/ml (Tabelle 13).

In Abbildung 14 wird der Zusammenhang zwischen BNP-Wert und Grofle graphisch mit
Hilfe eines Boxplots aufgezeigt. Auf der x-Achse sind die drei Gruppen K, M und G mit der
jeweiligen Anzahl der Probanden aufgezeigt, auf der y-Achse befindet sich der jeweilige
BNP-Wert in pg/ml. Die Graphik zeigt fiir jede kategorielle GroBe das 50 %-Perzentil
(Medianwert), das 25 %-Perzentil und das 75 %-Perzentil. In der Gruppe G sind 2 Ausreiler

(Outlier, 0) zu sehen, die in ihren Werten mit einer {iber 1,5-fachen Boxlédnge auBBerhalb der

Box liegen.
Mittelwert-Vergleich fur die Grosse
WERT
Std.

GROSSE | BNP-Mittelwert N Abweichung Varianz
Klein 18,0145 11 8,71684 75,983
Mittel 26,2702 18 16,56339 274,346
Grof3 24,2361 50 15,26437 233,001
Gesamt 23,8333 79 14,90492 222,156

Tabelle 13: Darstellung der Mittelwerte, Standardabweichung und Varianz der BNP-Werte

fir die verschiedenen Grofien

N: absolute Patientenzahl, Std. Abweichung: Standardabweichung
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Abbildung 14: Boxplot-Darstellung der BNP-Werte in pg/ml (y-Achse) fiir die Gruppen
Klein, Mittel und Grof83 (x-Achse) mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Perzentilen
In der Gruppe “GroB3* befinden sich 2 Ausreifler (Outlier, o).

Anhand der Boxplot-Darstellung kann keine Korrelation zwischen der Grofle und der BNP-

Konzentration gesehen werden.
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2.1.3 Geschlecht

Bei méinnlichen Tieren lag der Mittelwert von BNP bei 26,12 pg/ml, bei weiblichen Tieren
bei 21,37 pg/ml (Tabelle 14).

In Abbildung 15 wird der Zusammenhang zwischen BNP-Wert und Geschlecht graphisch mit
Hilfe eines Boxplots aufgezeigt. Auf der x-Achse sind médnnliche und weibliche Tiere mit der
jeweiligen Anzahl der Probanden aufgezeigt, auf der y-Achse befindet sich der jeweilige
BNP-Wert in pg/ml. Die Graphik zeigt fiir jede kategorielle GroBe das 50 %-Perzentil
(Medianwert), das 25 %-Perzentil und das 75 %-Perzentil. Bei den ménnlichen Tieren liegen
2 Probanden als Ausreiler (Outlier, o) auBerhalb der 1,5-fachen Boxlénge, bei den weiblichen

Tieren liegt ein Proband als Ausreifler aullerhalb.

Mittelwert-Vergleich Geschlecht

WERT

Std.
Geschlecht BNP-Mittelwert N Abweichuna Varianz
mannlich 26,1157 41 17,34391 300,811
weiblich 21,3707 38 11,45110 131,128
Gesamt 23,8333 79 14,90492 222,156

Tabelle 14: Darstellung der Mittelwerte, Standardabweichung und Varianz der BNP-Werte
fiir minnliche und weibliche Tiere

Std. Abweichung: Standardabweichung, N: absolute Patientenzahl
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Abbildung 15: Boxplot-Darstellung der BNP-Werte in pg/ml (y-Achse) fiir die Gruppen
mannlich und weiblich (x-Achse) mit 25 %-,50 %- und 75 %-Perzentilen

Bei den ménnlichen Tieren sind 2 Ausreifler (Outlier, o), bei den weiblichen Tieren ein

Ausreifler zu sehen.

Anhand der Boxplot-Darstellung kann zwischen Geschlecht und BNP-Konzentration keine

Korrelation gesehen werden.
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2.1.4 Kastration/Ovariohysterektomie

Bei kastrierten/ovariohysterektomierten Tieren lag der Mittelwert bei 25,89 pg/ml, bei intakten
Tieren bei 22,28 pg/ml (Tabelle 15).

In Abbildung 16 wird der Zusammenhang zwischen BNP-Wert und Kastration graphisch mit
Hilfe eines Boxplots aufgezeigt. Auf der x-Achse sind kastrierte und nicht-kastrierte Tiere mit
der jeweiligen Anzahl der Probanden aufgezeigt, auf der y-Achse befindet sich der jeweilige
BNP-Wert in pg/ml. Die Graphik zeigt fiir jede kategorielle GroBe das 50 %-Perzentil
(Medianwert), das 25 %-Perzentil und das 75 %-Perzentil. Bei den nicht kastrierten Tieren
liegen 2 Probanden als Ausreiller (Outlier, o) auBlerhalb der 1,5-fachen Boxlidnge und 1
Proband als Extremwert (Extreme, *) auBerhalb der 3-fachen Boxldnge. Bei den kastrierten

Tieren liegt ein Proband als Ausreifler aullerhalb.

Mittelwert-Vergleich Kastration/Ovariohysterektomie

WERT

Std.
Kastr/Ovariohvst | BNP-Mittelwert N Abweichung Varianz
nein 22,2789 45 13,62528 185,648
ja 25,8905 34 16,42897 269,911
Gesamt 23,8333 79 14,90492 222,156

Tabelle 15: Darstellung der Mittelwerte, Standardabweichung und Varianz der BNP-Werte
fiir kastrierte und nicht-kastrierte Tiere

Kastr/Ovariohys: Kastration/Ovariohysterektomie, N: absolute Patientenzahl, Std. Abweichung:

Standardabweichung
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Abbildung 16: Boxplot-Darstellung der BNP-Werte in pg/ml (y-Achse) fiir die Gruppen

kastriert/ovariohysterektomiert und intakt mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Perzentilen
Bei den intakten Tieren sind 2 Ausreier (Outlier, o) und ein Extremwert (Extreme, *) zu

sehen, bei den kastrierten/ovariohysterektomierten Tieren ein Ausreil3er.

Anhand der Boxplot-Darstellung kann zwischen Kastration/Ovariohysterektomie und BNP-

Wert keine Korrelation gesehen werden.

2.1.5 Rasse

Die BNP-Mittelwerte, die Standardabweichung und Varianz der verschiedenen Rassen
wurden getrennt fiir Boxer, Deutscher Schéferhund, Golden Retriever, Husky, Howawart,
Mischlingshund, Rottweiler, Sheltie und alle anderen Rassen berechnet. Fiir jede Rasse

wurden auBerdem das 95 %-Konfidenzintervall fiir den Mittelwert mit unterer und oberer
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Grenze, der Medianwert, der niedrigste gemessene Wert (Minimum), der hochste gemessene
Wert (Maximum) und die Spannweite ausgewertet (Tabelle 16).

