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L. Einleitung

I. EINLEITUNG

Die dilatativen Kardiomyopathie des Dobermanns ist eine autosomal dominant
vererbte Krankheit, die vor allem bei élteren Tieren haufig auftritt (MEURS et al.,
2007). Im europdischen Raum erreicht sie eine kumulative Privalenz von 63 %
(WESS et al., 2009b). Sie verlduft, beginnend mit einem Schaden auf zelluldrer
Ebene im Myokard, iiber die okkulte Phase bis hin zum klinisch symptomatischen
Stadium (MOISE & FOX, 1999; O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004; MEURS et
al., 2007). Mit bisherigen Untersuchungsmethoden ist die Erkrankung bei
ausschlieBlich zelluldarem Schaden nicht zu diagnostizieren. Die okkulte Phase ist
durch ventrikuldre Arrhythmien, die zu Synkopen und zum plétzlichen Herztod
fiihren konnen, einer systolischen myokardialen Dysfunktion oder der
Kombination aus beiden Verdnderungen gekennzeichnet. Bis heute ist eine
Diagnose im okkulten Stadium, also bevor die Hunde klinisch offensichtliche
Symptome zeigen, nur durch aufwindige spezielle kardiologische Untersuchungs-
methoden zu diagnostizieren, die nicht jedem Tierarzt zur Verfiigung stehen.
Diese sind das 24-Stunden-EKG und die echokardiographische Untersuchung.
Eine frithzeitige Diagnose dieser Krankheit spielt zum einen jedoch gerade
hinsichtlich des Zuchteinsatzes der Hunde bereits in jungem Alter — und damit
lange vor Auftreten klinischer Symptome der genetisch bereits determinierten
Erkrankung — eine entscheidende Rolle, zum anderen kann durch eine friihzeitige
medikamentelle Therapie der plotzlichen Herztod verhindert werden.

Ziel dieser Studie war es, NTpro-BNP als Biomarker beim Dobermann zu
evaluieren und hinsichtlich der Eignung zur Diagnose einer frithen dilatativen
Kardiomyopathie zu untersuchen. Die Studienpopulation setzte sich aus 335
Hunden in ,,herzgesunden®, ,,noch normalen®, ,,okkulten* und ,,dekompensierten
Stadien zusammen. Zur Beurteilung des Krankheitsstadiums wurden neben einer
ausfihrlichen kardiologischen Untersuchung sowohl das 24-Stunden-EKG und
konventionelle echokardiographische Parameter als auch die erst kiirzlich beim
Dobermann evaluierten Parameter endsystolisches Volumen, enddiastolisches

Volumen und Ejektionsfraktion herangezogen (SIMAK, 2008).
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Die Kardiomyopathie beim Dobermann

Der Dobermann ist eine der am héufigsten betroffenen Hunderassen, die an
dilatativer Kardiomyopathie erkranken. Die Privalenz betragt in Nordamerika 45
bis 63 % (O’GRADY, 1995a; O’GRADY & HORNE, 1998; CALVERT et al.,
2000a). Im europdischen Raum erreicht sie eine kumulative Pravalenz von 63 %
(WESS et al, 2009b). Meist sind éltere Tiere betroffen. In einer
Studienpopulation waren 77 % der erkrankten Tiere zwischen fiinf und zehn
Jahren alt, wobei kein signifikanter Altersunterschied zwischen den Riiden und
Hiindinnen festgestellt wurde. Das durchschnittliche Alter im kongestiven Herz-
versagen lag in einer Studie bei 6,7 Jahren. In einigen Studien wurde ein
hiufigeres Auftreten bei Riiden beschrieben, in zwei Studien lag indes eine
homogene Geschlechtsverteilung vor (CALVERT et al., 1982, 1997b, 1998,
2000a, 2000b;; CALVERT & BROWN, 1986; JACOBS & CALVERT, 1995;
O’GRADY & HORNE, 1998; MEURS et al., 2007).

Die Kardiomyopathie beim Dobermann ist eine autosomal dominant vererbte
Erkrankung, in deren Verlauf Myokardzellen durch Kollagen oder Fettzellen
ersetzt werden (EVERETT et al., 1999; TIDHOLM & JONSSON, 2005; MEURS
et al., 2007). Im subklinischen Stadium kommt es zu Schiden auf zelluldrer
Ebene, die makroskopisch nicht identifizierbar sind und noch keine elektro-
kardiographischen Verdnderungen ausldsen. Im nachfolgenden okkulten Stadium
sind die Hunde fiir den Besitzer weiterhin unauffillig, jedoch treten
typischerweise bei dieser Rasse meist vor echokardiographisch nachweisbaren
Verianderungen bereits ventrikuldre Arrhythmien auf. Bis zu 30 % der Hunde
sterben in dieser Phase am plotzlichen Herztod aufgrund ventrikuldrer
Tachyarrhythmien. Wird die okkulte Phase iiberlebt, entwickelt sich in der
klinischen Phase aufgrund der systolischen und diastolischen Dysfunktion mit
konsekutiver Volumeniiberladung ein kongestives Herzversagen. Héufig treten
Synkopen auf, bis zu 50 % der Patienten sterben in dieser Phase ebenfalls am
plotzlichen Herztod (CALVERT et al., 1982, 1997a, 1997b; CALVERT &
BROWN, 1986; TIDHOLM & JONSSON, 1997; O’GRADY & HORNE, 1998;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004; O'SULLIVAN et al., 2007a).
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Die Kardiomyopathie beim Dobermann kann bislang erst im okkulten Stadium,
diagnostiziert werden. Dabei ist das 24-Stunden-EKG (Holter) die Methode der
Wahl (MEURS et al., 2001a; O’GRADY, 2002). Durch die echokardiographische
Untersuchung konnen zusétzlich systolische und diastolische Funktions-
veranderungen erkannt werden, die allerdings teilweise auch isoliert auftreten
(CALVERT & BROWN, 1986; O'SULLIVAN et al., 2007a). Als Grenze
zwischen einem unauffilligen Befund und einer dilatativen Kardiomyopathie
werden je nach Studie unterschiedliche Werte angegeben. Die am hiufigsten
verwendeten Parameter zur Beurteilung der kardialen Funktion sind hierbei die
linksventrikuldren Durchmesser in Diastole und Systole sowie die Verkiirzungs-
fraktion. Die Grenze fiir einen physiologischen linksventrikuldren diastolischen
Durchmesser liegt zwischen 4,2 und 5,0 cm, fiir einen physiologischen
systolischen Durchmesser zwischen 3,8 und 4,0 cm. Zusitzlich werden von
manchen Autoren innerhalb dieser Bereiche =zusdtzliche Grenzwerte in
Abhingigkeit von Geschlecht oder Gewicht gesetzt. Im Herzversagen betrigt die
Verkiirzungsfraktion maximal 15 % (CALVERT et al.,, 1982, 1997a, 2000a,
2000b; CALVERT & BROWN, 1986; O’GRADY, 1995a, 1995b; CALVERT &
WALL, 2001b; O'SULLIVAN et al., 2007a, 2007b).

Die Therapie der dilatativen Kardiomyopathie muss den jeweiligen Symptomen
angepasst werden und reicht im dekompensierten Stadium von Diuretika iiber
ACE-Inhibitoren bis hin zu positiv inotropen Medikamenten. Hunde, die im
kongestiven Herzversagen mit Pimobendan behandelt wurden, hatten signifikant
lingere Uberlebenszeiten als die Placebogruppe. Zusitzlich miissen
Vorhofflimmern und andere Tachyarrhythmien durch Antiarrhythmika
kontrolliert werden (CALVERT & BROWN, 1986; FUENTES et al., 2002;
MEURS, 2002; MOISE, 2002; O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004; O'GRADY et
al., 2008). Der Eintritt des kongestiven Herzversagens konnte fiir Hunde, die
bereits im okkulten Stadium mit ACE-Hemmern behandelt wurden, signifikant
hinausgezogert werden (O'GRADY et al., 1997, 2009). Im okkulten Stadium wird
bei schnellen ventrikuldren Extrasystolen, ventrikuldren Tachykardien und
komplexen ventrikuldren Tachyarrhythmien, wie multiformen ventrikuldren
Extrasystolen, Couplets, Triplets und Bigemini, bereits eine antiarrhythmische
Therapie empfohlen, um Synkopen und einen plotzlichen Herztod zu verhindern

(CALVERT, 1995; MEURS, 2002; MOISE, 2002).



II. Literaturiibersicht 4

2. Natriuretische Peptide

Die Familie der natriuretischen Peptide besteht aus strukturell dhnlichen, aber
genetisch  verschiedenen Peptiden mit gemeinsamen biochemischen und
physiologischen Eigenschaften. DE BOLD und Mitarbeiter (1981) injizierten
Ratten ein Extrakt aus einem Homogenisat atrialen Myokards und beobachteten
eine massive Diurese und Natriurese. 1984 wurde die Struktur des atrialen
natriuretischen Peptides (ANP) identifiziert, desjenigen Peptidhormons, das fiir
vorher genannte Phidnomene verantwortlich war (KANGAWA et al., 1984a;
KANGAWA & MATSUO, 1984). Vier Jahre spiter wurde ein weiteres Peptid
mit natriuretischen und diuretischen Eigenschaften, dhnlich dem ANP, aus dem
Gehirn von Schweinen erstmals isoliert (SUDOH et al., 1988). Entsprechend dem
Fundort wurde es als Brain Natriuretic Peptide (BNP) bezeichnet. (MINAMINO
et al., 1988a, 1988b). MINAMINO und Mitarbeiter (1988) fanden BNP kurz
darauf auch im Myokard von Schweinen, vor allem im Atrium. HOSODA und
Mitarbeiter (1991) stellten schlieBlich fest, dass BNP, bestehend aus 32
Aminoséduren, hauptsichlich im Ventrikelmyokard synthetisiert wird. Daher wird
die Bezeichnung B-type Natriuretisches Peptid favorisiert. Es sind jedoch nicht
alle natriuretischen Peptide kardialen Ursprungs. SCHULZ-KNAPPE und
Mitarbeiter (1988) entdeckten in humanem Urin ein natriuretisches Peptid, das
immunologisch wie ANP reagierte, mit dem aus 28 Aminosduren bestehenden
ANP aber nicht identisch war. Urodilatin ist ein aus 32 Aminosduren bestehendes
Peptid, das zwar vom gleichen Gen und Prakursor wie ANP stammt, aufgrund
anderer Spaltung aber ein um vier Aminosduren verlingertes aminoterminales
Ende besitzt (GUNNING & BRENNER, 1993). BARR und Mitarbeiter (1996)
isolierten das C-type Natriuretic Peptide (CNP), bestehend aus 22 Aminoséuren,
aus dem zentralen Nervensystem (ZNS) und GefdBBendothelzellen. Es existiert in
vier Isoformen und findet sich auch in den Nieren, den Chondrozyten und der
Hypophyse. In humanem Plasma kommt es nur in sehr geringen Konzentrationen
vor, allerdings wird es in hohen Konzentrationen im Gewebe exprimiert,
entsprechen seiner auto- und parakrinen Funktion (WEI et al., 1993b; HORIO et
al., 2003). Dendroaspis Natriuretic Peptide (DNP), welches strukturelle
Ahnlichkeit zu ANP, BNP und CNP aufweist, wurde aus der Giftdriise der griinen
Mamba (Dendroaspis angusticeps) extrahiert (SCHWEITZ et al., 1992). Die

Funktion von DNP ist noch nicht -eindeutig geklart; durch seinen
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vasorelaxierenden Effekt konnte es jedoch die Aufnahme des Schlangengiftes
erhohen (BEST et al., 2002). Interessant ist, dass in humanem Plasma und
humanem atrialem Myokard eine DNP-dhnliche Immunreaktivitit zu finden ist.
Es konnte gezeigt werden, dass die Stirke der Reaktion mit der Schwere des
Herzversagens korreliert (LISY et al., 1999; SCHIRGER et al., 1999; SINGH et
al., 2006). Ventricular Natriuretic Peptide (VNP) wurde 1991 in Myokardzellen
des Aals gefunden (TAKEI et al, 1991), des weiteren nur bei anderen
Stralenflossern (Polypteriformes) wie den Flosselhechten, dem Stor und der
Forelle, wo es ausschlielich im Myokard exprimiert wird. Es spielt eine wichtige
Rolle im Wasserhaushalt dieser Fische und unterscheidet sich von anderen
natriuretischen Peptiden durch sein langes, aus 14 Aminosduren bestehendes
carboxy-terminales Ende und seine hohe Affinitit sowohl fiir den Natriuretischen
Peptid Rezeptor A (NPR-A) als auch den Natriuretischen Peptid Rezeptor C
(NPR-C) (TSUKADA & TAKEI, 2001; KAWAKOSHI et al., 2004; TAKEI et
al., 2007).

Die kardialen natriuretischen Peptide ANP und BNP spielen eine fundamentale
Rolle bei der Regulation des Salz- und Wasserhaushalts, des Blutdrucks sowie
dem kardiovaskuliren Remodeling (MORITA et al., 1992). Sie wirken als
gegenregulatorische Hormone bei erhdhter sympathomimetischer und
neurohumoraler Aktivitdt als Antwort auf erhohte Wandspannung und

myokardiale Ischdmie, wie bei kongestivem Herzversagen (BAUGHMAN, 2002).

2.1. Struktur, Metabolismus und biologische Funktion

Die natriuretischen Peptide werden als hochmolekulare Préikursor-Proteine
synthetisiert, die anschliefend intrazellurdr posttranslational modifiziert werden.
Obwohl das jeweilige Prikursor-Protein des entsprechenden natriuretischen
Peptids von einem eigenen Gen kodiert wird, beinhalten sie alle eine
charakteristische homologe Ringstruktur, bestehend aus 17 Aminosiuren
zwischen einer Disulfidbriicke aus Cystein 129 und 145, wie in Abb. 1 dargestellt
(LEVIN et al., 1998).
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Abbildung 1: Darstellung der natriuretischen Peptide (ANP = atriales natriuretisches Peptid, BNP
= Brain-Typ natriuretisches Peptid, CNP = C-Typ natriuretisches peptid, DNP = Dendroaspis
natriuretisches Peptid, VNP = ventrikuldres natriuretisches Peptid; blau unterlegt: homologe
Sequenzen, Kodierung der Aminoséuren nach dem Einbuchstabencode, siche Anhang Tabelle 1).

Die wichtigste Wirkung der natriuretischen Peptide besteht in einer Relaxation der
glatten Muskulatur der Arteriolen, wobei der Effekt der Vasodilatation am
stiarksten an den afferenten renalen BlutgefdBen ausgeprigt ist, an den efferenten
Arteriolen hingegen kommt es zu einer Vasokonstriktion (MARIN-GREZ et al.,
1986). Dies fiihrt zu einer Erhéhung der glomerulédren Filtrationsrate (GFR) und
dadurch zu einer Steigerung der Natriurese und Diurese sowie vermehrter
Ausscheidung von Chlorid und Calcium (YUKIMURA et al., 1984; NISHIDA et
al., 1990; LEVIN et al, 1998). In den Tubulusepithelien wird die
Natriumriickresorption gehemmt (LEVIN et al., 1998). Durch Herabsetzung des
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peripheren  Widerstands  wirken die natriuretischen Peptide zudem
blutdrucksenkend. Dariiber hinaus wird das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) antagonisiert (WADA et al., 1994; CLARKSON et al., 1996;
BRUNNER-LA ROCCA et al., 2001). Die Aldosteronfreisetzung wird sowohl
direkt in der Nebennierenrinde als auch durch Hemmung der Reninfreisetzung
unterdriickt (AKABANE et al, 1991). Die Freisetzung von Vasopressin,
Noradrenalin, Endothelinen und Cytokinen wird ebenfalls gehemmt (WADA et
al., 1994; LEVIN et al., 1998; STEIN & LEVIN, 1998; BAUGHMAN, 2002).
Das Besondere an ANP und BNP ist, dass sie die kardiale Vorlast senken, ohne
dass eine reflexbedingten Tachykardie ausgelost wird (CROZIER et al., 1986).
Dies ist am ehesten mit einer Erhohung des Vagotonus in Kombination mit
Suppression von afferenten sympathomimetischen Signalen des ZNS und daraus
resultierender geringerer Freisetzung von Katecholaminen an den Synapsen des
autonomen Nervensystems zu erklidren (SCHULTZ et al., 1988). Aullerdem zeigt
BNP einen direkten autokrin bzw. parakrin vermittelten vasodilatatorischen Effekt
auf die Koronararterien im kongestiven Herzversagen (YAMAMOTO et al.,
1997). Die natriuretischen Peptide spielen auch eine Rolle bei der Modulation des
Zellwachstums, indem sie antimitogen auf kardiale Zellen wirken (GEORGE et
al., 2009). Durch seine antiproliferativen und antifibrotischen Eigenschaften, die
vasodilatatorischen Effekte sowie Hemmung des sympathischen Einflusses auf
das Herz besitzt BNP eine kardioprotektive Wirkung (CAO & GARDNER, 1995;
FUJISAKI et al., 1995; VAN DER ZANDER et al., 2002; GAO et al., 2009).

2.2. Peptide

Von den bisher bekannten sechs natriuretischen Peptiden sind das atriale
natriuretische Peptid (ANP), Urodilatin, das B-type natriuretische Peptid (BNP)
und das C-type natriuretische Peptid (CNP) bei Sdugetieren nachgewiesen.
Dendroaspis natriuretisches Peptid (DNP) und das ventrikuldre natriuretische

Peptid (VNP) hingegen sind spezielle Varianten bei Reptilien und Fischen.
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2.2.1. Atriales natriuretisches Peptid (ANP)

ANP wurde bei Menschen erstmals 1981 von DE BOLD und Mitarbeitern
beschrieben und 1984 geklont und sequenziert (DE BOLD et al., 1981; OIKAWA
et al., 1984). Es wird hauptsidchlich in myoendokrinen Zellen der Atrien als pré-
proANP (151 AS beim Menschen, 153 AS bei der Katze, 149 AS beim Hund)
synthetisiert, die sich auch vereinzelt im Ventrikelmyokard befinden (OIKAWA
et al., 1985; BIONDO et al., 2003). Bei Feten und Neonaten, Hypertrophie der
Ventrikel und bei Volumeniiberladung findet eine vermehrte Produktion von ANP
in den Ventrikeln statt (SAITO et al.,, 1989; LEVIN et al., 1998). Nach
Abspaltung eines Signalpeptids (Mensch und Katze: 25 AS, Hund: 23 AS) wird
der Prikursor pro-ANP (Mensch und Hund: 126 AS, Katze: 128 AS) in atrialen
Granula gespeichert (OIKAWA et al., 1985; BIONDO et al., 2002). Direkt
proportional zur Intensitit der atrialen Dehnung wird pro-ANP im
endoplasmatischen Retikulum von Endoproteasen in ein aminoterminales
Fragment (NTpro-ANP) bestehend aus 98 Aminosduren und das aktive
carboxyterminale ANP (Mensch und Hund: 28 AS, Katze: 30 AS) aufgespalten
und in dquimolaren Mengen ins Blut abgegeben (OIKAWA et al., 1985;
HAGGSTROM et al., 1994, 2000; LEVIN et al., 1998; KOIE et al., 2001;
TIDHOLM et al., 2001; BIONDO et al., 2003; SISSON, 2003). Eine Erhdhung
der Herzfrequenz ist ein weiterer Stimulus fiir die Freisetzung von ANP
(HAGGSTROM et al., 1994; TIDHOLM et al., 2001; SISSON, 2003). Aufgrund
der Tatsache, dass sich die Plasmakonzentration von ANP den physiologischen
Gegebenheiten beziiglich Volumeniiberladung und Tachykardie schnell anpasst,
ist ANP ein guter Marker fiir akute Volumeniiberladung und plotzliche
hiamodynamische Verdanderungen. Die Konzentration von ANP ist 10- bis 50-mal
hoher als die von BNP (POTOCKI et al., 2009). Die biologisch aktive Form hat
ein Molekulargewicht von circa 3000 D und eine biologische Halbwertszeit
(HWZ) von ein bis fiinf Minuten; NTpro-ANP besitzt eine 8 bis 10fache HWZ
(LEVIN et al., 1998).

2.2.2. Urodilatin

Das durch alternatives Splicing von proANP enstehende Urodilatin wird in den
distalen tubuldren Zellen der Nieren synthetisiert, luminal sezerniert und reguliert

parakrin in den distalen Segmenten des Nephrons die Natrium- und Wasser-
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reabsorption (FORSSMANN et al., 1986, 1998). Es senkt die Reninsekretion im
juxtamedulldren Apparat und inhibiert sowohl die Aldosteronfreisetzung in der
Zona glomerulosa der Nebennierenrinde als auch die durch Angiotensin II
stimulierte Salz- und Wasserresorption im proximalen Tubulus (ZEIDEL, 1995).
Im Vergleich zu ANP besitzt Urodilatin eine hohere Stabilitdt gegen den
enzymatischen Abbau durch neutrale Endoproteasen (GAGELMANN et al.,
1988).

2.2.3. B-type natriuretisches Peptid (BNP)

BNP wird unter normalen physiologischen Umstinden hauptsichlich in den
Atrien synthetisiert (LUCHNER et al., 1998; BIONDO et al., 2003). Die
biologisch aktive Form hat ein Molekulargewicht von ca. 3500 D, das biologisch
inaktive aminoterminale NTpro-BNP circa 8500 D. Bei Vorliegen von
pathologischen kardialen Verdnderungen wie einer erhohten Wandspannung und
myokardialen Dehnung, vornehmlich durch chronische Volumeniiberladung
sowie durch myokardiale Hypoxie induziert, aber auch bei ventrikuldrer
Hypertrophie, steigt zuerst die Synthese in den Atrien und die Produktion in den
Myozyten der Ventrikel beginnt (SAITO et al., 1989; NAKAGAWA et al., 1995;
YAMAMOTO et al., 1996; CLERICO et al.,, 1998; BIONDO et al., 2003;
GOETZE et al, 2004). Erst im kongestiven Herzversagen wird das
Ventrikelmyokard zum Hauptproduzenten fiir BNP (LUCHNER et al., 1998;
BIONDO et al., 2003). Im Gegensatz zu ANP, welches in Granula gespeichert
wird, wird die Synthese und Freisetzung von BNP {iber eine gesteigerte respektive
verminderte Genexpression reguliert. Daher fluktuiert die Plasmakonzentration
von BNP nicht so stark wie die von ANP und ist weniger anfillig fiir kurze
externe Stimuli (YOSHIMURA et al., 1993; LEVIN et al., 1998). Der Priakursor
prapro-BNP (134 AS beim Menschen, 132 AS bei der Katze) wird zu dem
Prohormon proBNP (108 AS bzw. 106 AS) und einem Signalpeptid (26 AS)
gespalten (BIONDO et al., 2002). Bei Vorliegen anhaltender ventrikuldrer
Dehnung und Volumeniiberladung wird pro-BNP in die Blutbahn sezerniert. Dort
erfolgt die Spaltung in das physiologisch aktive BNP und das biologisch inaktive
aminoterminale BNP (NTpro-BNP) (LEVIN et al., 1998). BNP hat eine HWZ von
20 — 22 Minuten, die von NTpro-BNP betragt ein bis zwei Stunden. Sowohl ANP

als auch BNP werden in geringen Mengen permanent freigesetzt, die Sekretion
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wird als Antwort auf entsprechende Stimuli gesteigert. Dehnung der Myozyten
wird als der zentrale Regulator der ANP und BNP Freisetzung angesehen
(HAGGSTROM et al., 2000). Auch myokardiale Hypertrophie und Ischédmie
stimulieren die ANP und BNP Freisetzung (HORI et al., 2008a; BRUDER et al.,
2009). Bei Patienten mit Koronarerkrankung gehen erhohte (NTpro-)BNP Spiegel
mit einer schlechteren Prognose einher (ABDULLAH et al., 2005). In der ,,Dallas
Heart Study* konnte gezeigt werden, dass NTpro-BNP mit den Koronararterien-
Calcium-Scores korreliert und Artherosklerose direkt die Aktivierung des
kardialen neurohumoralen Systems beeinflusst (ABDULLAH et al., 2005). Einige
endogen vasoaktive Substanzen (Vasopressin, Angiotensin II, Endothelin-1),
Neurotransmitter (Adrenalin, Noradrenalin, Acetylcholin), inflammatorische
Zytokine (TNF-a, Interleukin 6) und Hormone (Glukokortikoide, Thyroid-
hormone) stimulieren direkt die Freisetzung von ANP und BNP (TIDHOLM et
al., 2001; MARTINEZ-RUMAYOR et al., 2008). Auch septischer Schock, akutes
oder chronisches Nierenversagen, Andmie und pulmonale Hypertension kdnnen
zu einem Anstieg der Konzentration fithren (ESPINER et al, 1986;
CHARPENTIER et al., 2004; WILLIS et al., 2005; WOLD KNUDSEN et al.,
2005; HOGENHUIS et al.,, 2007). Ein erhohter Body Mass Index (BMI)
korreliert dagegen negativ mit der (NTpro-) BNP Konzentration (DAS et al.,
2005). Dies konnte auf eine erhdhte Abbaurate zuriickzufiihren sein, da auf
Adipozyten eine erhohte Konzenztration an NPR-C gefunden wurde (SARZANI
et al., 1996; DESSI-FULGHERI et al, 1998). Der Einfluss von Alter,
Herzfrequenz, zirkadianer Rhythmik, Anstrengung, Hitze und Kalte ist
beschrieben (ESPINER et al., 1986; LEVIN et al., 1998). Hypoxie dagegen
stimuliert zwar die myozytire Ausschiittung von BNP und Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), nicht aber von ANP (CASALS et al, 2009).
Proinflammatorische Zytokine, zusammen mit ventrikuldrer Dysfunktion und
kardialer Fibrose, sind offensichtlich die Hauptinduktoren der BNP-Produktion in
kardialen Fibroblasten (JARAI et al., 2009b). Interessanterweise kann dieser
Effekt durch ein Statin gechemmt werden (JARAI et al., 2009b). Diese Studie
zeigt, dass erhohte Plasma-BNP-Spiegel nicht nur nicht nur auf myokardiale
Dehnung hinweisen, sondern auch auf inflammatorische Prozesse und

Remodeling (JARAI et al., 2009b).
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2.2.4. C-typ natriuretisches Peptid (CNP)

Die physiologische Wirkung von CNP differiert von derjenigen des ANP und
BNP. CNP hat kaum diuretische und natriuretische Eigenschaften und ist kein im
Korper zirkulierendes Hormon, aullerdem inhibiert es die Aktivierung von
Fibroblasten und verlangsamt so die Fibrosierung stirker als ANP und BNP
(IGAKI et al., 1998; HORIO et al., 2003). Auf autokrinem und parakrinem Weg
wirkt es in der GefdBmuskulatur als Vasodilatator und hemmt die Proliferation der
Gefafizellen (HUNT et al., 1994; BARR et al., 1996). Zudem fungiert es im
zentralen Nervensystem als Neurotransmitter (BARR et al., 1996; DEL RY et al.,
2006) und spielt eine wichtige Rolle bei der enchondralen Ossifikation, der
endokrinen Funktion der Testes, der Spermatogenese und der adédquaten Funktion
der Plazenta wahrend der Graviditit (CARVAJAL et al., 2001; EL-GEHANI et
al., 2001; WALTHER & STEPAN, 2004).

2.3. Rezeptoren der natriuretischen Peptide

Die natriuretischen Peptide sind Liganden von vier unterschiedelichen
hochaffinen Rezeptoren, NPR-A, NPR-B, NPR-C und NPR-D (MAACK, 1992;
PANDEY, 2005). Alle natriuretischen Peptid Rezeptoren (NPRs) besitzen eine
gleiche extrazellulire Bindungsdomidne und transmembrane Struktur. Sie
unterscheiden sich jedoch insofern, als dass NPR-A und NPR-B eine homologe
intrazelluldre Kinase und Guanylylcyclase besitzen, die sowohl NPR-C als auch
NPR-D fehlt. NPR-A, NPR-B und NPR-D werden als Tetramer exprimiert,
wogegen NPR-C als Adimer aufgebaut ist (PANDEY, 2005). Diese spezifischen
Rezeptoren wurden in den Zellen der glatten GefdBBmuskulatur, der Glomerula
sowie den medulldren und papilliren Vasa recta der Nieren, in Endothelzellen,
Lunge, Nebennieren, Leber und Darm nachgewiesen (LEVIN et al., 1998; STEIN
& LEVIN, 1998). Die Bezeichnung ist allerdings irrefiihrend, da die Rezeptoren
nicht die jeweils ebenso benannten natriuretischen Peptide binden. NPR-A und
NPR-B vermitteln alle bekannten biologischen Funktionen der Hormone, wobei
ANP, BNP und Urodilatin bevorzugt an die Rezeptoren des A-Typs binden, CNP
an den B-Typ. Die biologischen Funktionen der natriuretischen Peptide werden
bei Bindung an NPR-A und NPR-B durch eine intrazelluldre Akkumulation von
cGMP aufgrund der Aktivierung der membrangebundenen Guanylatcyclase

vermittelt (LEITMAN & MURAD, 1986; HEIM et al., 1989).



II. Literaturiibersicht 12

2.3.1. Natriuretischer Peptidrezeptor A (NPR-A)

Dieser Rezeptor wird in Lunge, Herz, Gehirn, Nieren, Nebennieren und dem
terminalen Ileum exprimiert (POTTER et al., 2006). Seine Stimulation 1l0st
Natriurese, die Hemmung von Renin und Aldosteron, Vasorelaxation, Lusitropie
sowie Hemmung von Hypertrophie und Fibrosierung aus (LEE & BURNETT,
2007). NPR-A deprivierte Tiere entwickeln Hypertension, linksventrikulédre
Hypertrophie und Fibrose (LOPEZ et al., 1995; POTTER et al., 2006). Seine
Affinitdit fiir die natriuretischen Peptide staffelt sich wie folgt:
DNP > ANP > BNP = VNP >> CNP (BEST et al., 2002; TAKEI & HIROSE,
2002; INOUE & TAKEI, 2006; SINGH et al., 2006).

2.3.2. Natriuretischer Peptidrezeptor B (NPR-B)

NPR-B wird in Lunge, Gehirn, Haut, Nebennieren, Nieren, Uterus und Ovarien
exprimiert (POTTER et al., 2006). Im Gegensatz zu NPR-A, der sowohl in
Arterien als auch in Venen in dhnlicher Konzentration vorkommt, wird NPR-B in
wesentlich hoherer Konzentration in den Venen gebildet (WEI et al., 1993a).
Daher mediiert die Stimulation von NPR-B (vorwiegend durch CNP) durch den
Anstieg von cGMP in der glatten GefaBmuskulatur eine Vasorelaxation, die einen
starkeren hypotensiven Effekt hat als die durch NPR-A vermittelte, da
Aktivierung von NPR-A auch zu einer arteriellen Vasokonstriktion fiihrt
(WENNBERG et al.,, 1999). NPR-B knock-out Maiuse entwickeln Zwerg-
wiichsigkeit und Infertilitit der weiblichen Tiere (TAMURA et al., 2004).
Bindung an NPR-B fiihrt nicht zur Natriurese oder Diurese, sondern wirkt
kardioprotektiv (DICKEY et al., 2007). Seine Affinitdt fiir die natriuretischen
Peptide staffelt sich wie folgt: CNP > VNP >> ANP = DNP > BNP (LEVIN et al.,
1998; PIAO et al., 2004; INOUE & TAKEI, 2006).

2.3.3. Natriuretischer Peptidrezeptor C (NPR-C)

NPR-C vermittelt den Abbau der Peptide (HOLLISTER et al., 1989; KENNY et
al., 1993; STEIN & LEVIN, 1998). Er wird in Lunge, Gehirn, Herz, Nebennieren,
Nieren, Mesenterium, Fettgewebe, Plazenta, Venen und Aorta exprimiert
(POTTER et al., 2006). Im Gegensatz zu NPR-A und NPR-B fehlen ihm die

Kinasehomologie und die Doménen fiir die Guanylylcyclase zur Produktion von



II. Literaturiibersicht 13

cGMP (JAUBERT et al.,, 1999; MATSUKAWA et al.,, 1999). Studien von
JAUBERT und Mitarbeitern (1999) und MATSUKAWA und Mitarbeitern (1999)
zeigten anhand eines transgenen Mausmodells, dass die Halbwertszeit von
radioaktiv markiertem ANP bei NPR-C deprivierten Médusen um 66 % lédnger war
als bei gesunden Tieren. Dies fiihrt zu dem Schluss, das NPR-C vor allem als
Modulator fiir die Verfiigbarkeit von natriuretischen Peptiden in den Zielorganan
fungiert. Die an NPR-C gebundenen Liganden werden lysosomal hydrolysiert,
wobei der Rezeptor wieder recycelt wird (POTTER et al., 2006). Neuere Studien
zeigen, dass NPR-C auch an inhibitorische G-Proteine binden, die
Adenylylcyclase hemmen und Phospholipase-C aktivieren kann. ROSE und
GILES (2008) zeigten, dass CNP durch Bindung an NPR-C selektiv L-Typ-
Kalziumkanéle in den Myozyten der Atrien, der Ventrikel und dem Sinusknoten
hemmt. Zudem hat CNP, ebenfalls durch NPR-C vermittelt, elektrochemische
Wirkung auf Fibroblasten und die glatte GefaBmuskulatur in Mesenterial- und
Koronararterien. Die antiproliferativen Effekte von BNP und CNP auf kardiale
Fibroblasten scheinen durch diese Mechanismen vermittelt zu werden (ROSE &
GILES, 2008). Seine Affinitit fiir die natriuretischen Peptide staffelt sich wie
folgt: VNP = ANP > CNP > BNP = DNP (INOUE & TAKEI, 2006; POTTER et
al., 2006; JOHNS et al., 2007; ROSE & GILES, 2008).

Neben dem durch NPR-C vermittelten Abbau durch Endozytose und folgender
lysosomaler Spaltung werden natriuretische Peptide auch enzymatisch von der
unspezifischen, membrangebundenen neutralen Endopeptidase (NEP), einer Zink-
Metallopeptidase, die in vaskuldren und tubuldren Zellen zu finden ist,
hydrolysiert. Die Abbaurate durch NEP variiert unter den natriuretischen Peptiden
in Abhdngigkeit von der Linge des jeweiligen carboxy-terminalen Endes. Die
natriuretischen Peptide werden in folgender Rangfolge bevorzugt durch die NEP
abgebaut: CNP > ANP > BNP > DNP (DUSSAULE et al., 1993a, 1993b; CHEN
et al., 2002). Die amino-(N)-terminalen Fragmente der Prohormone werden weder
NPR-vermittelt noch durch die NEP abgebaut, sondern von Organen mit hoher
Durchblutung, wie der Niere, eliminiert (SMITH et al., 2000; GOETZE et al.,
2006).
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2.3.4. Natriuretischer Peptidrezeptor D (NPR-D)

NPR-D wurde bis dato nur beim Aal isoliert (KASHIWAGI et al., 1995). Wie
NPR-C fehlt ihm die katalytische Guanylylcyclasedomdne. Im Gegensatz zu
NPR-C ist er als Tetramer aufbebaut und wird nur in wenigen Organen, vor allem
im Gehirn, exprimiert. Seine Funktion ist noch nicht eindeutig gekldrt. Die
Affinitdt fiir die natriuretischen Peptide beim Aal staffelt sich wie folgt:
ANP = VNP > CNP (TAKEI & HIROSE, 2002; INOUE & TAKEI, 2006).

2.4. Verwendung

Aufgrund ihrer Sperzifitit als gegenregulatorische Hormone bei erhdhter
sympathomimetischer und neurohumoraler Aktivitit als Antwort auf erhohte
Wandspannung und myokardiale Ischiamie, wie bei kongestivem Herzversagen,
sind die kardialen natriuretischen Peptide ANP und BNP sowohl in Human- als
auch Veterindrmedizin Gegenstand intensiver Forschung. Untersucht werden ihre
Eignung als biologischer Marker zur Diagnose, Therapie, Verlaufskontrolle und

Prognose von kardialen Erkrankungen.

2.4.1. Humanmedizin

Im Herbst 2000 hat die U.S. Food and Drug Administration (U.S. FDA) BNP als
zusitzliches Diagnostikum fiir kongestives Herzversagen zugelassen. In der
Humanmedizin sind BNP und sein biologisch inertes Spaltprodukt NTpro-BNP
die am besten untersuchten natriuretischen Peptide, da sie sich unter den
natriuretischen Peptiden als die sensitivsten und spezifischsten Indikatoren der
kardialen Funktion erwiesen haben (MARK & FELKER, 2004). Obwohl BNP
und NTpro-BNP in dquimolaren Mengen sezerniert werden, sind die individuellen
Werte der beiden Peptide nicht austauschbar. Sie haben unterschiedliche
Halbwertszeiten, Grofenordnungen und Cut-offs und werden unterschiedlich
abgebaut. In Tabelle 1 sind Einflussfaktoren auf die (NTpro-)BNP Konzentration

aufgelistet.
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Tabelle 1: Einflussfaktoren auf die (NTpro-)BNP Konzentration (LV = linker Ventrikel, LVH =

linksventrikuldre Hypertrophie).

Physiologische Faktoren

Alter

Weibliches Geschlecht

Adipositas

Kardiovaskulire Faktoren

Herzversagen

Ischimie

Arrhythmien

Klappenerkrankungen

Hypertension mit LVH

Asymtomatische LV Dysfunktion

Kardiogener Schock

Nichtkardiale Faktoren

Lungenembolie

Cor pulmonale

Sepsis

Septischer Schock

Pulmonire Hypertension

Hyperthyroidismus

Nierenversagen

Animie

Tumore der Lunge

Intrazerebrale Himorrhagie

Fortgeschrittene Lebererkrankungen

Exzessiv erhohte Kortisolspiegel

Apnoe Syndrom

2.4.1.1. Diagnose

Die Plasmakonzentrationen von BNP und NTpro-BNP korrelieren quantitativ mit

der Schwere der linksventrikuldren Dysfunktion, den Klassen der New York

Heart Association (NYHA) und himodynamischen Idizes wie dem rechtsatrialen

Druck, dem pulmonéren Venendruck und dem linksventrikuldren enddiastolischen
Druck (MAISEL, 2002; MCCULLOUGH et al., 2002, 2003; RICHARDS et al.,
2003; MUELLER et al., 2004). (NTpro-)BNP ist vor allem zur Diagnose von
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kongestivem Herzversagen bei Patienten mit akuter Dyspnoe ein etablierter
Biomarker (MAISEL et al., 2002, 2004; MUELLER et al., 2004; JANUZZI et al.,
2005; BRAUNWALD, 2008).

In der ,,Breathing Not Properly Multinational Study* konnte gezeigt werden, dass
eine einzige Bestimmung von BNP sofort bei Einlieferung des Patienten
Herzversagen als Ursache flir Dyspnoe besser identifizieren konnte als alle
anderen anamnestischen und klinischen Befunde oder Laborparameter. Die BNP
Konzentrationen waren am hdchsten bei Patienten mit akutem dekompensiertem
Herzversagen (675 + 450 pg/ml). Patienten mit ventrikuldrer Dysfunktion ohne
Verschlechterung wiesen ein mittlere BNP-Konzentration von 346 + 390 pg/ml
auf, Patienten ohne Herzversagen oder ventrikulirer Dysfunktion 110 =+
225 pg/ml. Bei einem Cut-off von 100 pg/ml lagen die Sensitivitdt bei 90 % und
die Spezifitit bei 76 % zur Unterscheidung von Dyspnoe aufgrund kongestiven
Herzversagens (CHF) von anderweitig verursachter Dyspnoe. Um Herzversagen
auszuschlieBen wurde bei einem Cut-off von 50 pg/ml ein negativer pradiktiver
Wert (NPV) von 96 % erreicht. (MAISEL et al., 2002., 2003).

In der ,,Single Center B-type Natriuretic Peptide for Acute Shortness of Breath
Evaluation Study” wurde bei einer BNP-Konzentration < 100 pg/ml Herzversagen
als unwahrscheinlich angesehen, eine BNP-Konzentration > 500 pg/ml wurde als
Zeichen fiir kongestives Herzversagen gewertet (MUELLER et al., 2004). Die
unmittelbare Messung von BNP bei Einlieferung reduzierte die Notwendigkeit
einer stationdren Aufnahme und intensivmedizinischer Behandlung um 10 %, die
Aufenthaltsdauer im Krankenhaus und die Kosten der Behandlung wurden ohne
negative Auswirkungen auf die Mortalitdit oder die Anzahl der folgenden
Klinikaufenthalte reduziert (MARK & FELKER, 2004; MUELLER et al., 2004).
Dementsprechend empfiehlt die U.S. FDA einen Cut-off von 100 pg/ml zur
Diagnose von kongestivem Herzversagen. Dieser Cut-off ist allerdings nicht
unumstritten, da Werte zwischen 100 pg/ml und 500 pg/ml auch auf andere
Ursachen zuriickzufithren sind (MCCULLOUGH et al., 2003; MCLEAN et al.,
2003a).

In der prospektiv durchgefiihrten ,,The N-terminal Pro-BNP Investigation of
Dyspnea in the Emergency Department (PRIDE) Study“ war der
Untersuchungsgegenstand der Vergleich von NTpro-BNP Konzentrationen mit
der klinischen Aufarbeitung zur Diagnose von akutem kongestiven Herzversagen.

Eine erhohte NTpro-BNP Konzentration war der beste Vorhersagewert einer
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finalen Diagnose von akutem CHF und die Diagnose aufgrund der Messung von
NTpro-BNP war derjenigen allein aufgrund klinischer Einschitzung iiberlegen
(AUC 0,94 vs. 0,90; p = 0,006). Die Kombination aus beidem wiederum erzielte
im Vergleich zur Biomarkermessung das bessere Ergebnis (AUC 0,96)
(JANUZZI et al., 2005). In der ,,IMPROVE-CHF* Studie konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass die zusétzliche Messung von NTpro-BNP die Diagnose von CHF
verbessert, die AUC stieg von 0,83 auf 0,90; p < 0,00001 (MOE et al., 2007).

Bei dlteren Menschen wurde ein 2- bis 3-fach hoherer BNP-Spiegel als bei
jingeren Menschen festgestellt. Bei Frauen ist BNP doppelt bis dreimal so hoch
wie bei Mannern (MCLEAN et al., 2003a; JANUZZI et al., 2005). Aufgrund der
Einflussfaktoren Alter, Gewicht und eingeschrinkte Nierenfunktion wird fiir
NTpro-BNP einen Ausschlusswert von < 300 pg/ml und abhéngig vom Alter drei
verschiedenen Cut-off Werte zur Diagnose von CHF empfohlen (MAISEL et al.,
2008). Fir BNP hingegen muss weder das Alter noch das Geschlecht
beriicksichtigt werden, es wird < 100 pg/ml als Ausschlusswert und > 400 pg/ml
als Cut-off empfohlen (MAISEL et al, 2008). Trotz unterschiedlicher
Referenzwerte reflektiert NTpro-BNP den Schweregrad des CHF bei élteren und
jingeren Patienten in gleichem Mal. Bei Patienten mit stabilem chronischen
Herzversagen hat NTpro-BNP unabhidngig vom Alter dieselbe Aussagekraft
beziiglich der 1-Jahres-Prognose (FRANKENSTEIN et al., 2009).

Aufgrund der Tatsache, dass chronisches Nierenversagen eine haufige
Begleiterscheinung bei kongestivem Herzversagen ist und fiir eine zusitzliche
Erhohung der BNP-Plasmakonzentration sorgt, muss der Grenzwert zur Diagnose
von CHF bei diesen Patienten ab einer GFR < 60 ml/min angehoben werden
(MCCULLOUGH et al., 2003). Es wird ein Cut-off von BNP < 200 pg/ml zum
Ausschluss von CHF bei Patienten mit signifikant eingeschrankter glomeruldrer
Filtrationsrate und Dialysepatienten empfohlen (MCCULLOUGH &
SANDBERG, 2003).

Da verschiedene Studien zeigten, dass sowohl BNP als auch NTpro-BNP bei
adiposen Menschen trotz erhdhtem enddiastolischen linksventrikuldren Druck
erniedrigt ist, muss dies bei der Interpretation beriicksichtigt werden (MEHRA et
al., 2004; WANG et al., 2004b; DAS et al., 2005; KRAUSER et al., 2005;
DANIELS et al., 2006; TAYLOR et al., 2006). Fiir BNP werden bei adipdsen
Patienten unterschiedliche Cut-off-Werte empfohlen (DANIELS et al., 2006;
HORWICH et al., 2006). Fiir NTpro-BNP hingegen ergab eine Analyse der
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»~ICON*“ Studie, dass die Ausschlusswerte unabhidngig vom BMI gleich zu
verwenden sind (BAYES-GENIS et al., 2007).

Auch bei anderen kardialen Krankheiten zeigen die natriuretischen Peptide
diagnostische Relevanz. Patienten mit zentraler pulmonédrer Embolie wiesen in
einer Studie eine NTpro-BNP-Konzentration iiber 500 ng/l auf, ebenso alle
Patienten der Studie, die aufgrund einer zentralen oder peripheren pulmoniren
Embolie verstarben (ALONSO-MARTINEZ et al., 2009). BNP und NTpro-BNP
wurden auch beziiglich der Eignung von Spenderherzen zur Transplantation
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass geeignete Spender geringere
Konzentrationen an natriuretischen Peptiden aufwiesen als ungeeignete (AMIR et
al., 2009). Ein 10-facher Anstieg von NTpro-BNP besitzt einen NPV von 95 %
fiir die Diagnose einer AbstoBungsreaktion (International Society of Heart and
Lung Transplantation = ISHLT Grad 2 oder héher) (KITTLESON et al., 2009).
Aufgrund seines exzellenten negativen pradiktiven Wertes von bis zu 100 % wird
NTpro-BNP zum Ausschluss einer asymptomatischen linksventrikuldren
Dysfunktion bei Patienten mit Diabetes oder Hypertension empfohlen (BETTI et
al., 2009). NTpro-BNP wurde auch beziiglich der Kardiotoxizitit von
Doxorubicin untersucht. Erhohte NTpro-BNP Konzentration in Zusammenhang
mit reduzierter linksventrikuldrer Ejektionsfraktion deuteten auf den Beginn einer
subklinischen akuten Anthracyclin-induzierten Kardiomyopathie hin (CIL et al.,
2009). Zudem wiesen steigende NTpro-BNP-Spiegel bei den Patienten auf ein
erhohtes Risiko hin, eine durch Anthrazykline induzierte Kardiomyopathie zu
entwickeln (CIL et al., 2009).

In der Kinder- und Jugendmedizin werden BNP und NTpro-BNP ebenfalls
intensiv erforscht und es wurden eigene Referenzwerte erstellt (BEHERA et al.,
2009). NTpro-BNP kann die Plazenta nicht passieren, daher wird der
Plasmaspiegel des Ungeborenen von dem der Mutter nicht beeinflusst. Im
Nabelschnurblut von Neonaten mit kongenitalem Herzdefekt war NTpro-BNP
signifikant erhoht und stieg in der ersten Lebenswoche weiter an (LECHNER et
al., 2009). Bei Patienten mit chirurgisch korrigierter Fallot'schen Tetralogie
korrelierte BNP signifikant mit dem rechtsventrikuldren Volumen und konnte als
Hilfsmittel zur Bestimmung des optimalen Zeitpunkts fiir einen
Pulmunalklappenersatz herangezogen werden (KOCH et al., 2009b). Beginnende
rechtsventrikuldre Dysfunktion bei Erwachsenen konnte mit BNP allerdings nicht

sicher erkannt werden (APITZ et al., 2009). Zur Diagnose von diastolischem
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Herzversagen bei jungen Patienten mit chronischer Dyspnoe erreichte BNP bei
einem Cut-off von 31 pg/ml eine Sensitivitdt von 67 % und Spezifitdt von 73 %
(AUC 0,76; p=0,007) (ARQUES et al., 2009).