In Abbildung 17 wird der Zusammenhang zwischen BNP-Wert und Hunderasse graphisch mit
Hilfe eines Boxplots aufgezeigt. Auf der x-Achse ist die jeweilige Hunderasse mit der Anzahl
der Probanden aufgezeigt, auf der y-Achse befindet sich der jeweilige BNP-Wert in pg/ml. Die
Graphik zeigt fiir jede kategorielle Grofe das 50 %-Perzentil (Medianwert), das 25 %-
Perzentil und das 75 %-Perzentil. Bei Deutschen Schéferhunden und der Gruppe “alle anderen
Rassen® liegt ein Proband als AusreiBler (Outlier, o) auBBerhalb der 1,5-fachen Boxldnge
iiberhalb des 75 %-Perzentils. In der Gruppe der Golden Retriever liegt ein Proband als

Ausreifler unterhalb des 25 %-Perzentils.

Descriptives

RASSE Statistic Std, Error
BNP-Wert  Sheltie BNP-Mean 17,8867 5,83495
95% Confidence Lower Bound -7,2191
Interval for Mean Upper Bound 42,9924
Median 17,6900
Variance 102,140
Std. Deviation 10,10644
Minimum 7,88
Maximum 28,09
Range 20,21

Tabelle 16: BNP-Mittelwert, 95 %-Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze,
Medianwert, Varianz, Standardabweichung, Minimum, Maximum und Spannweite fiir
Shelties, alle anderen Rassen, Boxer, Deutsche Schiaferhunde, Golden Retriever, Huskies,

Howawarte, Mischlingshunde und Rottweiler
BNP-Mean: BNP-Mittelwert, 95 % Confidence Intervall for Mean: 95 %-Konfidenzintervall, Variance:

Varianz, Std. Deviation: Standardabweichung, Range: Spannweite
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Descriptives

| RASSE _ Statistic Std. Error
BNP-Wert Alle anderen BNP-Mean 21,9313 2,41643
Rassen 95% Confidence  Lower Bound 16,9199
Intervall for Mean  ypper Bound 26,9427
Median 21,8600
Variance 134,300
Std. Deviation 11,58879
Minimum 4,43
Maximum 54,47
Range 50,03
Boxer BNP-Mean 44,0883 | 15,17468
95% Confidence  Lower Bound -21,2031
Intervall for Mean  ypper Bound 100,3797
Median 31,2850
Variance 690,813
Std. Deviation 26,28332
Minimum 26,66
Maximum 74,32
Range 47,66
Deutscher BNP-Mean 13,8513 2,26568
Schaferhund  95% Confidence  Lower Bound 8,6266
Intervall for Mean  ypper Bound 19,0760
Median 12,9600
Variance 46,200
Std. Deviation 6,79705
Minimum 7,43
Maximum 29,16
Range 21,73
Golden BNP-Mean 20,2543 2,81201
Retriever 95% Confidence  Lower Bound 13,3736
Intervall for Mean  ypper Bound 271350
Median 19,6300
Variance 55,352
Std. Deviation 7,43987
Minimum 8,10
Maximum 30,85
Range 22,75

Fortsetzung Tabelle 16
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Descriptives

| RASSE _ Statistic Std, Error
BNP-Wert  Husky BNP-Mean 21,1350 3,78742
95% Confidence  Lower Bound 9,0817
Interval for Mean  ypper Bound 33,1883
Median 20,1250
Variance 57,378
Std. Deviation 7,57485
Minimum 13,25
Maximum 31,04
Range 17,79
Howawart BNP-Mean 17,2111 8,02360
95% Confidence  Lower Bound -17,3117
Interval for Mean  ypper Bound 51,7330
Median 17,0600
Variance 193,134
Std. Deviation 13,89728
Minimum 3,39
Maximum 31,18
Range 27,79
Mix BNP-Mean 31,1217 3,84082
95% Confidence  Lower Bound 23,1563
Interval for Mean  ypper Bound 39,0870
Median 31,3600
Variance 339,294
Std. Deviation 18,41993
Minimum 3,65
Maximum 79,31
Range 75,66
Rottweiler BNP-Mean 18,5175 3,66427
95% Confidence  Lower Bound 6,8562
Interval for Mean  ypper Bound 30,1788
Median 17,5350
Variance 53,707
Std. Deviation 7,32854
Minimum 11,50
Maximum 27,50
Range 16,00

Fortsetzung Tabelle 16
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Abbildung 17: Boxplot-Darstellung der BNP-Werte in pg/ml (y-Achse) fiir die einzelnen
Hunderassen mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Perzentilen

In der Gruppe “alle anderen Rassen® und bei den Deutschen Schiferhunden ist je ein
Ausreifler (Outlier, o) tiberhalb des 75 %-Perzentils und bei den Golden Retrievern ein

Ausreifler unterhalb des 25 %-Perzentils

Deutscher Schifer: Deutscher Schiferhund

Anhand der Boxplot-Darstellung kann eine Korrelation zwischen Rasse und BNP-

Konzentration ersehen werden.
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Erstellung des Regressionsmodells mit Parameterschitzung

2.2.1 Varianzanalyse (ANOVA)

Zundchst wurde die Nullhypothese definiert. Die unabhédngigen Variablen Alter, Grofe,
Geschlecht, Kastration und Rasse wurden auf einen Zusammenhang mit der abhdngigen
Variablen, dem BNP-Wert, getestet. Nur die Variable Alter wurde, da sie eine metrische
Grofe ist, mit einer Regressionsanalyse auf einen Zusammenhang mit der BNP-Konzentration
getestet. Die Nullhypothese gibt hier an, dass kein Zusammenhang zwischen BNP-Werten und
den einzelnen Variablen besteht. Der p-Wert fiir die einzelnen Variablen wurde errechnet
(Tabelle 17-21). Als Grenzwert fiir das Signifikanzniveau wurde 5% (0,05) festgelegt. Ein
Wert unter 0,05 bedeutet demzufolge, dass die Nullhypothese abgelehnt wird.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: WERT

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square E Sig
Corrected Model 26,7402 1 26,740 ,(119 , 731
Intercept 16548,276 1 16548,276 73,648 ,000
ALTER 26,740 1 26,740 ,119 ,731
Error 17301,466 77 224,694
Total 62202,139 79
Corrected Total 17328,207 78

a. R Squared = ,002 (Adjusted R Squared = -,011)

Tabelle 17: Regressionsanalyse fiir die Variablen Alter und BNP-Wert

Sum of Squares: Quadratsumme, df: Freiheitsgrad, Mean Square: mittlere Quadratsumme, F: F-Test, Sig.:

Signifikanz

Die Variable Alter ist auf dem Signifikanzniveau von 5% mit einem Wert von 0,731 nicht

signifikant.
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ANOVA Table
Sum of
Squares df Mean Saquare E Sia
WERT * GRORE Between Groups (Combined) 487,440 2 243,720 1,100 ,338
Within Groups 16840,767 76 221,589
Total 17328,207 78

Tabelle 18: Varianzanalyse fiir die Variablen Gro3e und BNP-Wert

Sum of Squares: Quadratsumme, df: Freiheitsgrad, Mean Square: mittlere Quadratsumme, F: F-Test, Sig.:

Signifikanz

Die Variable GroBe ist auf dem Signifikanzniveau von 5% mit einem Wert von 0,338 nicht

signifikant.

ANOVA Table
Sum of
Sguares df Mean Square E Sia
WERT * SEX Between Groups (Combined) 444,031 1 444,031 2,025 ,159
Within Groups 16884,176 77 219,275
Total 17328,207 78

Tabelle 19: Varianzanalyse fiir die Variablen Geschlecht und BNP-Wert

Sum of Squares: Quadratsumme, df: Freiheitsgrad, Mean Square: mittlere Quadratsumme, F: F-Test, Sig.:

Signifikanz

Die Variable Geschlecht ist auf dem Signifikanzniveau von 5% mit einem Wert von 0,159

nicht signifikant.

ANOVA Table
Sum of
Squares df Mean Square F Sia
WERT * KASTR Between Groups  (Combined) 252,617 1 252,617 1,139 ,289
Within Groups 17075,590 77 221,761
Total 17328,207 78

Tabelle 20: Varianzanalyse fiir die Variablen Kastration und BNP-Wert

Sum of Squares: Quadratsumme, df: Freiheitsgrad, Mean Square: mittlere Quadratsumme, F: F-Test, Sig.:

Signifikanz

Die Variable Kastration ist auf dem Signifikanzniveau von 5% mit einem Wert von 0,289

nicht signifikant.
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ANOVA Table
Sum of
Squares df Mean Square F Sia
WERT * RASSCODN Between Groups  (Combined) 3901,999 8 487,750 2,543 ,017
Within Groups 13426,208 70 191,803
Total 17328,207 78

Tabelle 21: Varianzanalyse fiir die Variablen Rasse und BNP-Wert

Sum of Squares: Quadratsumme, df: Freiheitsgrad, Mean Square: mittlere Quadratsumme, F: F-Test, Sig.:

Signifikanz

Nur die Variable Rasse war auf dem Signifikanzniveau von 5% signifikant. Die Rasse

korreliert signifikant mit der BNP-Konzentration.

2.2.2 Regressionsmodell mit der Variablen Rasse mit Parameterschatzungen

Bei Parameterschitzungen kann bei einem einzelnen Hund anhand seiner Rassezugehdrigkeit

die unabhéngige Variable (BNP-Wert) abgeschdtzt werden. Hierzu wurde eine Tabelle zur

Parameterschitzung erstellt.

Dependent Variable: WERT

Parameter Estimates

95% Konfidenzintervall

Std. untere
Parameter B Eehler i Sig Grenze obere Grenze
Intercept 17,887 7,996 2,237 ,028 1,939 33,834
Q':Z:::ere” 4,045 8,501 476 636 12,911 21,000
Boxer 26,202 11,308 2,317 ,023 3,649 48,755
gs;‘;fcgfﬁ: . 4,035 9,233 437 663 -22,450 14,379
Golden Retriever 2,368 9,557 ,248 ,805 -16,693 21,428
Husky 3,248 10,578 ,307 , 760 -17,848 24,345
Howawart -,676 11,308 -,060 ,953 -23,228 21,877
Mix 13,235 8,501 1,557 124 -3,720 30,190
Rottweiler ,631 10,578 ,060 ,953 -20,465 21,727
Sheltie 02

a. This parameter is set to zero because it is redundant.

Tabelle 22: Parameterschéitzung anhand der jeweiligen Hunderasse

Std. Fehler: Standardfehler, Sig.: Signifikanz
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2.2.3 Uberpriifung der Normalverteilungsannahme der Messwerte

Die Werte wurden untergliedert in die verschiedenen Rassen auf Normalverteilung gepriift.

Zur Auswertung kamen hierbei die Gruppen, die mehr als 7 Mitglieder hatten (,,andere

Rassen®, ,,Deutscher Schiaferhund®, ,,Golden Retriever, ,,Mix“).

Die Uberpriifung auf Normalverteilung erfolgte mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test. Dieser
Test priift die Normalverteilung in einer Grundgesamtheit. Die vorliegenden Daten sind
normalverteilt. Als Signifikanzniveau wurde 0,05 (5%) festgelegt, die statistisch errechneten

p-Werte liegen iiber diesem Wert, demzufolge kann die Nullhypothese nicht abgelehnt werden

(Tabelle 23).

Zur graphischen Darstellung wurden Normal Q-Q Plots fiir die oben genannten Gruppen

erstellt. Bei einer Normalverteilung miissen die Werte wie hier anndhernd auf der Geraden

liegen.
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov
RASSCODN Statistic df Sig
WERT Alle anderen
Rassen 147 23 ,200
Boxer 354 3
Deutscher
Schaferh. 196 9 200
Golden
Retriever 228 7 200
Husky ,187 4
Howawart ,(176 3 .
Mix ,106 23 ,200
Rottweiler 244 4
Sheltie A77 3

Tabelle 23: Ergebnisse der Uberpriifung auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-

Smirnov-Test

Deutscher Schiferh.: Deutscher Schiferhund, df: Freiheitsgrad, Sig.: Signifikanz
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Normal Q-Q Plot of WERT
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Abbildung 18: Normal Q-Q Plot fiir die Gruppe ,,alle anderen Rassen*

Normal Q-Q Plot of WERT
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Normal Q-Q Plot of WERT
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2.2 Erstellung der Referenzwerte

Zur Erstellung des Referenzwertes wurde auf die Aufteilung der gesamten Population in
Rassen verzichtet, da in verschiedenen Gruppen zu wenige Probanden sind. Da die
vorliegenden Daten normalverteilt sind, wird flir die Berechnung der Referenzwerte das 95 %-
Perzentil herangezogen. Das bedeutet, dass die oberen und unteren Referenzwerte durch die

Gleichung

Mittelwert +/- t0,975(n-1) x Standardabweichung (Prognose)

definiert werden.

Dabei berechnet diese Formel das Prognoseintervall. Das Prognoseintervall ist groBer als das
Konfidenzintervall, da die Unsicherheit der Prognose mit in die Berechnung miteinflie3t. Statt
der Standardabweichung bei Konfidenzintervallberechnungen wird die Standardabweichung
des geschitzten Prognosefehlers benutzt.