Neueste Studien beziiglich BNP und Arrhythmien zeigen, dass bei Kindern und
Jugendlichen mit hochgradigem AV-Block der BNP-Plasmaspiegel erhoht ist und
der Verlust der atrioventrikuldren Synchronizitit zu einem weiteren Anstieg von
BNP fiihrt (KOCH et al., 2009a). Nach Myokardinfarkt kénnen erhhte BNP-
Konzentrationen bei Patienten mit erhaltener linksventrikuldren systolischen
Funktion auf intraventrikuldre Uberleitungsstérungen hinweisen
(CIURASZKIEWICZ et al.,, 2009a, 2009b). Bei erwachsenen Patienten mit
paroxysmalem Vorhofflimmern war BNP erhoht (KAIJI et al., 2009). Patienten
mit Arrhythmien, die eine Defibrillation notwendig machten, hatten signifikant
hohere NTpro-BNP Spiegel als solche, deren Defibrillator nicht intervenieren
musste (ARNALDO et al., 2009). Gleiches galt fiir Patienten mit kardial
bedingten Synkopen und Patienten, die aufgrund dessen eine interventionelle
Therapie benétigten (PFISTER et al., 2009).

Wenngleich sich die humanmedizinische Forschung auf (NTpro-)BNP
konzentriert, so wurde von POTOCKI und Mitarbeitern (2009) eine neue Studie
zu ANP veroffentlicht. Sie verglichen in ihrer Studie ,,midregional proANP*
(MRproANP) mit NTpro-BNP bei Patienten mit kardialer und nichtkardial
bedingter Dyspnoe. Die AUC betrug fiir MRproANP und NTpro-BNP jeweils
92 %. AuBerdem zeigte MRproANP zusitzliche diagnostische Relevanz bei
BNP Konzentrationen im Graubereich zwischen 100 und 500 pg/ml (POTOCKI et
al., 2009).

2.4.1.2. Prognose

Zahlreiche Studien haben die prognostische Relevanz von (NTpro-)BNP bewiesen
und gezeigt, dass erhohte (NTpro-)BNP Konzentrationen bei Patienten mit
Herzversagen und akutem Koronarsyndrom mit einer erhohten Mortalitét
einhergehen, unabhingig von Alter, NYHA-Klasse, vorangegangenen Myokard-
infarkten oder linksventrikuldrer Ejektionsfraktion (TSUTAMOTO et al., 1999;
DE LEMOS et al., 2001, 2003; BERGER et al., 2002; RICHARDS et al., 2003;
ANG et al., 2009; BRUDER et al., 2009; SANDHU et al., 2009). Bei Patienten
mit Hypertension und erhohter linksventrikuldrer Masse ist NTpro-BNP ein
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unabhiingiger Marker fiir die Uberlebenszeit (GARCIA et al., 2009). Erhohte
BNP-Spiegel sind beim akuten Koronarsyndrom mit einer schlechten Prognose
assoziiert (ANG et al., 2009; COPPOLA et al., 2009). Dabei hatten Patienten mit
einem persistierend hohen BNP ein hoheres Risiko fiir kardiovaskuldre
Komplikationen als solche, deren initial hoher BNP-Spiegel nach sieben Wochen
gefallen ist (ANG et al., 2009). Beim akuten Koronarsyndrom koénnen BNP-
Spiegel kardiovaskulidre Komplikationen innerhalb der folgenden zehn Monate
prognostizieren, unabhingig von echokardiographischen Verdnderungen wie
linksventrikuldrer Hypertrophie. Ein zusétzlicher Test sieben Wochen nach dem
Myokardinfarkt verbesserte die Einschdtzung des individuellen Risikos erheblich
(ANG et al., 2009). NTpro-BNP korreliert eng mit der Infarktgr6e (BRUDER et
al., 2009). Patienten mit akutem Brustschmerz unklarer Genese ohne ST-
Segment-Erh6hung und einem BNP-Wert > 101 pg/ml bei Einlieferung hatten
eine 13-fach erhohte Mortalititsrate nach einem Monat und eine 5,3-fache
Mortalitdtsrate nach einem Jahr (BASSAN et al., 2009). Da sich BNP in dieser
Studie als starker unabhéngiger prognostischer Marker darstellte, empfehlen die
Autoren zur Risikoeinschidtzung die Messung von BNP bei allen Patienten mit
oben genannten Symptomen (BASSAN et al., 2009). Ahnliche Ergebnisse wurden
fiir NTpro-BNP erziehlt (KHAN et al., 2009; KWON et al., 2009). KHAN und
Mitarbeiter (2009) empfehlen dessen Verwendung zusétzlich zum ,,The GRACE
(Global Registry of Acute Coronary Events) Risk Score* zur Vorhersage der
Kurz- und Langzeitmortalitit. SANDHU und Mitarbeiter (2009) allerdings
postulieren, dass serielle NTpro-BNP Messungen den Einzelmessungen iiberlegen
seien, um das Mortalitétsrisiko vorherzusagen. Bei Patienten mit klinisch stabiler
Koronarerkrankung ohne Anzeichen fiir beginnendes Herzversagen gibt die
asymptomatische Erhohung von NTpro-BNP > 862 pmol/l bereits signifikante
Hinweise beziiglich der Gesamtmortalitit (MAYER et al.,, 2009). Auch das
angiographisch darstellbare ,,no reflow“-Phdnomen nach Stentimplantation bei
Patienten mit Myokardinfarkt kann anhand erh6hter BNP-Spiegel vorhergesagt
werden (JEONG et al., 2009). Es wurde ein Zusammenhang zwischen erh6htem
BNP und dem Risiko eines spiter auftretenden Herzinfarkts bei Ménnern in der
Gesamtpopulation gefunden (TAKAHASHI et al., 2009).

BNP korreliert auch positiv mit dem funktionellen kardialen Status bei Kindern
mit pulmondrer Hypertension (LAMMERS et al., 2009). Allerdings hat der BNP-

Spiegel hier nur eine limitierte Sensitivitdt von 57 % fiir die Prognose eines
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frithzeitigen Todes oder die Notwendigkeit einer Transplantation (LAMMERS et
al., 2009). Sowohl hohe Basiswerte als auch weitere Erhohung von BNP sind
starke Hinweise fiir Komplikationen bei Patienten mit fortgeschrittenem
Herzversagen, die auf eine Transplatation warten (CAMPANA et al., 2009). Der
prozentuale BNP-Anstieg zeigte sich als konsistenter Vorhersagewert fiir eine
AbstoBungsreaktion mit einem NPV von 97 % bei einem Cut-off von < +38 %
(GARRIDO et al., 2009).

In der Herzchirurgie bekommt (NTpro-)BNP als prognostischer Marker immer
mehr Bedeutung. FELLAHI und Mitarbeiter (2009) empfehlen die parallele
Messung von kardialem Troponin I, BNP und CRP zur Verbesserung der
Risikobeurteilung des Langzeit-Outcome post OP. Andere Autoren hingegen
kommen zu dem Ergebnis, dass (NTpro-)BNP allein einen unabhédngiger
prognostischer Marker fiir die Mortalitdt nach verschiedenen gefdBchirurgischen
Eingriffen oder fiir postoperatives Herzversagen nach Klappenersatz darstellt;
ebenso flir perioperative Komplikationen bei elektiven nicht kardialen Eingriffen
(HUTFLESS et al., 2004; NOZOHOOR et al., 2009; OSCARSSON et al., 2009;
SCHOUTEN et al., 2009). Die Kombination von high-sensitiv C-reaktivem
Protein (hsCRP) mit BNP respektive NTpro-BNP bei der Beurteilung des
individuellen Risikos stellte sich in zwei Studien als iiberlegen heraus; nach
akutem Koronarsyndrom zur Vorhersage von CHF und Mortalitét, bei Patienten
mit nichtkardialer Gefélchirurgie zur Prognose von kardialen Komplikationen
(GOEI et al., 2009; SCIRICA et al., 2009). Die Ergebnisse des ,,Controlled
Rosuvastatin Multinational Trial in Heart Failure (CORONA)“ hingegen zeigen,
dass log NTpro-BNP substantielle prognostische Informationen beziiglich des
Outcomes liefert, hsCRP dagegen nicht (WEDEL et al., 2009). Bei Patienten mit
kardiogenem Schock hatte NTpro-BNP allein eine prognostische Signifikanz
beziiglich der Mortalitdt innerhalb von 30 Tagen, in Kombination mit Interleukin-
6 (IL-6) allerdings die hohere Aussagekraft (JARAI et al., 2009a).

Die NTpro-BNP-Konzentration zeigte sich bei Patienten nach Katheterablation als
unabhéngiger pradiktiktiver Faktor fiir wiederholtes Vorhofflimmern und
korrelierte signifikant mit dem linksatrialen Volumenindex, der deceleration time
(DT), dem friihen diastolischen EinfluB3 (E) sowie E/E’ (HWANG et al., 2009).
Laut KUBANEK und Mitarbeitern (2009) eignen sich NTpro-BNP Messungen,
dargestellt als log NTpro-BNP, nach der optimalen Einstellung der

Pharmakotherapie als Verlaufskontrollen bei Patienten mit kongestivem
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Herzversagen besser zur Prognose der Mortalitit oder kardialen Komplikationen
als Eingangswerte, Konzentrationsverdnderungen oder andere konventionelle
Untersuchungsmethoden. Das Ergebnis des ,,Carvedilol Or Metoprolol European
Trial (COMET)* zeigt, dass Patienten mit CHF, die unter der Behandlung mit -
Blockern NTpro-BNP-Werte < 400 pg/ml erreichten, eine gute Prognose
beziiglich der Mortalitdt hatten (OLSSON et al., 2007). Auch Patienten mit
schwerem akuten dekompensierten Herzversagen hatten eine langere 31-Tage und
180-Tage Uberlebenszeit, wenn ihr BNP Spiegel mit Levosimedan oder
Dobutamin um wenigstens 30 % gesenkt werden konnte (COHEN-SOLAL et al.,
2009). NTpro-BNP wurde auch bei Patienten mit peripherer artherosklerotischer
Erkrankung (peripheral arterial disease, PAD) untersucht. Dabei war eine NTpro-
BNP Serumkonzentration > 213 ng/l ein guter prognostischer Faktor fiir die
5-Jahres Mortalitit (MUELLER et al., 2009).

Nicht in alle Studien indizierten gesunkene BNP-Spiegel ein besseres Outcome.
MILLER und Mitarbeiter (2007) zeigten, dass ein Anstieg der BNP-
Konzentration iiber den Normalwert — egal zu welchem Zeitpunkt der Studie — mit
einem schlechten Outcome assoziiert war. Weitere Verdnderungen (sowohl
Anstieg als auch Abfall) der BNP-Konzentration hatten keinen weiteren Einfluss
(MILLER et al., 2007). ,,The Trial of Intensified vs. Standard Medical Therapy in
Elderly Patients With Congestive Heart Failure (TIME-CHF)“ ergab, dass bei
Patienten liber 75 Jahren die NTpro-BNP gestiitzte Therapie keinen positiven
Effekt auf das Outcome und die Lebensqualitit hat (PFISTERER et al., 2009).
Der Hydratationszustand der Patienten sollte bei der Interpretation der NP-
Konzentration beriicksichtigt werden. Je niedriger die NP-Werte im opti-
voldmischen Zustand eines Patienten sind, desto niedriger ist das Mortalitéts- und
Rehospitalisierungsrisiko (LOGEART et al., 2002; DOKAINISH et al., 2005).
Laut MAISEL und Mitarbeitern (2008) sollten (NTpro-) BNP sowohl bei
Einweisung als auch bei Entlassung, wenn ein optivoldmischer Zustand erreicht
worden ist, gemessen werden; ein BNP Spiegel < 350 — 400 pg/ml oder NTpro-
BNP < 4000 pg/ml bei Entlassung unter Vorraussetzung eines optivolamischen

Zustandes weisen auf einen stabilen weiteren Verlauf hin.
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2.4.1.3. Monitoring

ACE-Hemmer, Angiotensin-Rezeptor-Blocker, Spironolacton und wahrscheinlich
die Langzeit-Anwendung von B-Blockern (initial erhohen B-Blocker die NP-
Spiegel!) fithren zur Erniedrigung der Plasmakonzentration der natriuretischen
Peptide (YOSHIMURA et al., 1993, 2002; KAWALI et al., 2001; TSUTAMOTO
et al., 2001; OLSSON et al., 2007). Ob sich diese Effekte klinisch nutzbar machen
lassen, ist Gegenstand vieler Untersuchungen. Die Voraussetzung fiir die
Interpretation von NP-Plasmakonzentrationen ist die Beriicksichtigung der
biologischen Variabilitdit. Eine Verdnderung des NP-Plasmaspiegels ohne
Verdnderung des klinischen Zustandes kann zum einen auf die biologische
individuelle Variabilitit zurlickzufiihren sein, zum anderen kann sie die Folge von
kardialen oder renalen Funktionsverinderungen sein, die noch symptomlos
respektive klinisch nicht nachweisbar sind. Es wurden sowohl fiir BNP als auch
fiir NTpro-BNP grofle Reference Change Values (RVK) von 40 — 130 %
nachgewiesen (BRUINS et al., 2004; WU, 2006; O'HANLON et al., 2007;
TAKEDA et al., 2009). Welche BNP-Spiegel eine erfolgreiche Therapie
reflektieren, wird kontrovers diskutiert. TROUGHTON und Mitarbeiter (2000)
intensivierten bei einer BNP-Konzentration > 200 pmol/l die Therapie und
konnten zeigen, dass in dieser Gruppe sowohl die erste Komplikation spéter
auftrat als auch insgesamt ein Riickgang der kardiovaskuldren Komplikationen zu
verzeichnen war. ,,The STARS-BNP Multicenter Study* konnte zeigen, dass mit
einem hauptsichlich durch ACE-Hemmer und B-Blockern erreichten Zielwert von
BNP < 100 pg/ml die Klinikaufenthalte und die durch kongestives Herzversagen
verursachte Todesfille im Vergleich zur Therapie nach konventionellen
Richtlinien reduziert werden (JOURDALIN et al., 2007). Die Autoren diskutieren
300 pg/ml als besser erreichbares und trotzdem ausreichendes Therapieziel, auch
vor dem Hintergrund, dass hohe Dosen an Diuretika ein schlechtes Outcome
begiinstigen konnen (JOURDAIN et al., 2007). Im ,,Carvedilol Or Metoprolol
European Trial (COMET)“ hatten Patienten, die unter Behandlung mit einem
B-Blocker ein NTpro-BNP < 400 pg/ml aufwiesen, eine sehr gute Prognose
(OLSSON et al., 2007). Andere Autoren hingegen préferieren die individuelle
Interpretation der jeweiligen BNP Konzentration. SHAH und Mitarbeiter (2005)
definieren bei Patienten mit kongestivem Herzversagen den BNP-Spiegel bei
Entlassung als weiterhin zu erreichendes Therapieziel, da zu diesem Zeitpunkt der

Krankheitszustand optimal eingestellt wurde und Erhohungen fiir erhohte
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Volumeniiberladung sprechen. Im ,Valsartan Heart Failure Trial“ und den
»CARE-HF* Studien konnte gezeigt werden, dass die Verdnderungen des BNP
Spiegels iiber den Zeitraum der pharmakologischen oder interventionellen
Behandlung die Morbiditit und die Mortalitdt besser voraussagen als initiale
Werte (ANAND et al., 2003; FRUHWALD et al., 2007; MILLER et al., 2007,
COHEN-SOLAL et al., 2009).

NPs erzielten in mehreren Studien gute Ergebnisse zur Beurteilung der Therapie
mit B-Blockern und ACE-Hemmern (RICHARDS et al., 1999; KAWALI et al.,,
2001; YOSHIMURA et al., 2002; OLSSON et al., 2007). Bei der dilatativen
Kardiomyopathie konnten Verdnderungen der linksventrikuldren Funktion und
Struktur verfolgt werden (KAWAI et al.,, 2001; TIGEN et al., 2008). Bei
Neonaten mit PDA konnte anhand BNP-kontrollierter Therapie die Dosis von
Indomethacin ohne Erhéhung der Morbiditit gesenkt werden (ATTRIDGE et al.,
2009). Plasmaspiegel konnen sowohl zur Beurteilung der globalen funktionellen
Kapazitit als auch der myokardialen spezifischen Arbeitskapazitit bei Menschen
mit Herzversagen herangezogen werden (NORMAN et al., 2009).

Auch auf der Intensivstation kann die Bestimmung von (NTpro-)BNP sinnvoll
sein. So kann bei Intensivpatienten anhand der NP-Konzentrationen eine kardiale
Dysfunktion erkannt werden, allerdings gelten hier hohere Ausschlusswerte
(MAISEL et al., 2008). NPs konnen Hinweise zur Unterscheidung von kardial
und nicht kardial bedingtem Lungenddem liefern (MCLEAN et al., 2003b;
KARMPALIOTIS et al., 2007) und die Entscheidung beziiglich der Extubation
unterstiitzen (PHUA et al., 2005; MEKONTSO-DESSAP et al., 2006). Allerdings
sind NPs sowohl bei schwerer Sepsis, septischem Schock als auch kardiogenem
Schock erhoht und koénnen den Pulmonalvenendruck (PCWP) unter diesen
Umsténden nicht zuverldssig reprasentieren (CHARPENTIER et al., 2004; TUNG
et al., 2004; FORFIA et al., 2005).

NP-Spiegel reflektieren auch die diastolische Wandspannung, die sowohl bei
Volumeniiberladung als auch bei Dilatation des linken Ventrikels erhoht ist
(IWANAGA et al., 2006). Daher konnten Serienmessungen in Kombination mit
klinischen Untersuchungen eine Mdglichkeit darstellen, die Wirksamkeit der
Therapie beziiglich des linksventrikuldiren Remodelings zu beurteilen
(IWANAGA et al., 2006; NOHRIA & GIVERTZ, 2006). Bei Patienten mit
pulmunirer Hypertension (PH) reflektierte die Konzentration von NTpro-BNP die
im MRT darstellbare rechtsventrikuldre Struktur und Funktion (GAN et al., 2006).
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Der Anstieg von NTpro-BNP zeigt ebenso die rechtsventrikuldre Dilatation in
Folge von Hypertrophie und Verschlechterung der systolischen Funktion an

(GAN et al., 2006).

2.4.1.4. Therapie

In einer Studie an gesunden Hunden und Hunden mit induziertem Herzversagen
konnte gezeigt werden, dass die Infusion mit natriuretischen Peptiden
Auswirkungen auf die Nachlast, die Vorlast, die systolische und diastolische
Funktion sowie die cGMP Produktion hat (LAINCHBURY et al., 2000). Dabei
ergaben sich bei den Hunden im Herzversagen folgende signifikante Ergebnisse:
ANP und BNP senkten das endsystolische Volumen, der endsystolische Druck
wurde nur durch BNP gesenkt; ANP senkte das enddiastolische Volumen, ANP
und BNP senkten den enddiastolischen Druck; ANP, BNP und CNP senkten die
wirksame Dehnungssteifigkeit (operant stiffness); die Rate der linksventrikuldren
Relaxation, gemessen als die Zeitkonstante des isovolumetrischen Abfalls des
linksventrikuléren Drucks (1), wurde von ANP und BNP reduziert; ANP und BNP
erhohten cGMP (LAINCHBURY et al., 2000). Grundsétzlich wirkt cGMP positiv
inotrop, was bei gesunden Hunden nachweisbar war (LAINCHBURY et al.,
2000). Auch wenn dieser Effekt im Herzversagen verloren geht, so ist beziiglich
der Therapie mit NPs interessant, dass die natriuretischen Peptide die Inotropie
definitiv nicht negativ beeinflussen (LAINCHBURY et al., 2000).

Nesiritide (BNP 1 — 32), ein synthetisches, rekombinantes humanes BNP, wurde
beziiglich seiner Eignung zur Therapie von kongestivem Herzversagen evaluiert
(HOBBS & MILLS, 1999; MILLS et al.,, 1999; COLUCCI et al.,, 2000;
COLUCCI, 2001; JEFFERIES et al., 2006, 2007; HERNANDEZ et al., 2009;
TONG & ROZNER, 2009). Intravends appliziertes BNP fiihrte dosisabhingig zu
einer Erhohung des cGMP-Spiegels und Verminderung von Aldosteron, Renin,
Endothelin-1 und Noradrenalin im Plasma (ARONSON & BURGER, 2002;
JEFFERIES et al., 2007; CHEN et al., 2009b). COLUCCI und Mitarbeiter (2000)
konnten in einer double-blind Placebo-kontrollierten Studie zeigen, dass die
kurzzeitige intravendse Infusion von Nesiritide einen signifikanten
dosisabhingigen Effekt auf den Lungenvenendruck hat. Die beiden mit Nesiritide
behandelten Gruppen zeigten einen Abfall des Lungenvenendrucks im Mittel um

6 respektive 9,6 mmHg im Gegensatz zur mit Placebo behandelten Gruppe, in der
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der Lungenvevendruck im Mittel um 2 mmHg stieg. Statistisch signifikant waren
auch die Reduzierung des rechtsatrialen Drucks, des systemischen Gefal3-
widerstands und die Steigerung des kardialen Index. Bei den mit Nesiritide
behandelten Gruppen war eine Reduzierung der Dyspnoe sowie die Verbesserung
des gesamten klinischen Zustands zu verzeichnen, dies konnte auch in anderen
Studien gezeigt werden (COLUCCI et al., 2000; COLUCCI, 2001; O'DELL et al.,
2005; JEFFERIES et al., 2006; TONG & ROZNER, 2009). Auch bei Kindern mit
dilatativer Kardiomyopathie fiihrte die Applikation von Nesiritide zu einem
Abfall des Lungenvenendrucks, des systolischen arteriellen Blutdrucks und des
mittleren Pulmonalarteriendrucks (MPAP) (BEHERA et al., 2009).

Nesiritide verbessert die Nierenfunktion (JEFFERIES et al., 2006; MENTZER et
al., 2007). Im Vergleich zu einer mit Standardtherapie und einem iiblichen
vasoaktivem Medikament (Nitroglyzerin, Nitroprussid) behandelten Gruppe
waren bei den mit Nesiritide behandelten Patienten bei gleichem Gewichtsverlust
weniger intravends zugefiihrte Diuretika notig (COLUCCI et al., 2000). Im
Gegensatz zu Nitroglyzerin tritt die vasodilatative Wirkung schneller ein
(£ 15 min), bei Nitroglyzerin ist auBerdem bereits innerhalb 24 Stunden eine
Toleranzentwicklung zu verzeichnen (ELKAYAM et al., 2004). Dies zeigt, dass
Nesiritide sowohl ein potenter vendser als auch arterieller Vasodilatator ist, der
die kardiale Himodynamik schneller und in gréBerem Ausmall verbessert als
konventionelle Vasodilatatoren, zudem mit geringeren Nebenwirkungen (HOBBS
& MILLS, 1999; COLUCCI et al., 2000; COLUCCI, 2001; KHUSH et al., 2006;
MENTZER et al, 2007). Dieser Effekt erstreckt sich auch auf die
Koronararterien, mit daraus resultierendem Abfall des koronaren Perfusions-
drucks, Reduzierung des koronaren Widerstands, Zunahme des Blutflusses und
Verminderung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs (MICHAELS et al., 2003).
Weniger konventionelle Diuretika wurden auch bei postoperativer Applikation
von humanem ANP (hANP) bendtigt, der renale Blutfluss, das Urinvolumen und
die Kreatinin-Clearence wurden signifikant gesteigert (MITAKA et al., 2003,
2008; SWARD et al., 2004). Allerdings kann es im Herzversagen zu einer renalen
Resistenzentwicklung kommen (WANG et al., 2004a; CHEN et al., 2009a). An
einem Hundemodell konnte gezeigt werden, dass die lokale renale Applikation im
Gegensatz zu systemisch verabreichtem BNP groflere natriuretische und
diuretische Effekte induzierte und somit dieses Phdnomen umgangen werden kann

(CHEN et al., 2009a). Die Auswirkungen von Nesiritide bei Patienten mit CHF
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auf die Nierenfunktion werden kontrovers diskutiert. In einer randomisierten,
double-blind Placebo-kontrollierten Studie konnte keine Beeintrdchtigung der
Nierenfunktion festgestellt werden (WITTELES et al, 2007), wogegen
SACKNER-BERNSTEIN und Mitarbeiter (2005) eine signifikante Erhohung des
Risikos einer Verschlechterung der Nierenfunktion postulieren. Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dass Nesiritide bei Patienten mit CHF und
gleichzeitig vorhandener renaler Dysfunktion das Risiko fiir ein akutes Nieren-
versagen erhoht (IGLESIAS et al., 2006; DONTAS et al., 2009). Diuretika-
induzierte Natriurese kann mit einer reduzierten glomeruldren Filtrationsrate und
Aktivierung des RAAS-Systems einhergehen. Im Gegensatz dazu maximiert bei
Hunden mit CHF die kombinierte intravendse Applikation von Furosemid und
BNP sowohl Diurese als auch Natriurese, steigert die glomeruldre Filtrationsrate
und hemmt die Aktivierung von Aldosteron (CATALIOTTI et al., 2004).