Hieraus wurde fiir die 79 gesunden Hunde ein Referenzwert erstellt, fiir die Gruppen Golden
Retriever, Deutscher Schiferhund und Mix wurde dariiber hinaus ein eigener Referenzwert

berechnet (Tabelle 24)

Gruppe n Unterer Oberer
Referenzbereich Referenzbereich
Alle Gesunden 79 -6,03 pg/ml 53,69 pg/ml
DSH 9 -15,26 pg/ml 42,97 pg/ml
Golden Retriever 7 -9,27 pg/ml 49,78 pg/ml
Mix 23 2,91 pg/ml 59,34 pg/ml

Tabelle 24: Darstellung des 95%-Prognose-Intervalls mit oberer und unterer Grenze fiir alle

Probanden, Deutsche Schiferhunde, Golden Retriever und Mischlinge
DSH: Deutscher Schiaferhund
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IV Diskussion

1  Analytische Zuverlassigkeit des Radioimmunoassays (BNP-32 canine

RIA Kit, PhoenixPeptide, Belmont, USA)

Der vorliegende Radioimmunoassay zeigte sich aufgrund seiner Prizision in der Serie und
von Tag zu Tag sowie aufgrund seiner Richtigkeit, Spezifitit und Sensitivitit geeignet zur

Bestimmung von kaninem BNP.

1.1 Prizision

Die Intraassay-Prézision schwankte bei 6 aufeinander folgenden Messungen bei Hunden mit
niedrigen BNP-Werten zwischen 8,96 % und 11,26 %. Die aufeinander folgende Messung
von hohen BNP-Werten eines kranken Hundes erbrachte einen Variationskoeffizienten von
11,49 %. Die Prézisionsanalyse ergab somit eine durchschnittliche Intraassay-Prdzision von
10,57 %. Die Interassay-Prdzision wies einen Variationskoeffizienten von 12,64 % vor.
Borgeson et al. (1998) verwendeten denselben Radioimmunoassay zur Bestimmung von
kaninem BNP. Sie erzielten in der Prizisionsanalyse eine Intraassay-Prézision von 10 % und
eine Interassay-Prizision von 12 % (37).

Andere Autoren nutzten zur Messung von kaninem BNP einen Radioimmunoassay fiir
porzines BNP. Es besteht eine ausreichende strukturelle Homologie zwischen BNP von
Hunden und Schweinen (183). So verwendeten Eriksson et al. (2001) zur Messung von BNP
ein Antiserum gegen synthetisches BNP von Schweinen. Sie erreichten eine Intraassay-
Prizision von 6 % und eine Interassay-Prézision von 11 %.

Asano et al. und MacDonald et al. bestimmten kanines BNP mithilfe eines weiteren
spezifischen Testkits fiir kanines BNP der Firma Peninsula Laboratories Inc., Belmont, CA,
USA.

Eine Inter- und Intraassay-Prizision von <15 % wird als ausreichend angesehen (202).
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1.2 Richtigkeit

Zur Prifung der Richtigkeit wurde das Plasma von 2 Hunden, davon einer mit einem
niedrigen Ausgangswert von BNP und einer mit einem hohen Ausgangswert von BNP, mit 3
verschiedenen Konzentrationen von synthetischem kaninem BNP versetzt. Als
durchschnittliche Wiederfindungsraten konnten 80,8 % und 90,9 % ermittelt werden. Die
Korrelationskoeffizienten lagen bei r = 0,998 und r = 0,876. Je ndher der
Korrelationskoeffizient bei +1 liegt, desto stirker kann eine positive Korrelation
angenommen werden. Bei Zugabe von 64 pg zu dem Plasma des Hundes mit hohen BNP-
Werten ergab sich eine Wiederfindungsrate von 116 %. Als Ursache hierfiir kommen
Matrixeffekte oder nicht sehr hohe Spezifitit des priméiren Antikorpers in Frage.

Borgeson et al. (1998) ermittelten mit demselben Testsystem eine durchschnittliche
Wiederfindungsrate von 73+/-11 % (37). Bei Anwendung des Testsystems fiir porzines BNP
variierte die Wiederfindungsrate fiir kanines BNP zwischen 60 % und 81 % (123). Asano et
al. konnten mit dem anderen erhéltlichen Radioimmunoassay eine Wiederfindungsrate von

64+/-2,9 % erzielen.

Ein weiterer Aspekt der Priifung der Richtigkeit wire die Messung einer Plasmaprobe mit
einer sog. etablierten Referenzmethode. Zur Messung von kaninem BNP steht bisher nur eine
kommerzielle Methode (Radioimmunoassay) zur Verfiigung. In der vorliegenden Arbeit

wurde demnach auf den Vergleich mit einer anderen Messmethode verzichtet.

Die biologische Richtigkeit wird durch Stimulation der Produktion des jeweiligen zu
untersuchenden Antigens bestimmt. Im vorliegenden Test wurde keine Stimulation
durchgefiihrt, da ein starker Anstieg von BNP nur durch invasive Methoden provoziert

werden konnte (z.B. Schrittmacher-induzierte Herzinsuffizienz 0.4.).

Da zur Messung von kaninem BNP im Gegensatz zur Messung von humanem BNP noch
keine Messmethode ohne vorhergehende Plasmaextraktion existiert, wird neben der
zeitaufwendigen Extraktion unweigerlich eine geringere gemessene finale BNP-
Konzentration in Kauf genommen. Auf eine Plasmaextraktion kann bislang nicht verzichtet
werden, da diese zu einer Anreicherung des ohnehin in pg-Bereichen vorkommenden BNPs
filhrt und Matrixeffekte durch andere Bestandteile des Plasmas vermindert werden kdnnen.

Da die Wiederfindungsrate mit der Prizisionsanalyse in engem Zusammenhang steht, werden
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Wiederfindungsraten von > 50% als akzeptabel eingestuft, wenn eine gute Prizision
vorhanden ist. Die Wiederfindungsrate sollte allerdings wie im hier durchgefiihrten Test
immer in mindestens 3 verschiedenen Konzentrationen bestimmt werden (208). Es konnte
hier kein BNP-freies Plasma verwendet werden, demzufolge ist eine homologe
Durchmischung des Plasmas vor der Zugabe von synthetischem BNP fiir auswertbare

Ergebnisse notwendig.

1.3 Sensitivitit

Fiir die Sensitivitidt wurde die im Testkit angegebene niedrigste Konzentration des Standards
als kleinste quantifizierbare Konzentration von BNP angenommen. In anderen Studien wurde
dieselbe Methode angewandt (37, 180). Bei Vorhandensein von Proben ohne einen Gehalt an
BNP kann zum einen das Lower Limit of Detection (LOD), zum anderen das LOQ durch eine
mathematische Formel berechnet werden. Die Berechnung des LOD ist fiir quantitative
Messmethoden nicht notwendig, da das Interesse auf der niedrigsten Konzentration liegt, mit
der eine Quantifizierung mit ausreichender Prizision und Richtigkeit mdglich ist (209). Im

vorliegenden Fall war es nicht moglich, Proben ohne BNP zu verwenden.

1.4 Spezifitit

Die Spezifitét des Testsystems wird vom priméiren Antikorper bestimmt.

Um die Spezifitit des Testsystems zu testen, wurde eine Verdiinnungsreihe einer
Plasmaprobe mit der Standardkurve verglichen. Dabei konnte eine gute Linearitit beobachtet
werden.

Die Informationen iiber eventuelle Kreuzreaktionen zu verwandten und dhnlichen Peptiden
wurden den Herstellerhinweisen entnommen.

In der Literatur finden sich keine Hinweise auf Untersuchungen der Spezifitit bei Messungen
von kaninem BNP. Sagnella (2001) berichtet, dass bei Radioimmunoassays fiir humanes BNP
auch eine 50-fache Konzentration von ANP oder CNP keine Kreuzreaktionen hervorruft.
Bekannt ist, dass humanes Plasma BNP in 2 Formen enthdlt (BNP-32 und Pro-BNP). Die

humanen Testsysteme messen wahrscheinlich beide Formen. Sie sind nicht spezifisch fiir
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BNP-32. Obwohl der Anteil von Pro-BNP bei gesunden Menschen im Plasma klein ist, kann
Pro-BNP bei Patienten mit Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkten auf iiber 50% des
immunoreaktiven BNP ansteigen. Diese mangelnde Spezifitdt fiir das biologisch aktive BNP-
32 muss bei Messung mit einem RIA bedacht werden (210). Inwieweit dieser Sachverhalt
auch fiir kanines BNP-32 gilt, ist bisher nicht bekannt.

Um mogliche Matrixeffekte zu quantifizieren, kann zusétzlich ein Vergleich von
Standardkonzentrationen in Puffer mit Standardkonzentrationen in einer BNP-freien

Blutprobe gezogen werden (202).

1.5 Stabilitit

Da die Plasmaproben der Probanden bei -70 °C gelagert werden, muss die Langzeit-Stabilitét
von BNP im Plasma abgesichert werden. Die Degradation von BNP erfolgt in Korper auf
zwei Wegen, zum einen durch Degradation durch die neutrale Endopeptidase, zum anderen
durch einen lysosomalen Abbau durch den natriuretischen Peptidrezeptor C. Die Stabilitét
von BNP im Plasma wurde durch wiederholte Messungen derselben Probe zu verschiedenen
Zeitpunkten getestet. Es konnte kein Konzentrationsabfall nach 17 Monaten nachgewiesen
werden. Die Langzeit-Stabilitdt sollte immer tiber mindestens die maximale Studiendauer
untersucht werden. Bekannterweise zeigt sich keine oder nur eine geringe Degradation von
Proteinen bei Temperaturen unter -20 °C (209). Es konnen hierbei keine Vergleiche zu
anderen Studien iiber kanines BNP gezogen werden, da die Stabilitdit von BNP bei -70 °C
noch nicht untersucht wurde.

Davidson et al. (1995) zeigten, dass die Gabe von Aprotinin, einem Proteaseinhibitor, nicht
ndtig ist um akkurate Messungen von humanem BNP zu erhalten (113). In einer Studie von
Gobinet-Georges et al. (2000) wurde die Stabilitdt von humanem BNP untersucht. Dabei
konnte kein Konzentrationsverlust bei 30 °C fiir 12 Stunden gesehen werden. Bei -20 °C war
BNP fiir iiber einen Monat ohne Degradation haltbar (114). Plasma BNP-Werte sinken auch
nach 3 Tagen bei Raumtemperatur nicht ab (115).

Zusitzlich wird die analytische Zuverldssigkeit des vorliegenden Testsystems durch die
allgemeinen Vor- und Nachteile eines Radioimmunoassays beeinflusst. Ein Vorteil eines

Radioimmunoassays besteht in seiner groen Sensitivitit. So konnen auch Konzentrationen



Diskussion 86

im pg-Bereich mit ausreichender Prizision und Richtigkeit erfasst werden. Die Sensitivitét
des Testsystems hingt von der Spezifitit des priméren Antikdrpers ab.

Ein Nachteil dieses Radioimmunoassays liegt sicherlich in der komplizierten und
zeitintensiven Durchfithrung (vier Tage), die das Entstehen von systematischen Fehlern
erhoht. AuBlerdem ist das Testsystem durch die Radioaktivitét nur begrenzt haltbar, da ein
Aktivitdtsverlust der radioaktiv markierten Bestandteile besteht. Eine alternative Mdglichkeit
wire die Verwendung von langlebigen Radionukliden wie z.B. Tritium ("H). Fiir die Messung
von BNP besteht allerdings eine zu geringe spezifische Aktivitdt von Tritium, um im pg-
Bereich zu messen.

Vor allem die Plasmaextraktion fiihrt zu einer weiteren Fehlerquelle. Die schlechteren
Ergebnisse der Prdzisionsmessungen im Vergleich zu anderen Radioimmunoassays sind
wahrscheinlich eine Folge der Plasmaextraktion. Auch die bereits erwédhnten Matrixeffekte
beeinflussen die Messung von BNP und fiihren in unbekanntem Umfang zu einer

schlechteren Prizision und Richtigkeit.

1.6 Plausibilitit

Zur Evaluierung der Plausibilitdt wurde die BNP-Plasmakonzentration in 3 Blutproben von
herzkranken Tieren gemessen. Hierbei wurde der BNP-Mittelwert von 23,83 pg/ml einer
gesunden Population (n = 79) mit BNP-Plasmakonzentrationen von herzkranken Tieren
verglichen. Tiere mit einer Mitralklappeninsuffizienz, dilatativen Kardiomyopathie und

Fallot-Tetralogie zeigten um ein Vielfaches hohere BNP-Werte.