Die Behandlung mit BNP nach einer persistierenden Ischédmie fiihrte bei Hunden
zu einer Erhaltung der linksventrikuldren Geometrie (die linksventrikuldren
Dimensionen waren signifikant kleiner als in Kontrollgruppe) sowie einer
besseren systolischen Funktion und wirkte der Verschlechterung des systolischen
Herzversagens entgegen (GEORGE et al., 2009). Bei Ratten mit myokardialem
Infarkt wirkte die Infusion mit BNP sowohl dem ventrikuldren Remodeling durch
Verminderung der myokardialen Kollageneinlagerung als auch der
Verschlechterung der kardialen Funktion dosisabhingig entgegen (HE et al.,
2009). In einem Schweinemodell mit Koronararterienverschluss verminderte
Nesiritide Myokardschiden (LAZAR et al., 2009). Nesiritide induziert nicht nur
unmittelbare Effekte wihren der Infusion. Patienten mit akutem anterioren
Myokardinfarkt wurden 72 Stunden niedrig dosiert mit BNP infundiert und
zeigten auch einen Monat spdter eine verbesserte LVEF und ein geringeres
endsystolisches linksventrikuldres Volumen (HILLOCK et al., 2008; CHEN et al.,
2009b).

Im Gegensatz zu Dobutamin mit seinem proarrhytmischen und chronotropen
Potential bewirkt Nesiritide weder eine Erhohung der Herzfrequenz noch
begiinstigt es Arrhythmien (BURGER et al., 2001, 2002, 2003). Niedrig dosierte
Therapie mit Nesiritide verbessert eine mit CHF oft einhergehende eingeschréankte
Herzfrequenzvariabilitit und die parasympathische Modulation, wogegen
Dobutamin und hoch dosiertes Nesiritide zu einer weiteren Verschlechterung der

autonomen Dysregulation fiihren kann (ARONSON & BURGER, 2004).
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Neben der intravendsen Applikation wurden auch konjugierte Formen von
humanem BNP entwickelt, die subkutan und oral verabreicht werden kénnen und
die im Hundemodell nachweislich ¢cGMP aktivieren sowie blutdrucksenkend
wirken (CATALIOTTI et al., 2005, 2008). Der Effekt von Nesiritide auf die
Mortalitdt bei kongestivem Herzversagen ist noch nicht eindeutig geklart.
SILVER und Mitarbeiter (2002) konnten eine reduzierte Mortalitdt innerhalb von
sechs Monaten nachweisen, STYRON und Mitarbeiter (2009) fanden keinen
Unterschied verglichen mit alleiniger Standardtherapie. ,,The Acute Study of
Clinical Effectiveness of Nesiritide in Decompensated Heart Failure trial
(ASCEND-HF)*, in die 7000 Patienten eingeschlossen werden, soll bis 2010 diese
Frage kldren (HERNANDEZ et al., 2009).

2.4.2. Veterinarmedizin

Zur Bestimmung von natriuretischen Peptiden in der Veterindrmedizin kamen
verschiedene Tests zum Einsatz, unter anderem liegen Studien zur Validierung
von Radioimmunoassays (RIA) zur Bestimmung von BNP und ELISAs zur
Bestimmung von proANP 31 — 67, NTpro-ANP und NTpro-BNP vor
(BOSWOOD et al., 2003, 2008; TIETGEN, 2004; CONNOLLY et al., 2008a;
SCHELLENBERG et al.,, 2008; FOX et al, 2009). Der in vorliegender
Dissertation verwendete ELISA VETSIGN™ Canine CardioSCREEN Ntpro-
BNP, Guildhay Ltd., UK wurde von BOSWOOD und Mitarbeitern (2008) sowie
ZIEBA und Mitarbeitern (2008) validiert. Ersterer untersuchte sowohl EDTA
Plasma- als auch Serumproben, wobei die Bestimmung von NTpro-BNP im
Plasma bessere Werte ergab (BOSWOOD et al., 2008). Fiir die Intra-Assay-
Prazision der Plasmaproben ergaben sich Variationskoeffizienten (VK) von
6,4 %, 8,4 % und 7,1 % fiir niedrige, mittlere und hohe Konzentrationen, die
Inter-Assay-Prézision lag jeweils bei 7,1 %, 8,6 % und 8,2 %. In der zweiten
Studie wurde bei der Untersuchung der Intra-Assay-Prizision ein VK von 4 — 8 %
fiir Konzentrationen > 800 pmol/l ermittelt, bei Konzentrationen < 800 pmol/l lag
der VK zwischen 12 — 20 %. Bei 28 pmol/l betrug der VK 141% (ZIEBA et al.,
2008). Die Inter-Assay-Prézision ergab VK Werte von 7,5 % fiir Konzentrationen
> 800 pmol/l und 16 % fiir niedrigere Konzentrationen (ZIEBA et al., 2008). Die
Evaluierung der Standardkurve ergab eine Differenz zwischen unverdiinnten und

verdiinnten Werten von 40 % fiir die hohen Konzentrationen und 20 % fiir die
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niedrige Konzentrationen (ZIEBA et al., 2008). Aufgrund der Abflachung der
Standardkurve bei kiirzeren Inkubationszeiten empfehlen die Autoren eine
Mindestinkubationszeit von sieben Stunden (Empfehlung des Herstellers: 24
Stunden) (ZIEBA et al., 2008).

Das System der natriuretischen Peptide hat sich allerdings als komplexer erwiesen
als anfangs angenommen. Bei Patienten im Herzversagen werden pro-BNP-
Priakursormolekiile teilweise nicht durch Furin oder Corin gespalten, sondern
intakt sezerniert, zudem wurden auch glykolisierte Formen gefunden (SISSON,
2009). AuBerdem werden die C-terminalen, biologisch aktiven Formen der NPs
sowie NTpro-ANP und NTpro-BNP durch eine Reihe von Peptidasen bei ihrem
Abbau in verschiedene Bruchstiicke gespalten, die ebenfalls noch intakte Epitope
tragen, welche von den spezifischen Antikorpern der Tests erkannt werden
(BOERRIGTER et al., 2009; SISSON, 2009). SISSON (2009) nimmt an, dass bei
Patienten im Herzversagen mit hohen BNP-Spiegeln die Mehrheit des
immunologisch gemessenen C-terminalen BNPs das inaktive Prikursormolekiil
pro-BNP sein konnte; es ldge dann real ein BNP-Defizit vor, was wiederum eine
Erklirung fiir die bisher angenommene Resistenz beziiglich BNP bei Patienten im
Herzversagen sein konnte. Er verweist dabei unter anderem auf folgende Studien
aus der Humanmedizin: TAMM und Mitarbeiter (2008) entwickelten eine Einzel-
Epitop Sandwich-Immunofloureszenz-Assay Technik, womit BNP und proBNP
sowie deren Fragmente identifiziert werden konnen. NIEDERKOFLER und
Mitarbeiter (2008) konnten mittels eines quantitativen Massenspektrometer-
Immunoassays mit hochaffinen Antikérpern zeigen, dass Patienten im
Herzversagen niedrige BNP 1 — 32-Spiegel aufwiesen: 25 — 43 pg/ml vs. 900 —
5000 pg/ml gemessen mit dem gidngigen Biosite Assay.

Auch das Probenhandling muss beachtet werden, wie die Studie von FARACE
und Mitarbeiter (2008) gezeigt hat. Um den friihzeitigen Abbau in Blutproben zu
verhindern, kann man entweder Protease-Inhibitoren oder EDTA zugeben sowie
die Temperatur kontrollieren. Durch Erniedrigung der Temperatur wird die
Aktivitit der Proteasen reduziert. In dieser Studie wurden Blutproben bei -60, 4,
25 und 37°C analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass NTpro-ANP keine oder
nur geringfiigige Verdnderungen nach 3 — 5 Stunden bei 37 °C aufwies und
NTpro-BNP nur in einem Teil der Proben gesunken war (FARACE et al., 2008).
Nach 23 — 25 Stunden war in allen Proben bei 37 °C mindestens 25 % NT-
proANP bzw. 50 % NTpro-BNP abgebaut. Daher empfehlen die Autoren, die
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Plasmaproben mit Kiihlaggregaten zu versenden, damit eine durchgehende

Temperatur von maximal 4 °C gewéhrleistet ist (FARACE et al., 2008).

2.4.2.1. ANP

Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von ANP wurde fiir etliche Spezies
evaluiert, unter anderem fiir die Ratte (KANGAWA et al., 1984b; NAKAYAMA
et al., 1984), Hund und Hase (OIKAWA et al., 1985), Rind (VLASUK et al.,
1986), Schwein (MAGERT et al., 1990), Pferd (RICHTER et al., 1998), Schaf
(AITKEN et al., 1999) und Katze (BIONDO et al., 2002). Dabei betrigt die
Homologie zwischen den einzelnen Spezies fiir das Préprohormon, ProANP,
C-terminales ANP (ANP-30) und NTpro-ANP zwischen 48 % und 100 % (felines,
equines, bovines und ovines ANP-30 sind identisch) (BIONDO et al., 2002).
Bereits in den 90er Jahren wurde festgestellt, dass bei Rindern mit bakterieller
Endokarditis und DCM sowie bei Hunden mit Mitralklappenendokardiose, CHF,
chronischem Nierenversagen und Infektion mit Dirofilaria immitis ANP
signifikant erhoht ist (TAKEMURA et al., 1990, 1991a, 1991b; VOLLMAR,
1991; VOLLMAR et al., 1991, 1994; HAGGSTROM et al., 1994, 1997). ANP
korreliert positiv mit dem rechtsatrialen Druck, dem linksatrialen Druck, dem
maximalen Pulmonalarteriendruck und dem Pulmonalvenendruck (PCWP), der
Geschwindigkeit des Pulmunalveneneinflusses, dem linksventrikuldren end-
diastolischen Druck, mit LA/Ao, dem linksatrialen und dem linksventrikuldren
Durchmesser sowie der Herzfrequenz; eine signifikante negative Korrelation lag
mit dem kardialen Index und dem systolischen Index vor (TAKEMURA et al.,
1991a; HAGGSTROM et al., 1994; ASANO et al., 1999b; KOIE et al., 2001;
HORI et al., 2008b, 2008c). Im friithen dekompensierten Stadium ist die Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System Aktivitdt im Gegensatz zu ANP nicht erhoht, was
durch den Anstieg der ANP-Konzentration erklart werden konnte
(HAGGSTROM et al., 1997). Bei Pferden mit Mitralklappenregurgitation ohne
bereits bestehender linksventrikuldrer und -—atrialer Dilatation konnte kein
signifikanter Unterschied der ANP-Konzentration im Vergleich zu gesunden
Pferden nachgewiesen werden. Die hochsten ANP-Konzentrationen waren bei
Pferden mit Mitralklappenregurgutation und gleichzeitig vorhandener atrialer
sowie ventrikuldrer Dilatation zu verzeichnen; diese Gruppe wies im Mittel

signifikant hohere ANP-Werte auf als die herzgesunden Pferden (GEHLEN et al.,
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2007). Es wurde keine Korrelation zwischen linksatrialem oder -ventrikuldrem
Durchmesser, Gewicht, Geschlecht und ANP gefunden (GEHLEN et al., 2007).
Es besteht ein Zusammenhang zwischen dem Anstieg von ANP und der Schwere
der Symptomatik und des kongestiven Herzversagens, den NYHA-Klassen sowie
dem Plasmavolumen (HAGGSTROM et al.,, 1994; VOLLMAR et al., 1994;
ASANO et al., 1999b; KOIE et al., 2001). Die ANP-Konzentration sank mit der
pharmakologisch induzierten Besserung der Symptome des Linksherzversagens,
auch wenn LA/Ao gleich blieb; bei den Patienten, die auf die Medikation nicht
ansprachen und spiter starben, stieg die ANP-Konzentration sogar erheblich an
(KOIE et al., 2001). Hunde mit Herzversagen und einer Plasmakonzentration von
ANP < 95 pg/ml hatten mit 1095 Tagen eine signifikant hohere Uberlebenszeit als
jene mit ANP > 95 pg/ml (58 d) (GRECO et al., 2003). Bei Hunden mit PDA
sanken die praoperativ erhohten ANP-Spiegel nach Verschluss des PDA innerhalb
von wenigen Tagen und erreichten zum Teil Normalwerte, allerdings korrelierte
ANP nicht mit der Schwere der klinischen Symptome (ASANO et al., 1999a). Im
Gegensatz zu BNP gab es keinen signifikanten Unterschied beziiglich der ANP-
Konzentration zwischen Golden Retrievern mit durch muskuldre Dystrophie
induzierter Kardiomyopathie und der gesunden Kontrollgruppe und kann
diesbeziiglich nicht als Marker zur Erkennung einer okkulten Kardiomyopathie
genutzt werden (CHETBOUL et al.,, 2004). Beim Dobermann war ANP im
okkulten Stadium signifikant erhoht, Geschlecht und Alter waren signifikante
Kovariablen (O'SULLIVAN et al., 2007b).

Eine signifikannte Erhohung von ANP lag auch bei Katzen mit Kardiomyopathie
im kongestivem Herzversagen und ohne Herzversagen sowie mit systemischer
Thromboembolie aufgrund einer Kardiomyopathie vor (SISSON, 2003; HORI et
al., 2008c). Anhand von immunhostichemischen Untersuchungen der Herzen
konnte festgestellt werden, dass sowohl bei gesunden als auch an HCM
erkrankten Katzen die Immunreaktivitit fiir ANP auf die Atrien beschrinkt war

(BIONDO et al., 2003).

2.4.2.2. NTpro-ANP

Die NTpro-ANP Konzentration ist bei gesunden Hunden 60-fach hoher als die
Konzentration des C-terminalen ANPs (VOLLMAR, 1991). NTpro-ANP

korrelierte signifikant mit dem Gewicht, den Nitrat- und Nitritkonzentrationen im
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Plasma sowie der Konzentration von c¢GMP im Urin, der GroBle des
Regurgitationsvolumens, E/E,, dem linksatrialen und linksventrikuldren
enddiastolischen und endsystolischen Index und der FS sowie der Kreatinin-
Konzentration und dem Blutdruck; keine Korrelation wurde hingegen mit EDD
und dem Geschlecht gefunden. Die Korrelationen mit dem Alter, der Herz-
frequenz und LA/Ao werden kontrovers diskutiert (ERIKSSON et al., 2001;
TIDHOLM et al., 2001; CONNOLLY et al.,, 2008a; LALOR et al., 2009;
TARNOW et al., 2009).

Die NTpro-ANP-Konzentration stieg in einer Studie mit Cavalier King Charles
Spaniel (CKCS) mit der Schwere der Mitralregurgitation an. Zwischen der
Gruppe mit schwerer MR (Regurgutation > 80 %) und den Gruppen gesund,
minimale MR (Regurgitation < 20%) und moderate MR (Regurgitation > 20 % bis
< 80 %) lagen signifikante Unterschiede vor; Hunde im Herzversagen hatten
deutlich erhohte NTpro-ANP-Werte, die sich signifikant von allen anderen
Gruppen unterschieden. In dieser Studie konnte die bei Wiederholungs-
untersuchungen gemessene NTpro-ANP-Konzentrationen die Progression des
Regurgitationsvolumens vorhersagen (TARNOW et al., 2009). NTpro-ANP
eignet sich bei Hunden zur Unterscheidung von kardial und nicht kardial
bedingter Dyspnoe (PROSEK et al., 2007). Bei Hunden mit klinisch
symptomatischer DCM war NTpro-ANP signifikant hoher als bei Hunden mit
asymptomatischer DCM und der gesunden Kontrollgruppe (TIDHOLM et al.,
2001). In einer weiteren Studie lagen bei okkult an DCM erkrankten Tieren
signifikant hoherer Werte als in der gesunden Kontrollgruppe vor. Allerdings
eignet sich laut den Autoren NTpro-ANP nicht zur Diagnose einer okkulten

DCM, da Sensitivitit und Spezifitdt nicht ausreichen (OYAMA et al., 2007).

Tabelle 2: Zusammenfassung der Cut-off Werte fiir NTpro-ANP beim Hund '(TARNOW et al.,
2009), *(PROSEK et al., 2007).

Diagnose von: Cut-off AUC | Sensitivitit | Spezifitit
'Schwere 230 pmol/l 0.88 100 % 70 %
Mitralregurgutation 247 pmol/l ’ 86 % 83 %

? Dyspnoe kardial vs.
. _ 0,587 nmol/ml | 0,95 95,5 % 84,6 %
respiratorisch
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Sowohl bei an Kardiomyopathie erkrankten Katzen ohne CHF als auch bei Katzen
mit CHF (Mittelwert 1176,4 fmol/ml bzw. 1865,3 fmol/ml) waren die NTpro-
ANP-Konzentrationen signifikant hoher als bei gesunden Katzen (Mittelwert
682,0 fmol/ml), auch die beiden erkrankten Gruppen unterschieden sich
signifikant (CONNOLLY et al., 2008a). In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der
Studien von CONNOLLY und Mitarbeitern zusammengefasst.

Tabelle 3: Zusammenfassung der Cut-off Werte fiir NTpro-ANP bei der Katze (CONNOLLY et
al., 2008a; CONNOLLY et al., 2008b; CONNOLLY et al., 2009).

Cut-off
Differenzierung von: AUC | Sensitivitit | Spezifitit
pmol/l
Gesund vs. CHF 919 0,94 96,9 % 78,6 %
Gesund vs. herzkrank + CHF 960 0,88 83,7 % 82,1 %
Gesund vs. herzkrank ohne CHF 828 0,76 76,5 % 71,1 %
Dyspnoe kardial vs. respiratorisch 986 - 93,8 % 80,3 %

NTpro-ANP war bei normotensiven Katzen mit schwerem chronischen
Nierenversagen (Median 1590,2 pmol/lI), im Vergleich zur gesunden Gruppe
(Median 384,7 pmol/l) signifikant erhoht (p = 0,006), nicht aber bei
normotensiven Katzen mit mild bis moderatem chronischen Nierenversagen
(Median 697,0 pmol/l) und hypertensiven Katzen mit chronischen Nierenversagen
(Median 1040,4 pmol/l) (LALOR et al., 2009). Nach Behandlung mit Amlodipine
und daraus resultierendem Blutdruckabfall sanken weder Kreatinin noch NTpro-
ANP. Die AUC zur Unterscheidung normo- VS. hypertensiv betrug nur 0,643
(LALOR et al., 2009).

2.4.2.3. ProANP 31 - 67

Das aus 98 AS bestehende NTpro-ANP wird nach seiner Freisetzung im Kreislauf
in drei Fragmente gespalten: 1 — 30, 31 — 67 und 79 — 98, wobei nicht nur NTpro-
ANP sondern auch seine Fragmente eine lingere HWZ als ANP besitzen
(ACKERMAN et al., 1992). Im Plasma liegt proANP 31 — 67 in signifikant
hoheren Konzentrationen als im Serum vor, beide Werte korrelieren gut

miteinander (BOAG, 2003; BOSWOOD et al., 2008). Es bestand kein
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signifikanter Zusammenhang mit Alter, Geschlecht und reproduktivem Status
(kastriert vs. intakt), aber eine signifikante Korrelation mit LA/Ao und der
Kreatininkonzentration (BOSWOOD et al., 2008). ProANP 31 — 67 steigt
proportional zur Schwere des Herzversagens an (PIANTEDOSI et al., 2009). Bei
Hunden mit chronischer Klappendegeneration gab es signifikante Unterschiede
zwischen den ISACHC-Klassen I und II, I und IIla, I und IIIb, nicht aber
zwischen II und IIT (PTANTEDOSI et al., 2009). Zwischen den NYHA-Klassen II,
[T und IV gab es keine signifikanten Unterschiede (BOSWOQOD et al., 2003).
Hunde mit Husten, Dyspnoe oder Aszites aufgrund kardialer Erkrankungen
konnten bei einem Cut-off von 1000 fmol/ml mit einer Sensitivitdt von 77,8 %
und einer Spezifitit von 95,6 % von der gesunden Population unterschieden
werden; unter Ausschluss der beiden Tiere mit Perikarderguss erreichte die
Sensitivitdt 100 % (BOAG, 2003). Hunde im Herzversagen und gesunde Hunde
konnten bei einem Cut-off von 1750 fmol/ml mit einer Sensitivitdt von 83,9 %
und einer Spezifitit von 97,5 % voneinander unterschieden werden, bei einem
Cut-off von 1350 fmol/ml betrugen Sensitivitdt und Spezifitit 93,5 % bzw. 72,5
% (BOSWOOD et al., 2003). Zur Differenzierung von Hunden mit
respiratorischen Erkrankungen von denen mit kardialen Krankheiten ergaben sich
fiir Plasma-proANP 31 — 67 bei einem Cut-off von 1200 pmol/l folgende Werte:
AUC = 79,3 %, Sensitivitit 81,7 %, Spezifitit 64,7 %; fiir Serum-proANP 31 — 67
bei einem Cut-off von 820 pmol/l: AUC = 85,2 %, Sensitivitéit 83,8 %, Spezifitit
76,5 % (BOSWOOD et al., 2008).

2.4.2.4. BNP

Die Nukleotid- und Aminosduresequenz von BNP wurde ebenfalls fiir
verschiedene Spezies evaluiert, unter anderem fiir das Schwein (MAEKAWA et
al., 1988), Rind (NGUYEN et al., 1989a., 1989b), Ratte (KOJIMA et al., 1989),
Maus (OGAWA et al., 1994), Schaf (AITKEN et al., 1999), Hund (ASANO et al.,
1999¢) und Katze (LIU et al., 2002). Es existiert fiir das Praprohormon eine
signifikante Homologie beziiglich der Gensequenz zwischen den Spezies, wobei
vor allem die das biologisch aktive BNP kodierende Region stark konserviert ist
(LIU et al., 2002). Basierend auf der Homologie des Pridprohormons wurde
festgestellt, dass innerhalb der Saugetiere Gruppen phylogenetisch engerer

Verwandtschaft fiir dieses Gen bestehen: Maus und Ratte einerseits, Rind, Schaf
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und Schwein andererseits sowie Hund und Katze (LIU et al., 2002). BNP
korrelierte signifikant mit der Schwere der Herzerkrankung respektive des
Herzversagens sowie mit der GroBe des linken Atriums und LA/Ao
(MACDONALD et al., 2003; HAUSSLER, 2004), mit dem Pulmonalvenendruck
bei Hunden mit experimentell induzierter Mitralregurgitation (ASANO et al.,
1999b) und mit den ISACHC-Klassen (HAUSSLER, 2004; DEFRANCESCO et
al., 2007); in zwei Studien wurde zudem ein Zusammenhang zwischen der BNP-
Konzentration und der Hunderasse gefunden (HAUSSLER, 2004; TIETGEN,
2004). Es konnte keine Korrelation mit dem Alter, Geschlecht, Gewicht, EDD,
ESD und FS festgestellt werden (ERIKSSON et al., 2001; CHETBOUL et al.,
2004; HAUSSLER, 2004; TIETGEN, 2004; DEFRANCESCO et al., 2007;
OYAMA et al., 2007). Fiir jeden Anstieg des Plasma BNP um 10 pg/ml stieg die
Mortalitétsrate innerhalb vier Monaten um circa 44 % (MACDONALD et al.,
2003). Der Anstieg von BNP korrelierte signifikant mit der cGMP Konzentration
bei Hunden mit MR, cGMP/BNP allerdings fiel bei Hunden im Herzversagen ab.
Dies wird als Indikator fiir eine Resistenz gegeniiber den natriuretischen Peptiden
gesehen (MOESGAARD et al., 2009).