Zusammenfassend ldsst sich anhand der Ergebnisse der Validierung eine ausreichende

analytische Zuverldssigkeit des Testsystems fiir kanines BNP feststellen.
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2 Zusammenhang zwischen BNP und verschiedenen Variablen

Um eine mdgliche Korrelation zwischen BNP und Variablen wie GroBle, Geschlecht,
Kastration, Rasse und Alter zu eruieren, wurden zunidchst die Mittelwerte, die
Standardabweichung und die Varianz fiir die individuellen Gruppen der einzelnen Variablen
errechnet. Der nichste Schritt bestand in einer Varianzanalyse. Hierbei wurde das jeweilige
Signifikanzniveau fiir eine Korrelation von BNP mit den einzelnen unabhéngigen Variablen
errechnet. Das Signifikanzniveau wurde auf o = 5% festgelegt.

Die unabhédngigen Variablen GroBe, Geschlecht, Kastration und Alter wiesen eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von > a auf. Folglich besteht keine signifikante Korrelation dieser
Variablen mit dem BNP-Wert.

Die Untergliederung der Probanden in einzelne Hunderassen zeigte dagegen einen
signifikanten Zusammenhang mit den jeweiligen BNP-Werten. Die Wahrscheinlichkeit p lag
in diesem Fall bei 1,7% und somit unter den vorgegebenen 5%.

Die Boxplotdarstellung verdeutlicht in einer graphischen Darstellung die Unterschiede in den
BNP-Werten der einzelnen Rassen.

Trotz der signifikanten Ergebnisse miissen einzelne Gruppen vorsichtig interpretiert werden,
da manche Hunderassen zu wenige Probanden enthielten. So kamen nur drei Boxer zur
Auswertung, drei Howawarte und drei Shelties. Die Gruppe ,,alle anderen Rassen* wurde aus
einer Ansammlung von verschiedenen Rassen gebildet und kann somit nicht als homogene
Gruppe gewertet werden, auch wenn hier eine signifikante Korrelation zum BNP-Wert
festgestellt werden kann.

Das Regressionsmodell wurde aufgrund der nur hier vorliegenden Signifikanz fiir die
Variable Rasse festgelegt. Weiterhin wurde eine Parameterschétzung erstellt, damit kann fiir
einen Probanden, der einer bestimmten Hunderasse zugehorig ist, eine Schitzung des BNP-
Wertes durchgefiihrt werden.

In der Literatur finden sich nur sehr wenige Angaben iiber BNP-Werte bei gesunden Hunden.
Eriksson et al. (2001) untersuchten den Einfluss von Alter und Korpergewicht auf
verschiedene neurohumorale Variablen. So wurde Plasma Nitrat und Nitrit, ANP, Endothelin,
cGMP und BNP gemessen. Hierbei konnte eine Erhéhung von ANP und Plasma Nitrat und
Nitrit mit zunehmendem Alter beobachtet werden. Plasma-BNP zeigte keine signifikante
Korrelation mit den Variablen Alter oder Gewicht (123). Die aus humanmedizinischen

Studien bekannte Erhohung des Plasma-BNPs bei dlteren Menschen wird auf eine
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verminderte Nierenfunktion und auf eine steigende kardiale Hypertrophie ohne
offensichtliche Herzinsuffizienz zuriickgefiihrt (122). Eriksson et al. (2001) vermuten, dass
die mangelnde Korrelation von BNP mit dem Alter aus der normalen kardialen und renalen
Funktion der Studienteilnehmer resultiert (123).

In der Humanmedizin dagegen zeigten Studien Korrelationen dieser Variablen mit der Hohe
der BNP-Werte. So haben gesunde Kinder signifikant hohere Werte als Erwachsene (119).
Redfield et al. (2002) untersuchten BNP-Werte bei 767 Probanden. Dabei konnte eine
signifikante Erh6hung der BNP-Werte mit zunehmendem Alter beobachtet werden. Auch
Frauen hatten signifikant hohere BNP-Werte als minnliche Probanden (122). Yoshibayashi et
al. (1995) untersuchten bei 58 Neugeborenen iiber die ersten Monate BNP-Werte und stellten
fest, dass im Alter von 3 Monaten die BNP-Werte auf das Niveau von adulten BNP-Werten
sinken (120). Aufgrund dieser Untersuchungen wird bei Messung und Interpretation von
BNP-Werten eine rechnerische Anpassung der BNP-Werte an das jeweilige Alter gefordert
(211). Keine signifikanten Verdnderungen zeigten sich wihrend eines Menstruationszyklus

bei gesunden Frauen (212).

3  Erstellung des Referenzbereiches

In dieser Studie wurde anhand der Daten von 79 gesunden Hunden verschiedener Rassen
nach Bestimmung der BNP-Konzentration mit einem Radioimmunoassay ein
Referenzbereich definiert. Die Priifung auf Normalverteilung erfolgte mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test. Er ist vor allem bei kleineren Stichprobenumfiangen sehr aussagekréftig (213).
Die Daten wurden untergliedert in die verschiedenen Rassen auf Normalverteilung untersucht
und erwiesen sich als normalverteilt. Die Referenzwerte wurden anhand des
Prognoseintervalls ermittelt. So konnte ein oberer Referenzwert von 53,69 pg/ml fiir die
Gesamtheit der Probanden, von 42,97 pg/ml fiir Deutsche Schéferhunde, von 49,78 pg/ml fiir
Golden Retriever und von 59,34 pg/ml fiir Mischlingshunde etabliert werden.

Der niedrigste gemessene BNP-Wert lag bei 3,39 pg/ml, der hochste gemessene Wert bei
79,31 pg/ml. Als Mittelwert fiir alle gemessenen BNP-Werte wurde 23,83 pg/ml mit einer

Standardabweichung von 14,9 berechnet.
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Ein Vergleich mit andernorts durchgefiihrten BNP-Messungen bei gesunden Hunden erweist
sich als schwierig, da bisher nur bei wenigen gesunden Hunden BNP-Werte gemessen
wurden, zum anderen wird die Interpretation durch Verwendung von unterschiedlichen
Messmethoden erschwert.

Tessier et al. (2002) untersuchten BNP-Werte bei 17 gesunden Hunden mit demselben
Radioimmunoassay und konnten bei diesen Probanden einen Mittelwert von 31+/-3 pg/ml
ermitteln (181).

Auch Borgeson et al. (1998) untersuchten bei 5 gesunden, ménnlichen Tieren im Rahmen
einer Studie BNP-Werte. Sie erhielten bei diesen Probanden einen BNP-Mittelwert von 20+/-
5 pg/ml.

In der Studie von Woods et al. (1999) wurde zwar ein Radioimmunoassay desselben
Herstellers, aber eine andere Einheit von BNP verwendet. So ergab sich bei 6 médnnlichen
Greyhounds ein BNP-Mittelwert von 1,5+/-1,1 fmol/ml, dies entspricht 31,05+/-22,77 pg/ml.
MacDonald et al. (2003) ermittelten bei 9 gesunden Hunden im Alter von 4-10 Jahren und
einem Gewicht von 7-55 kg BNP-Werte. Sie legten zur Unterscheidung gesunder Hunde mit
Hunden, die an einer moderaten Mitralklappeninsuffizienz ohne Herzinsuffizienz litten, einen
Wert von 23 pg/ml fest (182). Die Messung der BNP-Werte in dieser Studie erfolgte
allerdings mit einem anderen Radioimmunoassay. Auch die noch geringere Anzahl von
Probanden lésst keinen aussagekriftigen Vergleich zu.