BNP steigt bei moderater bis schwerer asymptomatischer Mitralendokardiose
(Mitral Valve Disease, MVD) signifikant an (MOESGAARD et al., 2009). Bei
Hunden im kongestiven Herzversagen war BNP circa doppelt so hoch wie bei
gesunden Hunden (HAGGSTROM et al., 2000). Es gab signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen NYHA-Klassen sowie zwischen den asymptomatischen
(NYHA I + II) und den symptomatischen Hunden (NYHA III + IV) (ASANO et
al., 1999b). Im Gegensatz zu ANP bestand nicht nur ein signifikanter Unterschied
zwischen gesund und NYHA IV, sonder auch zwischen gesund und NYHA III fiir
BNP (ASANO et al., 1999b). BNP wurde zur Unterscheidung von gesunden
Hunden und Hunden mit MVD + CHF, sowie von kardial und nicht kardial
bedingter Dyspnoe evaluiert, wie in Tabelle 4 dargestellt (MACDONALD et al.,
2003; DE FRANCESCO et al., 2007; PROSEK et al., 2007).



II. Literaturiibersicht 36

Tabelle 4: Zusammenfassung der Cut-off Werte fiir beim Hund (DE FRANCESCO et al., 2007)',
(MACDONALD et al., 2003)*, (PROSEK et al., 2007)*. AUC = Area Under the Curve.

Cut-off
AUC | Sensitivitat | Spezifitit
pg/ml
' Gesund vs. MVD + CHF 23,0 - 86 % 100 %
" Gesund vs. MVD ohne CHF 35,0 - 86 % 70 %
? Dyspnoe kardial vs. respiratorisch 6,0 0,91 90 % 78 %
3 Dyspnoe kardial vs. respiratorisch 17,4 0,89 86,4 % 80,8 %

Bei Golden Retrievern mit durch muskuldre Dystrophie induzierter
Kardiomyopathie war BNP bereits im okkulten Stadium signifikant erhoht,
allerdings erreichte die Sensitivitdt erst unter Ausschluss der Hunde im Alter < 1
Jahr einen Wert von 78 % bei einem Cut-off von 65 pg/ml und einer Spezifitét
von 86 % (CHETBOUL et al., 2004). Ebenfalls signifikant erhoht war BNP bei
Hunden mit okkulter DCM (OYAMA et al., 2007). Hunde mit experimentell
induzierter systolischer Dysfunktion wiesen signifikant erhohte BNP-
Konzentrationen mit einem Mittelwert von 100,8 pg/ml auf (BAUMWART &
MEURS, 2005).

Obwohl BNP bei Menschen mit arrhythmogener rechtsventrikuldrer
Kardiomyopathie (ARVC) signifikant erhoht ist, konnte bei Boxern mit ARVC
(Mittelwert 11,0 pg/ml) kein Unterschied im Vergleich zu gesunden Boxern
(Mittelwert 7,9 pg/ml) festgestellt werden (MATSUO et al., 1998; BAUMWART
& MEURS, 2005). Bei Hunden mit PDA zeigte der Abfall des prd OP erhohten
BNP Spiegels im Gegensatz zu NTpro-ANP einen S-formigen Verlauf: drei Tage
post OP fiel er leicht ab, erreichte am Tag 10 post OP initiale Werte und sank
danach wieder (ASANO et al., 1999a).

Die Immunreaktivitit von BNP war wie bei ANP bei gesunden Katzen auf die
Atrien beschrinkt (BIONDO et al., 2003). Bei Katzen mit HCM wurde BNP-
Immunreaktivitit auch in ventrikuldren Myozyten gefunden, die interstitiellen
Kapillaren und Nervenfasern waren bei gesunden wie bei an HCM erkrankten

Tieren nur fiir BNP positiv (BIONDO et al., 2003).
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2.4.2.5. NTpro-BNP
KELLIHAN und Mitarbeiter postulierten 2008, dass die Variabilitdt von NTpro-

BNP im wochentlichen Vergleich bei Hunden generell niedrig ist und nur ein
kleiner Prozentsatz von Hunden variable Messergebnisse aufwiesen. Ein Jahr
spiter verdffentlichten dieselben Autoren eine Studie, in dem sie Ergebnisse
kontrir zur vorherigen vorstellten. 20 % der Studienpopulation hatten demnach
Minimal- und Maximalwerte mit einem Unterschied von > 200pmol/l
(KELLIHAN et al., 2009). Obwohl es eine hohe individuelle Variabilitdt der
wochentlichen Serum- und Plasmakonzentrationen bei gesunden Hunden gab,
blieb der Medianwert unverdndert (KELLIHAN et al., 2009). Die Autoren
bezogen in ihre Auswertungen auch mit ein, dass einige gesunde Hunde hohe
Werte ausserhalb des Referenzbereichs aufwiesen, wobei sie dies insofern
einschrinkten, als dass kein Langzeit-Follow up durchgefiihrt wurde und demnach
persistierend hohe Werte auch ein Indiz fiir spater auftetende Herzerkrankungen
sein konnten (KELLIHAN et al., 2009).

Es wurde eine signifikante Erhohung von NTpro-BNP bei Hunden mit renaler
Dysfunktion gefunden (SCHMIDT et al., 2008; RAFFAN et al., 2009; SCHMIDT
et al., 2009). NTpro-BNP korrelierte in einigen Studien signifikant mit den
Harnstoff- und Kreatininkonzentrationen (BOSWOOD et al., 2008; OYAMA et
al., 2008a; SCHMIDT et al., 2009), in anderen liel sich kein Zusammenhang
herstellen (CONNOLLY et al., 2009; FOX et al., 2009; LALOR et al., 2009;
RAFFAN et al., 2009). Das Alter korrelierte nur in einer Studie mit NTpro-BNP
(LALOR et al., 2009), in vier Studien dagegen nicht (BOSWOOQOD et al., 2008;
OYAMA et al., 2008a; FOX et al., 2009; TARNOW et al., 2009). Es konnte kein
Zusammenhang mit dem Geschlecht oder der Konzentration von Sexualhormonen
gefunden werden (BOSWOOD et al., 2008; LEACH et al., 2008; TARNOW et
al., 2009), allerdings besteht ein Dissens beziiglich der Auswirkung einer
Kastration auf die NTpro-BNP-Konzentration. In zwei Studien gab es keinen
Unterschied (BOSWOOD et al., 2008; TARNOW et al., 2009), LEACH und
Mitarbeiter (2008) hingegen fanden einen signifikanten Anstieg von NTpro-BNP
bei Riiden nach der Kastration. Ebenso kontrovers wird die Korrelation mit der
Herzfrequenz (OYAMA et al., 2008a; SHIPLEY et al., 2008; TARNOW et al.,
2009), dem Gewicht (OYAMA et al., 2008a; FOX et al., 2009; TARNOW et al.,
2009), dem Vertebral Heart Scale (VHS) (DROURR et al., 2008; FINE et al.,
2008; OYAMA et al., 2008a; FOX et al., 2009) und den unterschiedlichen
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Konzentrationen von NTpro-BNP in Serum und Plasma (BOSWOOD et al., 2008;
KELLIHAN et al., 2009) diskutiert. OYAMA und Mitarbeiter (2008) fanden
keine Korrelation mit der Konzentration von Natrium und Kalium im Serum,
allerdings einen signifikanten Unterschied zwischen reinrassigen und Mischlings-
hunden. NTpro-BNP korrelierte signifikant mit der Hohe des Blutdrucks und mit
NTpro-ANP (LALOR et al., 2009); es wurde keine Korrelation mit Thyroxin
gefunden (FOX et al., 2009). Auch beziiglich der Korrelation mit verschiedenen
echokardiographischen Parametern liegen die Autoren im Dissens: LA/Ao
korrelierte in fiinf Studien signifikant mit NTpro-BNP (CONNOLLY et al.,
2008a; DROURR et al., 2008; OYAMA et al., 2008a; CHETBOUL et al., 2009;
TARNOW et al., 2009), in drei Studien bestand kein Zusammenhang, wobei sich
eine davon nur auf die im M-Mode gemessenen Werte bezieht (DROURR et al.,
2008; FINE et al, 2008; CHETBOUL et al, 2009). Die FS und
Regurgitationsfraktion waren positiv mit NTpro-BNP korreliert (CHETBOUL et
al., 2009), ebenso die JetgroBe der Mitralregurgitation (TARNOW et al., 2009).
Keine Korrelation bestand mit der GroB3e des linken Atriums, IVSd, LVPWd, der
relativen Wanddicke (RWT), LVEDP und E/A (HORI et al., 2008a; FOX et al.,
2009), EDD/BSA, ESD/BSA (DROURR et al., 2008), EDD/Ao, ESD/Ao
(OYAMA et al., 2008a) und mit EDV/BSA (CHETBOUL et al., 2009) ; EDD,
ESD und E/E, werden kontrovers diskutiert (CONNOLLY et al., 2008a;
DROURR et al., 2008; FINE et al., 2008; FOX et al., 2009; TARNOW et al.,
2009). Es bestand eine signifikante Korrelation von NTpro-BNP mit der Schwere
der Subaortenstenose (SAS) und der Blutflussgeschwindigkeit des links-
ventrikuldren Ausflusstrakts (LVOT) (FARACE et al.,, 2009b). NTpro-BNP
korrelierte signifikant mit dem maximalen Druckgradienten bei Hunden mit
Trikuspidalregurgitation (ATKINSON et al., 2009; FARACE et al., 2009a).
Obwohl Hunde mit pulmunirer Hypertension (PH) statistisch signifikant hohere
Werte aufwiesen als Hunde ohne PH ergaben sich keine Unterschiede beziiglich
der Schwere der PH (FARACE et al., 2009a). ATKINSON und Mitarbeiter (2009)
zeigten, dass die NTpro-BNP-Konzentration die initiale Verbesserung der PH
unter Therapie mit Pimobendan innerhalb von 14 Tagen statistisch signifikant
reflektiert, allerdings gab es keinen signifikanten Unterschied mehr nach 91
Tagen.

Hunde mit kardial bedingter Dyspnoe unterschieden sich in mehreren Studien

signifikant von Hunden mit respiratorisch bedingter Dyspnoe (WESS et al., 2007;
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FINE et al., 2008; OYAMA et al., 2008b). In einer Studie wichen die Ergebnisse
von den anderen Untersuchungen zur gleichen Thematik ab: die Mittelwerte der
Gruppen mit respiratorische Krankheiten, mit kardialen Erkrankungen und mit
CHF lagen deutlich niedriger (BOSWOOD et al., 2008). Die Sensitivitit zur
Unterscheidung von kardial und respiratorisch bedingter Dyspnoe fiir die aus den
Serumproben ermittelten NTpro-BNP Werte waren um 5 % niedriger als fiir

Plasma-NTpro-BNP, wie in Tabelle 5 dargestellt (BOSWOOD et al., 2008).

Tabelle 5: Zusammenfassung der Cut-off Werte zur Unterscheidung von kardial und
respiratorisch bedingter Dyspnoe beim Hund (WESS et al., 2007)", (OYAMA et al., 2008b)’,
(BOSWOOD et al., 2008)3, AUC = Area Under the Curve.

Differenzierung von Dyspnoe Cut-off
AUC | Sensitivitiat | Spezifitit
beim Hund pmol/ml
!'kardial vs. respiratorisch 520 - 94,7 % 96,2 %
% kardial vs. respiratorisch 1200 0,908 85,5 % 81,6 %
3 kardial vs. respiratorisch, Plasma 210 0,898 85 % 82,4 %
3 kardial vs. respiratorisch, Serum 210 0,888 80 % 82,4 %

NTpro-BNP war bei den Hunden mit asymptomatischer MVD der ISACHC-
Klassen Ia und Ib, die innerhalb 12 Monaten dekompensierten, signifikant erhoht
(773 pmol/1 vs. 368 pmol/l); bei einem Cut-off von 466 pmol/l ergaben sich eine
AUC von 0,81, Sensitivitit 80 % und Spezifitdit 76 % zur Vorhersage der
Morbiditét innerhalb eines Jahres (CHETBOUL et al., 2009). Der Index NTpro-
BNP/Kreatinin dnderte nichts an den Signifikanzen. Bei Hunden aus Ia mit einer
Regurgitationsfraktion (RF) < 30 % bestand kein Unterschied zur gesunden
Gruppe, Hunde aus Ia mit RF > 30 % dagegen hatten signifikant hohere Werte als
die gesunden Hunde und diejenigen aus Ia mit RF < 30 % (CHETBOUL et al.,
2009). Bei CKCS mit praklinischer MR und CKCS mit CHF konnte die NTpro-
BNP-Konzentration bei Wiederholungsuntersuchungen die Progression des
Regurgitationsvolumens vorhersagen (TARNOW et al., 2009).

Bei Hunde mit MVD, eingeteilt nach ISACHC-Klassen Ib, II, Illa und IIlb

wurden eine positive Korrelation von NTpro-BNP mit der Schwere des



II. Literaturiibersicht 40

Herzversagens sowie signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden
(CHETBOUL et al., 2009; PIANTEDOSI et al., 2009). Hunde mit Klasse II
dekompensierter Herzerkrankung hatten zudem signifikant hohere NTpro-BNP-
Werte als Hunde mit Klasse II kompensierter Herzerkrankung (OYAMA et al.,
2008a).

Die NTpro-BNP-Konzentrationen von Hunden mit MVD und mit DCM
unterschieden sich signifikant von der gesunden Kontrollgruppe; zur
Unterscheidung von Hunden mit CHF (ISACHC II oder III) und Hunden mit
kardialer Erkrankung ohne CHF bestand allerdings ein Graubereich zwischen
820 — 1725 pmol/l, in dem die Hunde keiner Gruppe zugeordnet werden konnten
(OYAMA et al., 2008a). Hunde mit einem erhohten Vertebral Heart Scale (VHS)
von > 11,5 konnten von denen mit physiologischem VHS unterschieden werden
(OYAMA et al., 2008a).

Bei Hunden mit CHF aufgrund von MVD sind Anstieg und Abfall der NTpro-
BNP-Konzentration signifikant mit dem klinischen Score und dem Auftreten von
Lungenddem korreliert (ACHEN et al., 2009). Daher postulieren ACHEN und
Mitarbeiter (2009), dass Serienmessungen von NTpro-BNP und Veridnderungen
der NTpro-BNP-Konzentration das Management von CHF aufgrund von MVD
unterstiitzen und erleichtern konnten. In einer weiteren Studie korrelierte NTpro-
BNP nicht nur mit der Schwere der MVD, sondern erreichte als einzige Variable
statistische Signifikanz beziiglich der kardial bedingten Mortalitdt (SERRES et
al., 2009). In Kombination mit dem klinischen Status konnte NTpro-BNP zur
Vorhersage des kardial bedingten Outcome herangezogen werden (SERRES et al.,
2009)

NTpro-BNP fiel nach Mitralklappenplastik bei Hunden, gemessen ein und drei
Monate post OP, signifikant ab (3846 vs. 2415 vs. 1202 pmol/ml) und eignet sich
somit als Indikator zur Beurteilung des kardialen Volumens (YAMAMOTO et
al., 2008). In einer Studie mit experimentell induzierter Subaortenstenose (SAS)
und einem dadurch bedingten Anstieg des linksventrikuldren Drucks um im Mittel
50 mmHg waren die Serum NTpro-BNP Spiegel drei und auch sechs Monate post
OP signifikant erhoht und korrelierten im Gegensatz zu ANP gut mit den
linksventrikuldren echokardiographischen Parametern (HORI et al., 2008a).
Hunde mit moderater (Mean 1011 pmol/l) und schwerer (Mean 2529 pmol/l) SAS
konnten von gesunden (Mean 361 pmol/l) und denjenigen mit milder SAS (Mean

344 pmol/l) differenziert werden (FARACE et al., 2009b). Auch bei anderen



II. Literaturiibersicht 41

kongenitalen Herzerkrankungen (PDA, PS, ASD) waren die NTpro-BNP-Spiegel
signifikant erhoht (SAUNDERS et al., 2009).

Bei Hunden mit Vorhofflimmern konnte keine signifikante Erhéhung der NTpro-
BNP-Konzentration festgestellt werden; es zeigte sich jedoch ein Trend zu
hoheren Konzentrationen bei Hunden mit Vorhofflimmern verglichen mit
herzkranken Hunden im Sinusrhythmus sowie von Hunden mit DCM und
Vorhofflimmern verglichen mit denjenigen mit MVD und Vorhofflimmern
(SHIPLEY et al., 2008).

MORRIS und Mitarbeiter (2009) evaluierten NTpro-BNP beim Dobermann und
untersuchten insgesamt 100 Hunde, 33 im okkulten Stadium und 67 gesunde
Hunde. Die mittleren NTpro-BNP-Konzentrationen betrugen 552 pmol/l bzw. 220
pmol/l und unterschieden sich signifikant voneinander (MORRIS et al., 2009).
Fir den kombinierten diagnostischen Gebrauch von abnormalem Holter oder
einer NTpro-BNP-Konzentration von > 478 pmol/l wurde eine Sensitivitdt und
Spezifitdit von 86,4 % und 96,8 % und eine Genauigkeit von 93 % zur
Identifizierung von okkulter DCM beim Dobermann postuliert (MORRIS et al.,
2009). In Tabelle 6 sind die Cut-off Werte beim Hund zusammengefasst.

Tabelle 6: Zusammenfassung der diagnostisch relevanten Cut-off Werte beim Hund.
'(SAUNDERS et al., 2009), 2(OYAMA et al., 2008a), *(FARACE et al., 2009b), “(CHETBOUL et
al., 2009), 5(TARNOW et al., 2009), 6(MORRIS et al., 2009), SAS = Subaortenstenose.

AUC | Sensitivitat | Spezifitit

Kardial erkrankt
> NTpro-BNP > 445 pmol/l 0,92 83,2 % 90,0 %

Schwere Mitralklappenendokardiose
* NTpro-BNP > 466 pmol/l — 0,81 80 % 76 %
> NTpro-BNP > 299 pmol/l — 0,92 100 % 43 %

Kongestives Herzversagen
2 NTpro-BNP > 1725 pmol/l

UND 0,83 88,2 % 76,7 %
> NTpro-BNP < 820 pmol/l
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Vertebral Heart Scale > 11,5
> NTpro-BNP > 680 pmol/l 0,81 92,7 % 67,0 %

Okkulte DCM beim Dobermann

*NTpro-BNP > 194 pmol/l — 90,9 % 40,3 %
*NTpro-BNP > 315 pmol/l — 0,823 | 78,8% 76,1 %
*NTpro-BNP > 478 pmol/l — 57,6 % 91,4 %

Abnormales Echo beim Dobermann

®NTpro-BNP > 478 pmol/l — 0,953 88,2 % 91,4 %

Kongenitale Erkrankungen

" NTpro-BNP > 354 pmol/l — 077 89,7 % 66,7%
" NTpro-BNP > 826 pmol/l — ’ 66,7 % 100 %

Moderate + schwere SAS vs.
gesund + milde SAS
> NTpro-BNP > 713 pmol/l 0,86 NPV =96 %

RAFFAN und Mitarbeiter (2009) untersuchten Hunde mit Azotdmie und
verglichen sie mit gesunden, kardial erkrankten und Hunden mit CHF. Die
NTpro-BNP-Konzentrationen der azotdmischen Tiere waren mit einem Mittelwert
von 929 pmol/l hoher als in der gesunden Gruppe (Mean 118 pmol/l) und der
Gruppe mit kardial erkrankten Hunden (Mean 556 pmol/l). Die Hunde im
kongestiven Herzversagen wiesen eine mittlere NTpro-BNP Konzentration von
3144 pmol/l auf. Die Anwendung dreier empfohlener Cut-off-Werte, zum einen
dem vom Hersteller des in dieser Studie verwendeten Tests von 300 pmol/l, zum
anderen denen von OYAMA und Mitarbeitern (2008) (445 pmol/l zur
Identifizierung von Herzerkrankungen und 1725 pmol/l zur Identifizierung von
Herzversagen) fiithrten zu einer Missklassifikation der azotdmischen Hunde als
kardial erkrankt. Die Autoren empfehlen daher, bei klinischer Anwendung der

NTpro-BNP-Messung den renalen Status zu bestimmen. Fiir den Fall einer



II. Literaturiibersicht 43

vorliegenden Azotdmie oder fehlender Nierenwerte sollte der Cut-off zur
Diagnose einer kardialen Erkrankung erh6ht werden.

Katzen mit kardial bedingter Dyspnoe wiesen in mehreren Studien signifikant
hohere NTpro-BNP-Konzentrationen auf als Katzen mit respiratorisch bedingter
Dyspnoe und die gesunden Kontrollgruppen (CONNOLLY et al., 2008b, 2009;
WESS et al., 2008; FOX et al., 2009). In Tabelle 7 sind die Cut-off-Werte zur

Differenzierung von Dyspnoe bei der Katze zusammengefasst.

Tabelle 7: Darstellung der Cut-off Werte zur Unterscheidung von Dyspnoe bei der Katze. '(WESS
et al., 2007), *(FOX et al., 2009), *(CONNOLLY et al., 2009). * unter Ausschluss der Tiere mit
linksventrikuldrer Hypertrophie.

NTpro-BNP AUC Sensitivitit Spezifitit
> 277 pmol/l - 95,0 % 87,8 %
2> 265 pmol/l 0,944 90,2 % 87,9 %
> 207 pmol/l 0,977 93,1 % 93,6 %
3> 220 pmol/l 0,96 93,9 % 87,8 %

NTpro-BNP wurde beziiglich seiner Eignung zur Frithdiagnose von feliner
Kardiomyopathie in verschiedenen Studien evaluiert (CONNOLLY et al., 2008a;
FOX et al., 2008; HSU et al., 2009; WESS et al., 2009a). Die NTpro-BNP-
Konzentrationen waren in allen HCM Gruppen (symptomatisch wie
asymptomatisch erkrankt) signifikant hoher als in den gesunden Kontrollgruppen
(CONNOLLY et al., 2008a; FOX et al., 2008; WESS et al., 2009a); in einer
anderen Studie zeigten gesund, fraglich und moderate HCM allerdings keine
statistisch signifikante Differenz (HSU et al., 2009). Kardial erkrankte Katzen im
CHF wiesen signifikant hohere NTpro-BNP-Spiegel auf als Katzen mit
Herzerkrankungen ohne CHF (CONNOLLY et al., 2008a). Zwischen der milden
und der moderaten HCM-Gruppe bestand in einer Studie kein statistisch
signifikanter Unterschied (WESS et al., 2009a).

Diejenigen Katzen aus der gesamten Population einer Studie, die eine Mutation
des A31P MYBPC Gens aufwiesen, hatten signifikant héhere NTpro-BNP-
Spiegel als Katzen ohne Mutation (Median 33 pmol/l vs. 12 pmol/l); dabei waren

nicht alle betroffenen Katzen bereits klinisch auffillig: fiinf Katzen waren zuvor
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als herzgesund eingestuft worden, vier zeigten einen fraglichem Befund und fiinf
Katzen hatten entweder eine moderate oder schwerer HCM (HSU et al., 2009).
Innerhalb der Gruppe mit schwerer HCM hatten Katzen mit Mutation signifikant
hohere NTpro-BNP-Werte als diejenigen ohne Mutation (Median 220 pmol/I vs.
63 pmol/l) (HSU et al., 2009). Die Autoren vermuten, dass das Vorhandensein
einer Mutation des A31P MYBPC Gens direkt einen Effekt auf die BNP-Synthese
und -Sekretion hat und postulieren, dass die Bestimmung von NTpro-BNP als
Screening Test flir feline HCM ungeeignet ist (HSU et al., 2009). In Tabelle 8
sind die Cut-off Werte zur Diagnose von feliner Kardiomyopathie

zusammengefasst.

Tabelle 8: Darstellung der Cut-off Werte zur Diagnose von feliner Kardiomyopathie. '(FOX et al.,
2008), (CONNOLLY et al.,, 2008a), *(HSU et al., 2009), (WESS et al., 2009a). HCM =
Hypertrophe Kardiomyopathie, KM = Kardiomyopathie, CHF = kongestives Herzversagen.
* nur schwere HCM diagnostizierbar, nicht aber milde oder moderate HCM.

Diagnose NTpro-BNP Sensitivitit | Spezifitit
!> 70 pmol/l 87,5 % 100 %
2> 49 pmol/l 100 % 89,3 %
Okkulte Kardiomyopathie
4> 50 pmol/l 97,1 % 56,0 %
4> 100 pmol/l 94,2 % 81,3 %
*>200 pmol/l 87,0 % 96,7 %
Schwere HCM 3> 44 pmol/l 90,0 % 83,0 %
Moderate HCM 3 > 44 pmol/l 20 % 86 %
Moderate und schwere HCM 3> 44 pmol/l 58 % 86 %
Kardiomyopathie + CHF 2> 148 fmol/ml 97,0 % 96,7 %
Kardiomyopathie + CHF *> 49 fmol/ml 100 % 89,3 %
Kardiomyopathie — CHF *> 49 fmol/ml 100 % 89,3 %
KM + CHF vs. KM — CHF 2> 220 fmol/ml 93,9 % 70,6 %
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Eine Untersuchung von Katzen mit chronischer renaler Dysfunktion zeigte, dass
NTpro-BNP bei hypertensiven Katzen signifikant hoher war als bei gesunden
normotensiven Tieren sowie bei normotensiven Katzen mit chronischer Nieren-
insuffizienz (Mittelwerte 311,0 pmol/l, 8,8 pmol/l und 54,3 pmol/l); die NTpro-
BNP-Konzentrationen der normotensiven Katzen mit schwerer chronischer
renaler Dysfunktion (Mittelwert 79,8 pmol/l) unterschieden sich signifikant von
denen der gesunden Kontrollgruppe (LALOR et al., 2009). Ein Cut-off von 202,7
pmol/l erreichte eine Sensitivitit und Spezifitit von 80 % respektive 93 % zur
Differenzierung von normotensiven Katzen und denjenigen mit Hypertonie, die
AUC betrug 0,941 (LALOR et al., 2009). Nach Behandlung mit Amlodipine fiir
35 Tage und dadurch bedingter Senkung des Blutdrucks fielen die NTpro-BNP-
Werte signifikant ab (LALOR et al., 2009). Die Autoren folgern, dass die
Messung von NTpro-BNP als Diagnostikum fiir eine systemische Hypertension
eingesetzt werden konnte, auch unter dem Aspekt, dass eine bestehende Azotdmie

keinen signifikanten Einfluss hatte (LALOR et al., 2009).
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II1. MATERIAL UND METHODEN

1. Patienten

Ausgewertet wurden die Daten von 358 Hunden, die im Rahmen einer
Langzeitstudie zur dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann in der
Abteilung fiir Tierkardiologie der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitdit Miinchen zwischen August 2004 und April 2008
vorgestellt wurden.

Die Hunde wurden im Rahmen von Folgeuntersuchungen mehrfach vorgestellt.
Alle Untersuchungen der erkrankten Patienten in den verschiedenen Krankheits-
stadien gingen in die Auswertungen ein. Dadurch ergaben sich insgesamt 480
Untersuchungen. Die Studienpopulation setzte sich aus 250 herzgesunden und 108
an Kardiomyopathie erkrankten Tieren zusammen. 158 der untersuchten Hunde
waren ménnlich und 200 weiblich. Ihr Gewicht lag zwischen 22,5 und 53,0 kg
(Mittelwert 35,39 kg; Median 35,0 kg). Die Patienten waren zwischen einem und
13 Jahren alt (Mittelwert 4,81 Jahre; Median 4,2 Jahre).

1.1. Einschlusskriterien

Um in die vorliegende Studie aufgenommen zu werden, mussten die Hunde dem
phénotypischen Bild eines reinrassigen Dobermanns entsprechen und élter als
zwOlf Monate sein. Es wurden nur gesunde Hunde sowie Hunde mit kardialen
Befunden im Sinne einer Dobermannkardiomypathie oder dilatativen Kardio-
myopathie aufgenommen. Eine Kardiomyopathie wurde diagnostiziert, wenn
mehr als 100 ventrikuldre Extrasystolen (VES) in 24 Stunden vorlagen und/oder
mindestens ein echokardiographischer Parameter, wie unter 1.3.2. bis 1.3.6. (S. 54
— 56) beschrieben, verdandert war. Andere kardiale sowie systemische Krankheiten
galten als Ausschlusskriterium. Ein Langzeit-EKG-Befund von 50 — 100 VES in
24 Stunden wurde als Graubereich definiert und fiihrte ebenfalls zum Ausschluss
aus der Studie, da keine eindeutige Zuordnung zu einer Gruppe geméill der

Einteilungskriterien moglich war.
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1.2. Untersuchungen

Bei jedem Patienten wurde zur Beurteilung der Symptomatik und zum Ausschluss
anderer Erkrankungen eine ausfiihrliche Anamnese erhoben sowie eine klinisch-
kardiovaskuldre Untersuchung durchgefiihrt. Zusétzlich wurden die Hunde mittels

Kurzzeit- und Langzeit-EKG sowie echokardiographischen Methoden untersucht.

1.2.1. Signalement und Anamnese

Um Hybriden von der Studienpopulation auszuschlieBen wurde zuerst eine
phénotypische Beurteilung des dufleren Erscheinungsbildes nach dem Standard
des Dobermannvereins durchgefiihrt. Neben der Erhebung allgemeiner
anamnestischer Daten wie Alter, Geschlecht und Gewicht wurde insbesondere auf
bisherigen Erkrankungen, Symptome wie Leistungsschwiche, Synkopen, Husten,

Dyspnoe, Zyanose sowie eventueller aktueller Pharmakotherapie fokussiert.

1.2.2. Klinische und kardiovaskulire Untersuchung

Alle Hunde wurden einer vollstindigen klinischen sowie eingehenden
kardiovaskuldren Untersuchung unterzogen. Neben der Bestimmung allgemeiner
klinischer ~Parameter waren besonders Herzauskultation, Pulspalpation,
Beurteilung der Schleimhdute und des Jugularvenenpulses sowie die kapilldre

Fiillungszeit von Bedeutung.

1.2.3. Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung erfolgte nicht-invasiv mittels Dopplermethode. Zur
Anwendung kam das Gerit Ultrasonic Doppler Flow Detector” der Firma Parks
Medical Electronics, Oregon, USA. Eine dem individuellen Beinumfang
entsprechende Manschette wurde bei den in Seitenlage gelagerten Patienten an
einer der kranialen GliedmaBlen oberhalb des Karpalgelenks angelegt. Aus drei

aufeinanderfolgenden Messungen wurde der Mittelwert bestimmt.

1.2.4. Elektrokardiographie

Zur Evaluation von Arrhythmien wurden jeweils sowohl ein Kurzzeit- als auch

ein Langzeit-EKG angefertigt.
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1.2.4.1. Kurzzeit-Elektrokardiographie

Die elektrokardiographische Untersuchung erfolgte in rechter Seitenlage mit dem
Gerit Cardiovit® der Firma Schiller, Ottobrunn, Deutschland. Aufgezeichnet
wurden jeweils die drei Standardableitungen nach Einthoven und Goldberger
sowie eine Brustwandableitung {iber einen Zeitraum von 10 Sekunden. Zusitzlich
wurde ein Ausdruck der Ableitung II nach Einthoven iiber sechs Minuten

angefertigt.

1.2.4.2. Langzeit-Elektrokardiographie

Zur Aufzeichnung des EKGs iiber einen Zeitraum von 24 Stunden wurden die
Gerdte Custo Flash® 200 und 220 der Firma Arcon Systems, Starnberg,
Deutschland verwendet. Die Offline-Analyse der digital gespeicherten Daten

® desselben Herstellers.

erfolgte mit dem Softwareprogramm Custo Tera
Selbstklebenden Elektroden wurden jeweils rechts und links des Thorax vertikal
untereinander direkt auf die Haut aufgebracht und zusdtzlich mit
Verbandsmaterial fixiert, ebenso wie das am Riicken befindliche
Aufzeichnungsgeridt. Die Hunde verbrachten den Untersuchungszeitraum bei
ithren Besitzern mit der fiir sie {iblichen korperlichen Belastung. Um
softwarebedingte Fehler bei der Analyse auszuschlieBen, wurden die vom

Programm gelieferten Ergebnisse der Untersuchung manuell kontrolliert.

1.2.5. Echokardiographie

Die echokardiographischen Untersuchungen wurde mit dem Gerét Vivid® 7 der
Firma General Electric Medical Systems, Horten, Norwegen durchgefiihrt. Die
Hunde wurden unsediert jeweils in rechter und linker Seitenlage auf einem
speziellen Untersuchungstisch gelagert. Die zu untersuchenden Stellen wurde
grofziigig mit 70-prozentigem Alkohol und Kontaktgel vorbereitet, jedoch nicht
ausrasiert. Ein einkanaliges EKG wurde zeitgleich zur Untersuchung abgeleitet.
Fiir die Aufnahmen wurde ein 2,0/3,5 MHz-Schallkopf verwendet. Als Harmonic
Einstellungen wurden 2,0/4,3 MHz gewiéhlt.

Es wurden bei allen Patienten zweidimensionale Standard- und M-Mode-
aufnahmen, Blutflussprofile sowie weitere, fiir vorliegende Studie irrelevante

Aufzeichnungen gespeichert. Die dabei verwendete Terminologie und
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Orientierung entsprach den Standards des Komitees fiir Echokardiographie des

American Colleges of Veterinary Internal Medicine (THOMAS et al., 1993).

1.2.5.1. Zweidimensionale Echokardiographie

In der rechtsparasternalen Lingsachse sowie von linksapikal im Vier- und
Fiinfkammerblick wurden Ventrikel und Atrien, die myokardiale Kontraktilitit,
der linksventrikuldre Ausflusstrakt sowie die Morphologie und Motilitdt der
Atrioventrikularklappen subjektiv beurteilt. Die rechtsparasternale Kurzachse
wurde auf Hohe der Chordae tendineae, der Papillarmuskeln, der Mitralklappe
sowie der Herzbasis aufgezeichnet. Der rechtsventrikuldre Ausflusstrakt wurde in
der rechtsparasternalen Kurzachse sowie von links auf Hohe der Herzbasis

untersucht.

1.2.5.1.1. Messung der Durchmesser von linkem Atrium und Aorta

Basal in der rechtsparasternalen Kurzachse wurden die Durchmesser des linken
Atriums und der Aorta gemessen (HANSSON et al., 2002). Neben den absoluten

Werten wurden zudem deren Verhiltnis (LA/Ao) errechnet.

1.2.5.1.2. Linksventrikulire Volumina und Ejektionsfraktion

Mit Hilfe des Softwareprogramms EchoPac® der Firma General Electric Medical
Systems, Horten, Norwegen erfolgte die Messung der linksventrikuldren
Volumina und Ejektionsfraktion offline, d.h. nach der direkten Untersuchung
anhand der gespeicherten Aufnahmen. Die monoplanen Volumenmessungen
erfolgten anhand der Aufnahmen in der rechtsparasternalen sowie linksapikalen
Léngsachse.

In der rechtsparasternalen Langsachse wurde auf eine senkrecht zum Schallstrahl
stehende Léngsachse geachtet. Von der Auswertung ausgeschlossen wurden
Aufnahmen, bei denen der linke Ventrikel subjektiv als falschlicherweise zu klein
erschien, d.h. nicht exakt senkrecht angeschallt wurde. Die Messung wurde
sowohl endsystolisch als auch enddiastolisch durchgefiihrt.

An der Ansatzstelle des septalen Segels der Mitralklappe am Ubergang vom
Endokard zum Ventrikellumen wurde mit der Markierung der gesamten in dieser

Ebene sichtbare Endokardgrenze der linken Kammer bis hin zur Ansatzstelle des
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parietalen Mitralklappensegel begonnen. Die Auswertungssoftware des
Programms EchoPac® legt dabei eine Verbindungslinie zwischen die beiden
Insertionsstellen der Mitralklappensegel. Senkrecht zu dieser stehend wurde eine
Linie von der Mitte dieser Geraden zum Endokard an der Herzspitze
halbautomatisch eingefiigt. Die Auswertungssoftware teilte das markierte
Ventrikellumen in senkrecht zur Léngsachse stehende Scheibchen. Anhand der
Scheibchensummationsmethode, berechnet nach der modifizierten Simpsonregel
(KURODA et al., 1994; LANG et al., 2005, 2006), wurden aus dieser monoplanen
Messung die endsystolischen und enddiastolischen Volumina des linken
Ventrikels sowie konsekutiv die Ejektionsfraktion berechnet. Die Werte wurden

ins Verhiltnis zur Korperoberfliche (BSA = body surface area) gesetzt.

dx
—
Scheibenhohe h = L/n
(n = Anzahl der Scheiben)
L Scheibenvolumen =T1rr? x h
n
Gesamtvolumen = Z T2 x h
i=1
|
dy d2 d;
Abbildung 2: Berechnung des linksventrikuléren Volumens mit der

Scheibchensummationsmethode nach Simpson; die linksventrikulare Kavitdt wurde in gleich hohe
Scheiben unterteilt, deren Volumen nach oben stehender Formel berechnet wurde; aus der
Addition der Volumina aller Scheiben ergibt sich das Gesamtvolumen (d = Disc (Scheibe), L =
linksventrikulédre innere Lange, r = Radius) (FEIGENBAUM, 2005).

Formel 1: Berechnung der Ejektionsfraktion (EF) (EDV = linksventrikuldres enddiastolisches
Volumen, ESV = linksventrikuldres endsystolisches Volumen).

_EDV-ESV_
EDV

EF 100
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Die endsystolische Messung wurde unmittelbar vor Offnung der Mitralklappe
durchgefiihrt. Die Enddiastole ist als das Bild vor oder direkt am initialen
Mitralklappenschluss oder als erstes Bild im QRS-Komplex definiert
(KITTLESON & KIENLE, 1998).

Im linksapikalen Vierkammerblick wurde ebenfalls auf eine optimale
Aufnahmetechnik geachtet. Die Léngsachse des Herzens, orientiert am
interventrikuldren Septum, musste parallel zum Ultraschallstrahl ausgerichtet sein.
Hierbei wurde auf eine moglichst weit sternale Position des Ultraschallkopfes
geachtet, um die Léinge des linken Ventrikels nicht zu unterschitzen. Die
Markierung der Endokardgrenzen und der Herzspitze sowie die Berechnung der
linksventrikuldren Volumina und der entsprechenden Ejektionsfraktion erfolgten
wie in der rechtsparasternalen Langsachse. AnschlieBend wurden aus den
jeweiligen entsprechenden Volumina und Ejektionsfraktionen eines Patienten von

rechts und links die biplanen Mittelwerte gebildet.

Abbildung 3: Sonographische Darstellung des linken Ventrikels am Ende der Diastole und
Messung des enddiastolischen Volumens mit der Scheibchensummationsmethode nach Simpson;
das linke Bild zeigt die Messung in der rechten parasternalen Léngsachse, im rechten Bild die
Messung im linksapikale Vierkammerblick.

1.2.5.2. M-Mode-Echokardiographie

Zur objektiven Beurteilung der linksventrikuldren Dimensionen wurden M-Mode-
Aufnahmen angefertigt. In der rechten parasternalen Lingsachse wurden die
Durchmesser des interventrikuldren Septums, des linken Ventrikellumens und der
linken Hinterwand sowohl am Ende der Systole als auch der Diastole bestimmt.
Aus dem enddiastolischen und endsystolischen Durchmesser des Ventrikellumens
wurde die Verkiirzungsfraktion (FS) errechnet, die ein MaB fiir die Kontraktilitdt

darstellt (BOON, 1998; MOISE & FOX, 1999). Von einer Stadieneinteilung
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anhand der Verkiirzungsfraktion, die zur Beurteilung der dilatativen
Kardiomyopathie beim Dobermann kontrovers diskutiert wird, wurde allerdings
abgesehen, da die FS beim Dobermann eine grofe Variabilitit aufweist
(CALVERT et al., 1997a).

Aufgrund des schmalen und tiefen Brustkorbs beim Dobermann kommt es hiufig
vor, dass die rechte parasternale Kurzachse schrig, also nicht direkt senkrecht,
angeschallt wird. Daher sind die Werte der linksventrikuldren Durchmesser sind
beim Dobermann in der rechten parasternalen Kurzachse signifikant groBBer als in
der Langsachse (SIMAK, 2008), dies war auch in einer Studie mit einer beziiglich
der Hunderassen gemischten Population der Fall (SCHOBER & BAADE, 2000).
Die Kurz- und Liangsachsenmessungen Kkorrelieren beim Dobermann gut
miteinander (SIMAK, 2008). In vorliegender Studie wurden deshalb die

linksventrikuldren Durchmesser ausschlieBlich in der Lingsachse bestimmt.

Abbildung 4: M-Mode-Aufnahmen des linken Ventrikels in der rechtsparasternalen Langsachse.

Formel 2: Berechnung der Verkiirzungsfraktion (FS) (LVDd = linksventrikuldrer Durchmesser in
der Diastole, LVDs = linksventrikuldrer Durchmesser in der Systole).

_LVDd-LVDs
LVDd

FS 100
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Die Messungen wurden in der rechtsparasternalen Langsachse apikal der
maximalen Mitralklappendffnung senkrecht zur horizontalen Achse der linken
Kammer durchgefiihrt. Dabei wurde im zweidimensionalen Bild eine Darstellung
der linken Hinterwand ohne Papillarmuskel bevorzugt. Wenn dies nicht mdglich
war, wurde die linke Wand ohne Papillarmuskel gemessen. Konnte der M-Mode
bei der Untersuchung nicht exakt senkrecht zur Langsachse aufgenommen
werden, wurde bei der Offline-Analyse ein anatomischer M-Mode an der
korrekten Position durch die zweidimensionale Aufnahme des linken Ventrikels
gelegt. Damit wurden Messfehler durch Unter- oder Uberschitzung des

Ventrikellumens minimiert.

1.2.5.3. Doppler-Echokardiographie

Mit dem Farbdoppler wurden sowohl die Atrioventrikular- als auch die
Semilunarklappen auf eventuelle Insuffizienzen oder Stenosen sowie das
interatriale und interventrikuldre Septum auf mdogliche angeborene Defekte hin
untersucht. Ein persistierenden Ductus arteriosus Botalli wurde ausgeschlossen.

Der kontinuierliche Spektraldoppler kam zum Einsatz, um die Blutfluss-
geschwindigkeiten im links- und rechtsventrikuléren Ausflusstrakt zu messen. Mit
dem gepulsten Spektraldoppler wurden Einflussprofile der Atrioventrikular-

klappen erstellt.

1.3. Einteilung in Krankheitsstadien

Die Einteilung in die entsprechenden Krankheitsstadien erfolgte anhand der
Ergebnisse der Langzeit-EKG-Untersuchungen sowie den linksventrikuldren
Durchmessern und Volumina, die in den jeweiligen echokardiographischen

Untersuchungen ermittelt wurden.

1.3.1. Herzgesund

Fiir die gesunde Gruppe galt: anamnestisch unauffallig, klinische Untersuchung
ohne besonderen Befund, regelmifBiger Sinusrhythmus oder eine respiratorische
Sinusarrhythmie mit physiologischer Komplexmorphologie und physiologischer
Herzachse als EKG-Befund, maximal 50 ventrikuldre Extrasystolen (VES) bei

ansonsten unauffilligem 24-Stunden-EKG, keine pathologischen Verdanderungen
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in der echokardiographischen Untersuchung, Farb- und Spektraldoppler-
messungen innerhalb des physiologischen Bereichs; enddiastolische Durchmesser
des linken Ventrikels maximal 48 mm; endsystolischer Durchmesser maximal 38
mm; EDV maximal 100 ml pro m?* Korperoberfliche, ESV maximal 55 ml pro m?
Korperoberfliche; keine kardiovaskuldr wirksame Pharmakotherapie. Die

Einschlusskriterien sind in den Tabellen 9 und 10 zusammengefasst.

Tabelle 9: Darstellung der Beurteilung von elektrokardiographischen Veranderungen im Holter-
EKG.

Unauffillig <50 VES in 24 Stunden

50 — 100 VES in 24 Stunden
Graubereich
= Ausschlusskriterium

Pathologisch > 100 VES in 24 Stunden

Tabelle 10: Darstellung der echokardiographischen Parameter als Voraussetzung zur Einteilung in
die gesunde Kontrollgruppe. Die Beurteilung der enddiastolischen und endsystolischen Durch-
messer erfolgte gewichtsabhingig, die der enddiastolischen und endsystolische Volumina bezogen
auf die Korperoberfliache (body surface area = BSA) anhand der Methode nach Simpson.

EDD <48 mm

ESD <38 mm

EDV <100 ml / m? BSA

ESV <55 ml/m?BSA
1.3.2. Noch Gesund

Fir die ,noch gesunde“ Gruppe galten die gleichen Kriterien wie fiir die
herzgesunden Hunde. Hierbei handelte es sich um Patienten, bei denen im
Rahmen einer Folgeuntersuchung pathologische kardiale Befunde im Sinne einer
Kardiomyopathie diagnostiziert und aufgrund dessen nachtriglich dieser Gruppe

zugeordnet wurden.
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1.3.3. AusschlieBlich ventrikulire Extrasystolen

Die Hunde in diesem okkulten Stadium waren anamnestisch unauffillig, d.h. sie
préisentierten sich den Besitzern noch vollkommen gesund, wiesen im Langzeit-
EKG aber mehr als 100 ventrikuldre Extrasystolen (VES) auf. Fir die
echokardiographischen Befunde galten die gleichen Kriterien wie fiir die gesunde

Gruppe.

1.3.4. AusschlieB8lich echokardiographische Verinderungen

Auch die Hunde dieser okkulten Gruppe waren anamnestisch unauffillig.
Aufgrund der weiter fortgeschrittenen Erkrankung durften im 24-Stunden-EKG
anders als in der herzgesunden Gruppe maximal 100 VES auftreten. Die Patienten
zeigten die mit einer kompensierten dilatativen Kardiomyopathie einhergehenden
sonographischen Verdnderungen wie schlechte myokardiale Kontraktilitét,
vergroflerte endsystolische und/oder enddiastolische linksventrikuldre Durch-
messer und/oder Volumina. Dabei galten folgende Kriterien: enddiastolischer
Durchmesser des linken Ventrikels > 48 mm; endsystolischer Durchmesser > 38
mm; EDV > 100 ml/m*> BSA, ESV > 55 ml/m?> BSA sowie konsekutive
pathologische Erscheinungen. Andere Tachyarrhythmien, Verdnderungen der
Komplexmorphologie sowie die Gabe kardiovaskuldr wirksamer Medikamente

waren keine Ausschlusskriterien.