Auch Asano et al. (1999) verwendeten einen Radioimmunoassay eines anderen Herstellers.
Sie untersuchten neben Konzentrationen bei kranken Hunden BNP-Werte bei 19 gesunden
Hunden. Hier lag der BNP-Mittelwert bei 36,8+/-4 pg/ml mit einem niedrigsten gemessenen
Wert von 20,5 pg/ml und einem hdochsten gemessenen Wert von 66,3 pg/ml (180).

Bei Verwendung von Antiseren gegen porzines synthetisches BNP stellten Nishida et al.
(1990) einen Mittelwert von 10,94 pg/ml heraus. Diese Studie untersuchte BNP-Werte bei 19
Hunden (214).

Aufgrund der guten Ergebnisse der Testvalidierung und der weitgehenden Ubereinstimmung
mit den BNP-Werten, die von Anderen mit demselben Testsystem gemessen wurden, kdnnen
die hier ermittelten BNP-Werte als orientierende Referenzwerte empfohlen werden. Keine

andere Studie hat vergleichbar zuverldssige Referenzwerte ermittelt.

Vergleiche mit BNP-Werten, die mit anderen Messmethoden ermittelt werden, sollten
vorsichtig interpretiert werden. Folglich sollten Labor- und Messmethoden-spezifische

Referenzwerte erstellt werden.
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Da in der vorliegenden Studie eine signifikante Korrelation zwischen BNP-Werten und der
Hunderasse festgestellt wurde, miissen eigene Referenzwerte fiir die einzelnen Hunderassen
erstellt werden. Hierzu werden moglichst viele Probanden der einzelnen Hunderassen
bendtigt. In der vorliegenden Studie war es aufgrund der Anzahl der Studienteilnehmer
ausschlieBlich moglich, Referenzwerte fiir Deutsche Schédferhunde und Golden Retriever zu
erstellen. Die Gruppe Mischlingshunde sollte aufgrund Threr Heterogenitdt moglicherweise
nach anderen Gesichtspunkten weiter untergliedert werden.

Um einen moglichen Einfluss des Alters auf die BNP-Werte auszuschliefen, ist eine
weitumfassende Messung von Plasma-BNP in allen Altersgruppen anzuraten. Besonders
sollten hierbei sehr junge und sehr alte Tiere beriicksichtigt werden, da diese in Anlehnung an
humanmedizinische Studien besonders hohe bzw. niedrige Werte haben konnten.

Bei gesunden Menschen wird eine pulsatile Sekretion fiir gesunde Individuen postuliert (31).
Fiir zukiinftige Studien sollte der mogliche Einfluss auf die BNP-Werte durch pulsatile
Sekretion durch mehrfache Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten ausgeschlossen werden.
Auch eine mogliche zirkadiane Ausschiittung wie bei anderen Hormonen sollte untersucht

werden.

4 Ausblick

Um die Messung von BNP in die klinische Routinediagnostik zu integrieren, sind im Moment
noch aufwendige Testverfahren nétig. Da fiir die Durchfithrung des Radioimmunoassays eine
Plasmaextraktion des Peptides unumgénglich ist, fiihrt diese neben der zeitlich und technisch
aufwendigen Methode zu einer schlechteren Prédzision und Richtigkeit im gesamten
Messverfahren. Der Radioimmunoassay nimmt aufgrund der einzelnen Inkubationsschritte

auch drei Tage in Anspruch.

In der Humanmedizin wurde ein immunofluorometrisches Verfahren zur Messung von BNP
entwickelt. Dieses Testsystem, der sog. TRIAGE-Test (TRIAGE® BNP, Biosite GmbH,
Wilich, Deutschland), ermoglicht es, innerhalb von 15 Minuten ohne vorherige
Plasmaextraktion zuverldssige Ergebnisse zu erhalten. Dabei ist dieses Testsystem den dlteren

Messmethoden (RIA und IRMA) in Prizision und Richtigkeit tiberlegen (126).
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Zukunftsweisend wire sicherlich die Entwicklung eines dhnlich schnell und zuverlissig
arbeitenden Testsystems fiir die Messung von kaninem BNP. Vermutlich kénnen aufgrund
der Peptidstruktur humane Testsysteme nicht fiir die Messung von kaninem BNP verwendet
werden (183). Dennoch konnte in folgenden Studien eine Validierung des TRIAGE-Tests fiir
kanines BNP durchgefiihrt werden.

Die Messung von BNP-Werten bei Hunden wére - in Anlehnung an humanmedizinische
Studien - insbesondere zur Unterscheidung von respiratorischen von kardialen Erkrankungen
sinnvoll. Denn ein groBer Teil der Hunde, die sich in einer Notfallambulanz einfinden,
werden in Folge von Dyspnoe vorgestellt. Ein Ausschluss von kardialen Erkrankungen
aufgrund von niedrigen BNP-Werten konnte in Notfallsituationen sehr hilfreich sein; dies
speziell bei unkooperativen oder hochgradig dyspnoeischen Tieren, bei denen eine
echokardiographische Untersuchung unméglich ist.

Um diese Unterscheidung durchfiihren zu kénnen, miissten vorab Grenzwerte von BNP-
Werten zur Abgrenzung von gesunden von kranken Hunden festgesetzt werden. MacDonald
et al. (2003) legten als erste eine BNP-Konzentration (35 pg/ml) fest, bei deren
Uberschreitung mit guter Sensitivitdt und Spezifitit eine kardiale Erkrankung vermutet

werden kann (182).

Viel verspricht fiir die Zukunft auch die Messung von BNP im Plasma von Katzen. Da
Katzen anders als Hunde erst sehr spit im Verlauf einer Herzerkrankung eine klinische — fiir
die Besitzer erkennbare - Symptomatik entwickeln, konnte eine im Rahmen eines
Gesundheitsscreenings durchgefiihrte Blutentnahme frither zur Diagnose von
Herzerkrankungen beitragen. Liu et al. (2002) untersuchten die Struktur des felinen BNP und
fanden eine ungefihr 90 %ige Homologie mit vielen anderen Spezies. Diese hohe Homologie
erlaubt den Gebrauch von Testsystemen von anderen Spezies. Dennoch wird gerade ein

felines Testsystem entwickelt (178).

Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass das Gebiet der natriuretischen Peptide
mannigfaltige Forschungsmoglichkeiten bietet, die mit groBer Wahrscheinlichkeit in den
nichsten Jahren sowohl in der Humanmedizin als auch in der Veterinirmedizin interessante

und wertvolle Erkenntnisse bringen werden.
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VI Zusammenfassung

Zur Familie der natriuretischen Peptide gehoren drei Peptide: Atrial Natriuretic Peptide
(ANP), Brain Natriuretic Peptide (BNP) und C-type natriuretic peptide (CNP). BNP wurde
urspriinglich im Gehirn von Schweinen isoliert, bald stellte sich heraus, dass eine wesentlich
hohere Konzentration im Herz vorliegt. Plasma-BNP ist bei verschiedenen Herzerkrankungen
vieler Spezies hoch.

Das Ziel der Studie war es, Referenzwerte fiir BNP im kaninen Plasma zu erstellen. Zur
Messung von Plasma BNP wurde ein kommerzieller Radioimmunoassay (BNP-32 canine
RIA Kit, PhoenixPeptide, Belmont, USA) verwendet. Eine Validierung des Testkits mit der
Untersuchung von Prizision, Richtigkeit, Sensitivitdt, Spezifitit und Stabilitdt wurde zuvor
durchgefiihrt.

Als Studienteilnehmer dienten 79 gesunde Hunde (41 Riiden, 38 Hiindinnen) im Alter von 3
Monaten bis 15 Jahren. Dabei waren 23 Hunde Mischlingshunde und 56 Rassehunde. Anhand
ihres Gewichtes wurden sie in 3 verschiedene Gruppen eingeteilt (K: <10 kg, M: 10-25 kg, G:
>25 kg).

Der untersuchte Radioimmunoassay wies eine gute Prazision mit einer Intraassay-Prazision
von 10,57 % und einer Interassay-Prézision von 12,64 % auf. Bei Zugabe von synthetischem
kaninem BNP zu einem Plasma mit niedrigem BNP-Wert ergab sich eine Wiederfindungsrate
von 80,8 %. Die Wiederfindungsrate bei Zugabe zu einem Plasma mit hoher BNP-
Konzentration lag bei 90,9 %. Der niedrigste Standard war 1 pg/Réhrchen. Zur Bestimmung
der Spezifitidt wurde eine serienweise Verdiinnung von Hundeplasma mit der Standardkurve
verglichen und zeigte einen parallelen Verlauf. Bei Lagerung bei -70 °C zeigte sich eine gute
Langzeit-Stabilitdt, auch nach 17 Monaten konnte keine Degradation von BNP beobachtet
werden.

Mittelwert, Median, Standardabweichung und Varianz der BNP-Werte wurden getrennt fiir
Alter, Geschlecht, Kastration/Ovariohysterektomie, Gro3e und Rasse berechnet. Um einen
moglichen  Zusammenhang des BNP-Wertes mit  Geschlecht,
Kastration/Ovariohysterektomie, Grofle und Rasse festzustellen, wurde eine Varianzanalyse
durchgefiihrt. Mit einer einfachen Regressionsanalyse wurde auf einen Zusammenhang von
Alter und BNP-Wert gestestet. Es bestand kein Zusammenhang der BNP-Werte mit Alter,
Geschlecht, Kastration/Ovariohysterektomie und Grof3e (p > 0,05). Die BNP-Konzentration
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war jedoch in signifikantem MaBe (p = 0,017) von der Rasse abhingig.
Parameterschitzungen wurden fiir jede Rasse erstellt. Ein Kolmogorov-Smirnov Test zeigte,
dass die vorliegenden Daten normalverteilt waren.

Referenzwerte wurden fiir die gesamte Studienpopulation (oberer Referenzbereich: 53,69
pg/ml), Deutsche Schiferhunde (oberer Referenzbereich: 42,97 pg/ml), Golden Retriever
(oberer Referenzbereich: 49,78 pg/ml) und Mischlinge (oberer Referenzbereich: 59,34 pg/ml)
etabliert.

Mit Abschluss dieser Studie liegen erstmals zuverldssige Referenzwerte fiir

veterindirmedizinische kardiologische Studien vor.
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VII Summary

Katrin Tietgen

Measurement of ”Brain Natriuretic Peptide” in healthy dogs

The natriuretic peptide family consists of three peptides: atrial natriuretic peptide (ANP),
brain natriuretic peptide (BNP) and C-type natriuretic peptide (CNP). BNP was originally
identified in extracts of porcine brain, but there is considerably more in the cardiac tissue.
Plasma BNP is high in many different cardiac diseases in several species.

The purpose of our study was to define a reference range for BNP in canine plasma. The BNP
concentration was analysed with a commercial radioimmunoassay-testkit (BNP-32 canine
RIA Kit, PhoenixPeptide, Belmont, USA). Before being used, the testkit was validated.
Precision, accuracy, sensitivity, specificity, and stability tests were carried out.

The study population consisted of 79 healthy dogs (41 males, 38 females) ranging in age from
3 months to 15 years. Of these 23 were mongrel dogs and 56 belonged to various breeds.
According to their weight they were placed in 3 different groups (K: <10 kg, M: 10-25 kg, G:
>25 kg).

The radioimmunoassay showed a good precision. The intra-assay and inter-assay coefficients
of variation were 10,57 % and 12,64 %, respectively. Recovery of synthetic canine BNP
added to a plasma with a low BNP content and an high BNP content was 80,8 % and 90,9 %,
respectively. The lowest standard was 1 pg/tube. The dilution of a plasma containing BNP,
carried out as a marker of specificity, inhibited binding of radioiodinated hormone to the
antibody in a manner parallel to inhibition by the standards. The long-term stability showed
no degradation of BNP over 17 month at a temperature of -70 C.

Mean, median, standard deviation and variance of BNP levels were evaluated for age, sex,
castration, weight, and breed. Analysis of variance was used to assess the association between
sex, castration, weight, breed and BNP levels. Age-related correlations were tested by use of
a single regression analysis. There was no association (p > 0,05) between age, castration, sex,
and weight and BNP levels. Only Plasma BNP and breed showed a significant correlation (p
= 0,017). Parameter estimates were calculated for each breed. The assumption of normality
was verified by a Kolmogorov-Smirnov test.

Reference values were established for the whole study population (upper reference value:

53,69 pg/ml), German Shepherd (upper reference value: 42,97 pg/ml), Golden Retriever
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(upper reference value: 49,78 pg/ml) and mongrel dog (upper reference value: 59,34 pg/ml).
To our knowledge, this is the first study describing reliable reference values for veterinary

cardiology. The basis for future clinical studies is hereby established.
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