1.3.5. Echokardiographische Verinderungen und ventrikulire Extrasystolen

In diese Gruppen wurde diejenigen Hunde aufgenommen, die sowohl mehr als
100 VES in 24 Stunden als auch die oben beschriebenen echokardiographischen

Verianderungen aufwiesen.

1.3.6. Dekompensiertes Stadium

Diese Hunde mussten anamnestische oder bei Vorstellung klinische Anzeichen
einer kardialen Dekompensation (Husten, Dyspnoe, Lungenddem, Thoraxerguss,
Aszites) als Folge einer dilatative Kardiomyopathie zeigen. Aufgrunddessen
waren bei der echokardiographische Untersuchung die linksventrikuldren

Durchmesser und Volumina pathologisch verdndert und das Verhéltnis des linken
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Atriums zur Aorta war grofler 1,5. Die Patienten in diesem Stadium durften
unterschiedliche pathologische elektrophysiolische Verdanderungen zeigen.

Auch ein symptomfreier Zustand nach zuvor diagnostizierter Dekompensation
unter bereits begonnener Therapie wurde akzeptiert. Antiarrhythmika, ACE-
Inhibitoren, positiv inotrope Medikamente, Diuretika oder eine Kombination
dieser Medikamente wurden je nach klinischer Indikation oder aufgrund einer

Vorbehandlung durch den Haustierarzt gegeben.

2. Bestimmung von NTpro-BNP

Zur Anwendung kam der Test VC4010 VETSIGN™ Canine CardioSCREEN Nit-
pro-BNP der Firma Guildhay Limited, England. Alle Proben wurden mit Tests
aus demselben Herstellungslot VC4010-82 verarbeitet. Damit wiesen die

Standards fir alle Tests dieselben Konzentrationen auf.

2.1. Blutprobengewinnung und -konservierung

Die Blutprobengewinnung erfolgte bei allen Hunden aus einer der beiden Venae
jugulares mit sterilen Einmalkaniilen, Durchmesser 20 G (0,9 x 40 mm), in ein
bei -20 °C gekiihltes mit K-EDTA als Antikoagulanz beschichtetes Rohrchen der
Firma Sarstedt Aktiengesellschaft & Co, Niimbrecht. Direkt im Anschluss an die
Entnahme wurden die Proben bei 4 °C mit 1600 x g 10 Minuten lang zentrifugiert.
Fiir die Bestimmung von NTpro-BNP wurde je 1 ml Plasma in Polystyren-
Rohrchen derselben Firma bis zur Durchfithrung des ELISA bei -70 °C
aufbewahrt.

2.2. Beschreibung des Testverfahrens

Bei dem verwendeten Test handelt es sich um einen Enzyme Linked Immuno
Sandwich Assay der Firma Guildhay Ltd.,, England, zur Messung von
immunoreaktivem NTpro-BNP in kaninem Plasma oder Serum. Um eine hohe
Spezifitdit zu erreichen enthdlt der Testkit zwei gereinigte, immunoaffine
Antikorper, die aus Schafseren gewonnen wurden und welche spezifisch fiir
kanines NTpro-BNP sind. Die Platte beinhaltet den Capture-Antikdrper Anti-
NTpro-BNP (25 — 41), der in jedem Well aufgetragen ist. Der Tracer besteht aus
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dem mit Horseradish konjugierten Erkennungs-Antikorper Anti-NTpro-BNP (1 —
22). In der Inkubationsphase werden sowohl die Standards als auch die Proben
und der konjugierte Erkennungs-Antikorper (Tracer) gleichzeitig in die Wells
gegeben. Das vorhandene NTpro-BNP bindet an den im Well vorhandenen
Capture-Antikorper und bildet einen Sandwich-Komplex mit dem Detektions-
Antikdrper. Nach dem Auswaschschritt, in dem jegliches nicht spezifisch
gebundenes Material entfernt wird, wird das Substrat Tetramethylbenzidin (TMB)
hinzugefiigt. Das gebundene NTpro-BNP wird durch einen enzymkatalysierten
Farbumschlag quantifiziert, der in jedem Standard Auslesegerit flir Mikrotiter-
Platten messbar ist. Dabei ist die Intensitdt der entwickelten Farbe direkt
proportional zu der in der jeweiligen Probe vorhandenen Menge an NTpro-BNP-
Immunoreaktivitit. Aus den gemessenen Werten wird eine Standardkurve erstellt
und die NTpro-BNP Konzentration der Proben anhand der fiir jede Platte
individuellen Kurve errechnet. Laut Herstellerangaben wurde der Test wie folgt
evaluiert: zur Unterscheidung von gesunden Hunden und Hunden mit
respiratorisch bedingter Dyspnoe vSs. Hunde mit kardialer Erkrankung oder mit
CHF ergaben sich eine AUC von 95,2 und bei einem Cutoff von 210 pmol/l
folgende Werte: Sensitivitdt 85 %, Spezifitdt 90 %, PPV 94 %, NPV 77 % und
eine Genauigkeit von 87 %. Das Erkennungslimit lag bei 42 pmol/l, die Intra-
Assay-Prézision ergab folgende Werte: fiir niedrige Konzentrationen 6,4 %, fiir
mittlere Konzentrationen 8,4 % und fiir hohe Konzentrationen 7,1 %. Die Inter-
Assay-Prizision lag fiir niedrige, mittlere und hohe Konzentrationen bei 7,1 %,

8,6 % und 8,2 %.

2.3. Testdurchfiihrung

Die Testdurchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Alle Proben und
Reagenzien mussten bei Raumtemperatur (18 — 26°C) verarbeitet werden. Um
eine gleichméfBige Erwidrmung der bei -70 °C aufbewahrten Plasmaproben zu
gewdhrleisten, wurden diese unter Temperaturkontrolle im Wasserbad bei 20 °C
iiber 60 Minuten aufgetaut. Die Reagenzien des Testkits, die bei 4 °C aufbewahrt
wurden, wurden ebenfalls im Wasserbad bei 20 °C iiber 30 Minuten auf die
erforderliche Temperatur gebracht. Lediglich die ELISA-Platte wurde unmittelbar

bis zu threm Gebrauch weiterhin bei 4 °C aufbewahrt.



III. Material und Methoden 58

Vorbereitend wurde die zum Auswaschen der Wells verwendete Pufferlosung
hergestellt. Dazu wurden die im Testpaket enthaltenen 100 Milliliter
Pufferkonzentrat auf 1000 Milliliter mit destilliertem Wasser verdiinnt. Zur
Auflésung der teilweise vorhandenen Kristalle und zur gleichmiBigen
Durchmischung wurde ein Magnetriihrgerit verwendet. Anschlieend wurden die
gefriergetrockneten Standards mit jeweils 300 pl destilliertem Wasser gelost und
30 Minuten bei Raumtemperatur belassen. Bevor jeweils 20 pl der jeweiligen
Standardldsung und Proben in die Wells pipettiert wurden, wurden sie mit dem
Riittelgerdit REAX 2000 der Firma Heidolph, Deutschland, gut durchgemischt.
Die Standards und der Nullwert, fiir den die gleiche Menge destilliertes Wasser
verwendet wurde, wurden als Doppelansatz angelegt, die Proben als Dreifach-
ansatz. Alle Wells wurden mit 200 pl Tracer aufgefiillt und die Platte zur
Durchmischung der Reagenzien auf ein Riittelgerdit TPM 2 der Firma Sarstedt,
Deutschland, fiir 5 Minuten verbracht. Danach wurden die Platten mit einer
selbstklebenden Plastikfolie versiegelt, um Verdunstung zu vermeiden. Laut
Herstellerangaben sollte die Inkubationszeit 16 — 24 Stunden betragen. Aus
Griinden der Standardisierung wurden fiir diese Studie alle Platten gleichlang (20
Stunden) inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur (16 — 24 °C) in
einer absolut lichtundurchlédssigen Vorrichtung. Gewaschen wurde mit Gerdit PW
96 der Firma SLT LABINSTRUMENTS, Osterreich, mit folgenden
Einstellungen: in fliinf Waschzyklen wurde jedes Well jeweils mit 375 pul
Waschpufferlosung gespiilt, Einwirkzeit jeweils 22 Sekunden, Absaugzeit jeweils
7 Sekunden. Um sicherzustellen, dass jeglicher Fliissigkeitsriickstand entfernt
wurde, wurde nach laboriiblicher Methode jede Platte dreimal mit Schwung auf
ein Einmaltuch geklopft. Danach wurde in alle Wells 200 ul Substrat pipettiert
und die Platte zur Durchmischung auf das bereits vorher erwihnte Riittelgerit
verbracht. Damit wurde sichergestellt, dass geniigend Substrat fiir die Reaktion
mit den am Wellboden gebundenen Komplexen gelangen konnte. Jede Platte
wurde wieder mit einer selbstklebenden Plastikfolie versehen und nochmals im
Dunkeln fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die biochemischen
Vorginge zu beenden, wurde in jedes Well 50 ul Stoplosung pipettiert und erneut
auf dem Riittelgerdt fir fiinf Minuten gemischt. Unmittelbar im Anschluss

erfolgte die Messung der Absorptionsrate.
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2.4. Messung der optischen Dichte

Die Messung der jeweiligen optischen Dichte erfolgte im ELISA-Reader Spectra
Rainbow Thermo der Firma TECAN, Osterreich, mit 450 nm. Verarbeitet und
dargestellt wurden die Daten mittels des Softwareprogramms easyWIN kinetics
Software Version 6.0a der Firma TECAN Deutschland GmbH. Dies erfolgte
dreimal, um geritebedingte Fehler auszuschlieBen. Nach Kontrolle der Ergebnisse
auf eventuell signifikante Abweichungen der Auslesung einer Platte wurden die

Daten der ersten Messung weiter verwendet.

2.5. Bestimmung der NTpro-BNP-Konzentrationen

Die NTpro-BNP-Konzentrationen wurden anhand der ermittelten optischen
Dichten errechnet. Um verfahrensbedingte Messfehler zu minimieren, wurden pro
Blutprobe drei Messungen durchgefiihrt und die Ergebnisse einem Ausreisser-

bereinigungsverfahren unterworfen.

2.5.1. Parameteranpassung

Die Umrechnung der optischen Dichten in die jeweiligen NTpro-BNP-
Konzentrationen, angegeben in pmol/l, erfolgte anhand der vom Hersteller

empfohlenen 4-Parameter-log Formel.

Formel 3: 4-Parameter-log Formel zur Berechnung der Ntpro-BNP Konzentrationen aus den
optischen Dichten.

y = (a-d)/(1+(x/c)*) + d

Die Variablen x und y bezeichnen hierbei die optische Dichte respektive die
zugehorige NTpro-BNP Konzentration. Die Parameter a,b,c,d wurden fiir jede
Platte anhand der gemessenen optischen Dichten der Standardkonzentrationen
durch ein Parameterschitzverfahren nach dem Prinzip der kleinsten
Fehlerquadrate berechnet (WOLBERG, 2005). Die Schitzung der optimalen
Parameter erfolgte nach dem Verfahren von Levenberg und Marquardt in der
Implementierung des Numerik-Softwarepakets SCILAB, Version 4.1.2
(www.scilab.org, 2008) (LEVENBERG, 1944; MARQUARDT, 1963).



http://www.scilab.org/
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2.5.2. Ausreillerbereinigung und Mittelung

Pro Hund standen drei gemessene optische Dichten zur Verfiigung. Diese wurden
zundchst einer Ausreiflerbereinigung nach Chauvenet unterzogen, um zweifelhafte
Messwerte auszuschlieBen (WOLBERG, 2005). Demnach werden Messwerte als
Ausreifler markiert, wenn sie soweit vom mittleren Messwert entfernt liegen, dass
sie unter der Annahme der Normalverteilung als zu unwahrscheinlich anzusehen
sind. Pro Hund wurde auf diese Weise hochstens einer der Messwerte als
Ausreifler markiert.

Anhand der verbleibenden zwei oder drei Messwerte eines Hundes ergaben sich
gemil der Formel 3 auf S. 60 die entsprechenden NTpro-BNP-Konzentrationen.

Aus diesen wurde dann jeweils die mittlere NTpro-BNP-Konzentration errechnet.

2.6. Validierung der Platten

Die Giite der Messwerte der einzelnen ELISA-Platten wies teils erhebliche
Unterschiede auf. Deutlich zu erkennen war dies anhand folgender
Qualititsparameter:

Monotonie: Die 4-Parameter-Log Formel wie auch die technische Anschauung
lassen einen monotonen Zusammenhang zwischen den gemessenen optischen
Dichten und den NTpro-BNP-Konzentrationen erwarten. Das bedeutet, dass
hohere Konzentrationen auch héhere Messwerte fiir die optische Dichte ergeben
sollten. Bei einigen ELISA-Platten war dies jedoch nicht der Fall. Die optischen
Dichten fiir die erste und zweite Standardkonzentration (0 bzw. 140 pmol/l) waren
jeweils hoher als die der dritten (360 pmol/l), wodurch die 4-Parameter-Log-
Kurve stark S-formig verbogen wurde, und die Messwertgiite insgesamt
zweifelhaft erscheint. Abbildung 5 zeigt die Messwerte und Standardkurve einer

solchen Platte.
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Abbildung 5: Darstellung einer Standardkurve und dazugehorigen Messwerten mit zweifelhafter
Messwertglite.

Residuum, definiert als die Summer der Quadrate der Abweichungen der
Messwerte fiir die Standardkonzentrationen von der 4-Parmater-Log-Kurve. Das
Residuum ist ein MaB fiir die Giite der Anpassung der logistischen Kurve an die
Standard-Messwerte sowie flir die Streuung der Standard-Messwerte. Die
Residuen wichen zum Teil deutlich voneinander ab mit erheblichen Ausreilern

nach oben, wie Abbildung 6 veranschaulicht.

Residuumswerte fir die einzelnen ELISA-Platten
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Abbildung 6: Darstellung der Residuumswerte aller verwendeten ELISA Platten.
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Bei Platten, deren Messwerte die Monotonicannahme verletzen, ist
notwendigerweise auch das Residuum grofl, da die 4-Parameter-Log-Kurve

erheblich von den optischen Dichten der Standards abweicht.

Streuung, definiert als die empirische Standardabweichung der Messwert-Tripel
von ihrem jeweiligen Mittelwert. Im Gegensatz zum Residuum ging hier nicht nur
die zufallsbedinge Streuung der Standardmesswerte ein, sondern die aller
Messwerte der Platte. Abbildung 7 zeigt, dass die Streuung, ebenso wie das
Residuum, deutliche Unterschiede aufwies. Es gibt jedoch keinen sichtbaren

Zusammenhang zwischen beiden Qualititsparametern.

Streuung der Messwerte fur die einzelnen ELISA-Platten

Abbildung 7: Darstellung der Streuung der Messwerte aller verwendeten ELISA Platten.

Die Platten mit Residuumswerten groBer 0,2, bei denen gleichzeitig die
Monotonicannahme verletzt war, wurden verworfen. In diesen Fillen wurde die
Messung der gesamten Proben einer Platte wiederholt, um produktionsbedingte
und verfahrenstechnische Einfliisse auf die Messwerte zu minimieren.

Abbildung 8 zeigt beispielhaft die Messwerte und Standardkurve einer Platte mit
hoher Messwertqualitit.
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Abbildung 8: Darstellung der Standardkurve und Messwerte einer ELISA Platte mit hoher
Messwertqualitét.

3. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit den Programmen SPSS®
(Statistical Package for the Social Science) 13.0 fir Windows und MedCalc®
Statistical Software durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau wurde 0,05 definiert. Die
Normal- bzw. Gleichverteilung der Daten wurden anhand von Histogrammen,
Q-Q-Plots sowie des Kolmogorov-Smirnov-Tests beurteilt. Mittels deskriptiver

und explorativer Statistik wurden die allgemein iiblichen Analysen durchgefiihrt.

3.1. Erstellung von Referenzwerten

Die Erstellung des Referenzwerts des in vorliegender Studie untersuchten
kardialen Biomarkers aus den Daten der herzgesunden Hunde erfolgte mittels
deskriptiver Statistik. Die Referenzwerte werden als Mittelwert + Standardab-

weichung angegeben.
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3.2. Untersuchung von Einflussfaktoren

Die Einflussfaktoren wurden innerhalb der herzgesunden Population iiberpriift.
Eine eventuelle Abhédngigkeit der NTpro-BNP Konzentration vom Geschlecht
wurde aufgrund fehlender Gleichverteilung mittels Whitney-Mann-U und
Kolmogorov-Smirnov-Test untersucht. Bei Alter und Gewicht wurde aufgrund
fehlender Normalverteilung der Kruskal-Wallis-H Test angewendet. Dazu wurden
die Hunde der gesunden Gruppe in fliinf Gewichts- und Altersgruppen (Tabelle
11) eingeteilt.

3.3. Vergleich der Krankheitsstadien

Die einzelnen Gruppen wurden mittels dem ANOVA-Test und anschliessendem
Mehrfachvergleich nach Bonferroni untersucht. So konnten statistisch signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen dargestellt werden.

3.4. Berechnung von Cut-offs

Mit Hilfe des statistischen Auswertungsprogramms MedCalc® wurden Reciever-
Operator-Characteristic-(ROC)-Kurven zur Differenzierung der erkrankten Hunde
sowie einzelner Stadien von der gesunden Kontrollgruppe erstellt und die Flachen
unten den Kurven (area under the curve = AUC) zur besseren Beurteilung des
Differenzierungspotentials von NTpro-BNP berechnet. Verschiedene Cut-off-

Werte wurden beziiglich ihrer Sensitivitdt und Spezifitit untersucht.

Tabelle 11: Gewichts- und Altersgruppen fiir die Gruppe der herzgesunden Hunde (n = 327
Proben von 250 Hunden).

Altersgruppe Jahre Anzahl %
1 1<2 71 21,7
2 2<4 125 38,2
3 4<6 71 21,7
4 6<8 39 11,9
5 8+ 21 6,4
Gewichtsgruppe kg Anzahl %
1 - 30 69 21,1
2 31-35 124 37,9
3 36-40 73 22,3
4 41 -45 54 16,5
5 >45 7 2,1
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3.5. Pravalenz und Pridiktive Werte

Die Privalenz der Kardiomyopathie innerhalb der Studienpopulation wurde mit
dem Statistikprogramm MedCalc® als Verhiltnis der erkrankten Hunde zur
Gesamtanzahl der untersuchten Patienten berechnet. Die positiven und negativen
pradiktiven Werte wurden als weitere Giitekriterien der diagnostischen Validitit

von NTpro-BNP berechnet.

3.6. Korrelation mit echokardiographischen Parametern

Folgende echokardiographische Parameter wurden beziiglich einer eventuellen
Korrelation mit NTpro-BNP untersucht: Durchmesser des linken Atriums und der
Aorta, LA/Ao, linksventrikuldrer endsystolischer und enddiastolischer
Durchmesser in der rechtsparasternalen Léngsachse sowie die entsprechende
Verkiirzungsfraktion; endsystolische und enddiastolische Volumina, zum einen in
der rechtsparasternalen Langsidchse und im linksapikalen Vierkammerblick
gemessen, zum anderen durch biplane Berechnung ermittelt sowie die

entsprechenden Ejektionsfraktionen.
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IV. ERGEBNISSE

1. Charakterisierung der Patienten

1.1. Alters-, Geschlechts- und Gewichtsverteilung
Zur Beurteilung der Patientenpopulation wurden Alter, Geschlecht und Gewicht
der Patienten in den verschiedenen Stadien der Erkrankung untersucht. In Tabelle

12 wird die Verteilung der physiologischen Parameter dargestellt.

Tabelle 12: Darstellung der Verteilung von Alter (in Jahren), Gewicht (in Kilogramm) und
Geschlecht (Anzahl der Hunde) bezogen auf alle Untersuchungen in den einzelnen Stadien.

noch nur nur VES + | dekom-

gesund normal | VES | Echo | Echo | pensiert
Anzahl
Untersuchungen 327 19 64 26 31 13
mean 3,9 6,0 6,4 6,3 7.9 7.8
Alter median 3,4 5.8 6.9 6,3 8,0 7,8
min 1,0 1,4 1,0 2,3 2.5 3,6

max 11,3 12,0 12,8 11,5 10,8 11,1

mean 35,1 37,3 35,6 36,4 36,8 35,1
median 34,0 37,0 35,0 38,0 37,0 37,0

Gewicht
ewie min 225 | 320 | 250 | 250 | 260 | 245

max 53.0 | 440 | 480 | 450 | 460 | 42,0

Geschlocht | Weiblich | 200 3 40 10 12 3
eSee et mannlich | 127 11 24 16 19 10

Das Gewicht war sowohl in der Gesamtpopulation als auch in den einzelnen
Gruppen normal verteilt. Es zeigte sich eine homogene Verteilung ohne statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Auch beim Vergleich
des Gewichts aller erkrankten Tiere mit der Kontrollgruppe ergaben sich keine
Unterschiede.

Das Alter war aufler in der gesunden Gruppe normal verteilt. Das mittlere Alter
der an Kardiomyopathie erkrankten Gruppen war signifikant hoher als in der
herzgesunden Gruppe (Abb. 5). Zwischen den einzelnen Stadien der

Kardiomyopathie bestanden keine statistisch signifikanten Altersunterschiede.
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Abbildung 5: Darstellung der Altersverteilung in den einzelnen Stadien; auf der horizontalen
Achse sind die verschiedenen Stadien, auf der vertikalen Achse das Alter in Jahren dargestellt
(oranger Punkt = statistisch signifikant gegeniiber der gesunden Gruppe).

Die Geschlechtsverteilung (Tab. 13) prisentierte sich auler in der noch normalen
Gruppe, in der 44,4 % der Tiere Hiindinnen und 55,6 % Riiden waren, relativ
inhomogen. In der gesunden Gruppe waren 64,3 % der Tiere weiblich und 37,7 %
mannlich, in derjenigen mit ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen waren
60,0 % weiblich und 40,0 % mannlich. Von den Hunden, die ausschlieBlich
echokardiographische Veridnderungen aufwiesen, waren 30,0 % Hiindinnen und
70,0 % Riden, in der Gruppe mit ventrikuliren Extrasystolen und
echokardiographischen Verdnderungen 31,6 % Hiindinnen und 68,4 % Riiden und

im dekompensierten Stadium 18,2 % weiblich und 81,8 % ménnlich.

Tabelle 13: Geschlechtsverteilung und mittleres Alter der Einzeltiere in den einzelnen Stadien.

esund noch nur | nur | VES+ | dekom-
g normal | VES | Echo | Echo | pensiert
Geschlecht weiblich 154 8 24 6 6 2
eschiee ménnlich | 96 10 | 16 | 14 | 13 9
. iblich 4,1 7,1 6,3 8.1 8.6 7,6
Alt Jah wel > , , , , ,
erin Janren - dnnlich | 4,1 49 | 57| 53 | 69 7.6
gesamt 250 18 40 20 19 11
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Das Alter der ménnlichen und weiblichen Tiere innerhalb der jeweiligen Gruppen
unterschied sich nicht statistisch signifikant (Tab. 13 und 14). Jedoch zeigte sich
generell ein Trend zu jiingeren Riiden. Bei den noch gesunden Hunden waren die
Hiindinnen im Mittel 7,1 Jahre alt (Median 7 Jahre), die Riiden waren in dieser
Gruppe durchschnittlich 4,9 Jahre alt (Median 5 Jahre). In der Gruppe mit
ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen waren die Hiindinnen durchschnittlich
6,3 Jahre alt, (Median 7 Jahre), die Riiden im Mittel 5,7 Jahre (Median 5 Jahre); in
der Gruppe mit ausschlieBlich echokardiographischen Verdnderungen waren die
Hiindinnen erst im Alter ab 5,6 Jahren (Mean 8,1 Jahre, Median 8 Jahre)
vertreten, die Riiden bereits ab 2,3 Jahren (Mean 5,3 Jahre, Median 4 Jahre). Der
gleiche Trend zeigte sich in der Gruppe mit ventrikuliren Extrasystolen und
echokardiographischen Verdanderungen (p = 0,05), hier waren die Hiindinnen 6,9
Jahre und élter (Mean 8,6 Jahre, Median 8 Jahre), der jiingste Riide 2,5 Jahre
(Mean 6,9 Jahre, Median 7 Jahre) alt. Im dekompensierten Stadium hingegen
betrug das Alter sowohl der Hiindinnen als auch der Riiden durchschnittlich 7,6
Jahre, allerdings waren in dieser Gruppe nur zwei Hiindinnen vertreten.
Betrachtete man das Alter der Patienten in der erkrankten Gesamtgruppe, so gab

es keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Geschlechtern.

1.2. Echokardiographische Parameter

Die Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchungen (EDD, ESD, FS, LA,
Ao, EDV, ESV, EF) der gesunden Hunde und in den einzelnen Stadien der
Erkrankung finden sich im Anhang in den Tabellen 2, 3 und 4. Diese Messungen
wurden in der rechtsparasternalen Léngsachse und dem linksapikalen
Vierkammerblick durchgefiihrt. Das Verhéltnis vom linken Atrium zur Aorta
(LA/Ao) wurde von rechts parasternal im zweidimensionalen Bild gemessen und

ist im Anhang in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 14: Altersverteilung der Einzeltiere in Abhdngigkeit vom Geschlecht in den einzelnen
Stadien (mean = Mittelwert, Median, min = Minimum, max = Maximum).

Alter in Jahren

mean median min max

Hiindinnen 4,1 3,5 1,0 11,3

gesund

Riiden 4.1 3,5 1,0 9,3

Hiindinnen 7,1 7,1 23 12,0

noch normal

Riiden 4.9 49 1,4 8,0

Hiindinnen 6,3 6,9 1,5 12,8

VES

Riiden 5,7 4,6 1,0 12,5

Hiindinnen 8,1 7,5 5,6 11,5

Echo

Riiden 53 3,6 2.3 11,4

Hiindinnen 8,6 8,2 6.9 10,3

Echo + VES

Riiden 6,9 7,2 2,5 10,8

Hiindinnen 7,6 7,6 5,0 10,2

dekompensiert

Riiden 7,6 7,8 3,6 11,1

Ausschlie8lich echokardiographische Verinderungen

12—

10—

Alter in Jahren

weiblich méinnlich

Anzahl der Hunde

Abbildung 6: Darstellung der Altersverteilung bei Hiindinnen und Riiden in der Gruppe mit
ausschlieflich echokardiographischen Verdnderungen.
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Abbildung 7: Darstellung der Altersverteilung bei Hiindinnen und Riiden in der Gruppe mit
echokardiographischen Veranderungen und ventrikuliren Extrasystolen.

1.3. 24-Stunden-EKG

Die Ergebnisse der elektrokardiographischen Langzeituntersuchungen finden sich
im Anhang in Tabelle 6. Im dekompensierten Stadium hatte eine Hiindin
Vorhofflimmern, drei weitere Patienten zeigten weniger als 100 ventrikulédre
Extrasystolen in 24 Stunden. Diese Hunde wiesen ausschlieBlich echokardio-
graphische = Verdnderungen 1im  Sinne einer klassischen  dilatativen

Kardiomyopathie auf.
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2. NTpro-BNP

2.1. Einflussfaktoren

In der gesunden Kontrollgruppe wurde der Einfluss von Alter, Geschlecht und
Gewicht auf die NTpro-BNP Konzentration untersucht. Es wurden keine
statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen Alters- und
Gewichtsgruppen respektive zwischen Riiden und Hiindinnen festgestellt, wie die

Abbildungen 8, 9 und 10 verdeutlichen.
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Abbildung 8: Darstellung der mittleren NTpro-BNP-Konzentrationen der jeweiligen
Altersgruppen innerhalb der gesunden Kontrollgruppe.
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Abbildung 9: Darstellung der mittleren NTpro-BNP Konzentrationen der jeweiligen
Gewichtsgruppen innerhalb der gesunden Kontrollgruppe.
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Abbildung 10: Darstellung der mittleren NTpro-BNP Konzentrationen der Hiindinnen und Riiden
innerhalb der gesunden Kontrollgruppe.
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2.2. Referenzwert

Der Referenzwert wurde anhand der herzgesunden Gruppe aus der Studien-
population berechnet. Der Mittelwert betrug 315,7 pmol/l, die Standardab-
weichung + 147,8 pmol/l. Das 95 %-Konfidenzintervall fiir den Mittelwert lag bei
299,1 pmol/l (Untergrenze) respektive 331,3 pmol/l (Obergrenze). Insgesamt
lagen die Messwerte zwischen 22,1 pmol/l (Minimum) und 883,7 pmol/l
(Maximum). Statistisch gesehen liegen etwa 2/3 aller Werte im Bereich zwischen
Mittelwert — Standardabweichung und Mittelwert + Standardabweichung. Als
Referenzwert (= Mittelwert = 2 x Standardabweichung) kann somit 315,7 pmol/I
+ 295,6 pmol/l errechnet werden. Zwischen den Grenzen 20,1 pmol/l und
611,3 pmol/l liegen ungeféhr 95 % aller Werte der herzgesunden Hunde.

Die Hiindinnen wiesen eine mittlere NTpro-BNP-Konzentration von 318,0 +
149,1 pmol/l auf, das 95 %-Konfidenzintervall betrug 294,3 — 341,7 pmol/l;
Median 299,1 pmol/l, Minimum 53,0 pmol/l, Maximum 809,5 pmol/l. Riiden
besalen eine mittlere NTpro-BNP-Konzentration von 324,2 pmol/l, das
95 %-Konfidenzintervall lag bei 296,5 — 352,0 pmol/l; Median 301,3 pmol/l,
Minimum 23,9 pmol/l, Maximum 883,7 pmol/Il.

2.3. Vergleich der Krankheitsstadien

NTpro-BNP wurde sowohl bei gesunden Hunden als auch bei denen in den
verschiedenen okkulten Stadien sowie im dekompensierten Stadium untersucht. In
Tabelle 15 sind die Mittelwerte (Mean) der verschiedenen Gruppen sowie der
Medianwert, Standardabweichung, Minimal- und Maximalwert jeweils in pmol/l

angegeben.
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Tabelle 15: Darstellung der NTpro-BNP-Werte bezogen auf die einzelnen Gruppen (mean =
Mittelwert, std = Standardabweichung, min = Minimum, max = Maximum).

in pmol/l: mean median std min max
gesund 315,74 294,0 147,8 22,1 883,7
noch normal 499,67 541,1 173,0 221,7 759,2
VES 469,89 457,8 233,7 143,9 1281,8
_Echo- 945,95 704,1 738,6 198,0 | 3000,0
veranderungen
VES + Echo- 808,54 811,5 366,8 1652 | 1464,2
veranderungen
dekompensiert 2632,57 2990,7 530,5 1587.4 3000,0

Der Mittelwert fiir die gesamte okkulte Gruppe betrug 636,0 + 445,4 pmol/l, das
95 %-Konfidenzintervall 561,5 — 710,4 pmol/l, der Medianwert 521,9 pmol/I.
Beim Mehrfachvergleich (nach Bonferroni) der Mittelwerte der einzelnen
Gruppen untereinander wurden folgende statistisch signifikante Unterschiede
festgestellt: die gesunde Gruppe wies mit einem Mittelwert von 315,74 pmol/l
eine signifikant niedrigere Konzentration an NTpro-BNP auf als die Gruppen mit
ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen (469,89 pmol/l), mit ausschlieBlich
echokardiographischen =~ Verdnderungen (945,95 pmol/l), mit beiden
Veranderungen (808,54 pmol/l) und der dekompensierten Hunde (2632,57
pmol/l). Obwohl die noch normale Gruppe mit 499,67 pmol/l eine hohere mittlere
NTpro-BNP-Konzentration aufwies als die Gruppe mit ausschlieBlich
ventrikuldren Extrasystolen (469,89 pmol/l), erreichte der Unterschied zur
gesunden Gruppe keine statistische Signifikanz (Abb. 11). Die Gruppen der
erkrankten Hunde zeigten untereinander ebenfalls statistisch signifikante
Unterschiede in ihrer mittleren NTpro-BNP-Konzentration, wie die Abbildungen
12 bis 14 verdeutlichen. Die noch normale Gruppe zeigte nur gegeniiber den
gesunden Hunden sowie denen mit ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen

keinen signifikanten Unterschied. Zwischen den beiden Gruppen mit
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echokardiographischen Verdnderungen liel sich ebenfalls kein statistisch

signifikanter Unterschied nachweisen.
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Abbildung 11: Darstellung der mittleren NTpro-BNP-Konzentrationen in den einzelnen Gruppen.
Statistisch signifikante Unterschiede zur gesunden Gruppe sind mit eckigen Klammern und
orangen Punkten dargestellt.
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Abbildung 12: Darstellung der mittleren NTpro-BNP-Konzentrationen in den einzelnen Gruppen.
Statistisch signifikante Unterschiede zur noch normalen Gruppe sind mit eckigen Klammern und
orangen Punkten dargestellt.
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Abbildung 13: Darstellung der mittleren NTpro-BNP-Konzentrationen in den einzelnen Gruppen.
Statistisch signifikante Unterschiede zur Gruppe mit ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen
sind mit eckigen Klammern und orangen Punkten dargestellt.
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Abbildung 14: Darstellung der mittleren NTpro-BNP-Konzentrationen in den einzelnen Gruppen.
Statistisch signifikante Unterschiede zu den beiden okkulten Gruppen mit echokardiographischen
Verédnderungen sind mit eckigen Klammern und orangen Punkten dargestellt.

Bei dem errechneten optimalen Grenzwert von 413,3 pmol/l lieBen sich alle
Hunde mit echokardiographischen Verdnderungen mit einer Sensitivitit von
90,0 % und einer Sperzifitit von 80,2 % von den herzgesunden Hunden
unterscheiden. Die ROC-Kurve wies dabei eine Area under the curve (AUC) von
0,918 auf (Abb. 15 und 16).

Das dekompensierte Stadium ist klinisch gut zu diagnostizieren. Daher wurde die
Berechnung von Sensitivitit und Spezifitit zur Differenzierung von herzgesunden
Hunden und denen mit echokardiographischen Verdnderungen unter Ausschluss

des dekompensierten Stadiums durchgefiihrt. Die AUC betrug hierbei 0,90. Bei
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einem Cut-off von 413,3 pmol/l erreichte die Sensitivitit 87,7 %, die Spezifitét
80,2 % (Abb. 17 und 18).

Fasst man alle an Kardiomyopathie erkrankten Hunde zusammen (mit VES, mit
Echoverdanderungen, mit VES und Echoverdnderungen und dekompensiert), so
erreicht der Test bei gleichem Grenzwert und gleichen Spezifitit eine Sensitivitit
von 73,1 %. Hier ergab sich eine AUC von 0,820. Der errechnete optimale Cut-
off lag fiir diese Differenzierung bei 398,7 pmol/l mit einer Sensitivitit von
76,1 % und einer Spezifitit von 78,1 % (Abb. 19 und 20).

Fir die Unterscheidung zwischen den gesunden Hunden und denjenigen mit
ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen betrug die Sensitivitdt 64,1 % und die
Spezifitdt 73,9 % bei dem errechneten optimalen Cut-off von 371,6 pmol/l; die
AUC betrug 0,712. Bei einem Cut-off von 413,3 pmol/l und einer Spezifitit von
80,2 % lag die Sensitivitit bei 54,7 %. Bei einem Cut-off von 300 pmol/I lieBe
sich eine Sensitivitit zur Erkennung von Hunden mit ventrikuldren Extrasystolen
von 75,0 % erreichen, die Spezifitit ldge dann allerdings nur noch bei 53,8 %
(Abb. 21 und 22).

Fasst man alle okkult erkrankten Hunde zusammen, so erreicht die AUC 0,801 zur
Differenzierung gesunder Hunde von okkult an Kardiomyopathie erkrankten
Tieren. Der optimale Cut-off lag bei 398,7 pmol/l und erreichte eine Sensitivitit
von 73,6 % sowie eine Spezifitit von 78,1 %. Bei einem Cut-off von 413,3 pmol/l
betrugen Sensitivitit und Spezifitdt 70,2 % und 80,2 % (Abb. 23 und 24). In
Tabelle 16 sind Spezifitdt und Sensitivitdt fiir die verschiedenen Cut-off-Werte

und Stadien zusammengefasst.
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Tabelle 16: Darstellung der Sensitivitit und Spezifitit fiir verschiedene Cut-off-Werte zur
Unterscheidung von verschiedenen Krankheitsstadien der Kardiomyopathie beim Dobermann
bezogen auf die gesunde Kontrollgruppe (AUC = area under the receiver operator curve, Sens =
Sensitivitdt, Spez = Spezifitit, dekomp = dekompensiert, KM = Kardiomyopathie).

Cut-off Cut-off
Differenzierung von AUC 413,3 pmol/l 398,7 pmol/l
gesunden Hunden und:
Sens Spez Sens Spez

Alle mit Echoverind. 0,918 | 90,0% | 80,2% | 91,4% 78,1 %

Echoveriand. ohne dekomp | 0,900 | 87,7 % | 80,2 % 89,5 % 78,1 %

Alle an KM erkrankt 0,820 | 73,1 % | 80,2 % 76,1 % 78,1 %

Alle okkult 0,801 | 70,2% | 80,2% | 73,6 % 78,1 %

54,7% | 80,2% | 59,4 % 78,1 %

Optimaler Cut-off

64,1 % | 73,9 %
Nur VES 0,721 371,6 pmol/l

Cut-off

75,0 % | 53,8%
300 pmol/l
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Abbildung 15: ROC-Kurve fiir die Differenzierung der gesunden Hunde und allen Hunden mit
echokardiographischen Verdnderungen. AUC = 0,918.
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Abbildung 16: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitit und Spezifitit zur Differenzierung
der gesunden Hunde und allen Hunden mit echokardiographischen Verdnderungen bei einem Cut-
off von 413,3 pmol/l. (0 = gesunde Kontrollgruppe, 1 = Gruppe mit echokardiographischen

Veranderungen).



IV. Ergebnisse 82

Echoverinderungen ohne dekompensiert

100~
80
= 60
= i
E i
v 40]7
20

0 ] 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 20 40 60 80 100

100-Spezifitiit

Abbildung 17: ROC-Kurve zur Differenzierung der gesunden Hunde und Hunden mit echo-
kardiographischen Verdnderungen unter Ausschluss des dekompensierten Stadiums. AUC = 0,900.
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Abbildung 18: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitiat und Spezifitit zur Differenzierung
der gesunden Hunde und Hunden mit echokardiographischen Verdnderungen unter Ausschluss des
dekompensierten Stadiums bei einem Cut-off von 413,3 pmol/l. (0 = gesunde Kontrollgruppe, 1 =
Gruppe mit echokardiographischen Veranderungen).
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Abbildung 19: ROC-Kurve zur Differenzierung der gesunden
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Abbildung 20: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitit und Spezifitit zur Differenzierung
der gesunden Hunde und allen an Kardiomyopathie erkrankten Hunden bei einem Cut-off von
398,7 pmol/l. (0 = gesunde Kontrollgruppe, 1 = alle an Kardiomyopathie erkrankten Hunde).



IV. Ergebnisse 84

okkult

100

80

60

Sensitivitiat

40

20

100-Spezifitiit

Abbildung 21: ROC-Kurve zur Differenzierung der gesunden Hunde und allen okkult erkrankten
Hunden. AUC = 0,801
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Abbildung 22: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitidt und Spezifitit zur Differenzierung
der gesunden Hunde und allen okkult erkrankten Hunden bei einem Cut-off von 398,7 pmol/l.
(0 = gesunde Kontrollgruppe, 1 = alle erkrankten Hunde).
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Abbildung 23: ROC-Kurve zur Differenzierung der gesunden Hunde und Hunden mit
ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen. AUC=0,712.
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Abbildung 24: Dot-Diagramm zur Darstellung von Sensitivitit und Spezifitit zur Differenzierung
der gesunden Hunde und Hunden mit ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen bei einem Cut-off
von 371,6 pmol/l. (0

Extrasystolen).

gesunde Gruppe, 1 = Gruppe mit ausschlieBlich ventrikuldren
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2.4. Pridiktive Werte

Die Préivalenz der Erkrankung innerhalb der Studienpopulation betrug 25,15 %.
Bei dem gewéhlten Cut-off von 413,3 pmol/l betrug der positive pradiktive Wert
(PPV) 60,24 %, der negative pradiktive Wert (NPV) lag bei 96,01 % fiir die
Erkennung von Hunden mit echokardiographischen Verdnderungen.

Von der gesunden Kontrollgruppe lieBen sich die verschiedenen Krankheits-
stadien wie folgt unterscheiden: fiir Hunde mit echokardiographischen
Veranderungen unter Ausschluss der dekompensierten Gruppe ergab sich bei
einem Grenzwert von 413,3 pmol/l ein PPV von 59,9 % und ein NPV von 95,1 %.
Fir die Gruppe mit ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen betrugen bei
gleichem Cut-off der PPV 47,94 % und der NPV 84,16 %. Bei dem fiir diese
Gruppe ermittelten optimalen Cut-off von 371,6 pmol/l lagen PPV und NPV bei
45,01 % respektive 86,06 %. Der Grenzwert von 300 pmol/l, der eine Sensitivitét
von 75 % zur Differenzierung von Hunden mit VES und gesunden Hunden
besitzt, zeigte ein PPV von 35,3 % und ein NPV von 86,5 %.

Fiir die Unterscheidung von allen an Kardiomyopathie erkrankten Hunden und der
gesunden Gruppe ergaben sich fiir den Cut-off von 413,3 pmol/l ein PPV von
54,93 % und ein NPV von 89,71 %. Zur Erkennung aller okkult erkrankten
Hunde, also sowohl mit pathologischen -elektrophysiologischen als auch
echokardiographischen Veridnderungen, konnten fiir den Cut-off von 413,3 pmol/I
ein PPV von 54,4 % und ein NPV von 88,9 % ermittelt werden. In den Tabellen

16 und 17 sind die pradiktiven Werte zusammengefasst.
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Tabelle 16: Darstellung der Pradiktiven Werte sowie Sensitivitdt und Spezifitdt fiir den Cut-off-
Wert von 413,3 pmol/l zur Unterscheidung von verschiedenen Krankheitsstadien der
Kardiomyopathie beim Dobermann bezogen auf die gesunde Kontrollgruppe. Bei der Gruppe mit
ausschliefSlich ventrikuldren Extrasystolen sind zusétzlich der errechnete optimale Cut-off und der
Cut-off fiir eine Sensitivitidt von 75 % angegeben (AUC = area under the receiver operator curve,
Sens = Sensitivitdt, Spez = Spezifitdit, PPV = positiver pradiktiver Wert, NPV = negativer
Pradiktiver Wert, dekomp = dekompensiert, KM = Kardiomyopathie).

Cut-off
Differenzierung von AUC 413.3 pmol/l
gesunden Hunden und:
Sens Spez PPV NPV

Alle mit Echoverind. 0,918 | 90,0 % | 80,2 % 60,4 % 96,0 %

Echoveridnd. ohne dekomp | 0,900 | 87,7 % | 80,2 % 59,9 % 95,1 %

Alle an KM erkrankt 0,820 | 73,1 % | 80,2 % 55,4 % 89,9 %

Alle okkult 0,801 | 70,2% | 80,2% | 54,4% 88,9 %

547% | 80,2% | 48,1 % 84,1 %

Cut-off 371,6 pmol/l

Nur VES 0,721 | 64,1% | 73.9% 45,2 % 86,0 %

Cut-off 300 pmol/l

75,0% | 53,8% 35,3 % 86,5 %
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Tabelle 17: Darstellung der Pradiktiven Werte sowie Sensitivitdt und Spezifitdt fiir den Cut-off-
Wert von 398,7 pmol/l zur Unterscheidung von verschiedenen Krankheitsstadien der
Kardiomyopathie beim Dobermann bezogen auf die gesunde Kontrollgruppe (AUC = area under
the receiver operator curve, Sens = Sensitivitdt, Spez = Spezifitidt, PPV = positiver pradiktiver
Wert, NPV = negativer Pradiktiver Wert, dekomp = dekompensiert, KM = Kardiomyopathie).

Cut-off
Differenzierung von AUC 398,7 pmol/l
gesunden Hunden und:
Sens Spez PPV NPV

Alle mit Echoverind. 0918 | 91,4% | 78,1 % 58,4 % 96,4 %

Echoveriand. ohne dekomp | 0,900 | 89,5% | 78,1 % 57,9 % 95,7 %

Alle an KM erkrankt 0,820 | 76,1 % | 78,1 % 53,9 % 90,7 %

Alle okkult 0,801 | 73,1% | 78,1 % | 53,0% 89,9 %

Nur VES 0,721 | 59,4 % | 78,1 % 47,7 % 85,1 %

2.5. Korrelation mit echokardiographischen Parametern

Folgende echokardiographischen Parameter wurden hinsichtlich ihrer Korrelation
mit NTpro-BNP untersucht: die Durchmesser von linkem Atrium und Aorta, das
Verhéltnis von beidem, die enddiastolischen und endsystolischen Durchmesser,
die Verkiirzungsfraktion, die enddiastolischen und endsystolischen Volumina und
die Ejektionsfraktionen. Alle Parameter (p < 0,001) auBer dem Durchmesser der
Aorta (p = 0,301) korrelierten signifikant mit der NT-proBNP Konzentration. Die
Korrelationskoeffizienten und Determinationskoeffizienten (1?) sind in Tabelle 16
aufgefiihrt. Abbildung 19 zeigt ein Streudiagramm, das die Korrelation und die
Regressionsgerade von NTpro-BNP und dem endsystolischen Volumen der
biplanen Kalkulation graphisch darstellt. Die Streudiagramme zu den anderen

untersuchten Parametern sind im Anhang als Abb. 4 — 18 zu finden.
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Tabelle 18: Darstellung der Korrelationskoeffizienten fiir die jeweiligen echokardiographischen
Parameter.

Korrelationskoeffizinent | Determinations-
nach Pearson koeffizient r?

EDD 0,651 0,426

Rechtsparasternale
ESD 0,696 0,484

Langsachse

FS -0,549 0,303
EDV 0,727 0,531

Rechtsparasternale
Lingsachse ESV 0,759 0,576
(Simpson-Methode) EF 20,550 0,304
EDV 0,707 0,500

Linksapikaler
Vierkammerblick ESV 0,738 0,545
EDV 0,734 0,539
Biplan

ESV 0,764 0,584

(Simpson-Methode)
EF -0,455 0,206
Aorta -0,048 0,002

Rechtsparasternale
LA 0,525 0,275

Lingsachse

LA/Ao 0,630 0,397
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Abbildung 19: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem
endsystolischen Volumen bezogen auf die Korperoberfliche in ml/m?, biplane Berechnung.
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V. DISKUSSION

Gewohnlich miissen neue Tests vor ihrem diagnostischen Einsatz evaluiert
werden. In vorliegender Studie wurde keine Validation des ELISA VETSIGN™
Canine CardioSCREEN Ntpro-BNP, Guildhay Ltd., UK vorgenommen. Neben
den vom Hersteller angegbenen Variationskoeffizienten der Intra- und Inter-
Assay-Prizision (siehe III. 6.1., Seite 56) wurden Untersuchungen zur Validation
von BOSWOOD und Mitarbeitern (2008) sowie ZIEBA und Mitarbeitern (2009)
durchgefiihrt (siehe II. 3., Seite 26). Da die Angaben des Herstellers auf den
Untersuchungen von BOSWOOD und Mitarbeitern (2008) basieren, stimmen hier
die Variationskoeffizienten iiberein. ZIEBA und Mitarbeiter (2009) allerdings
stellten groBere Abweichungen, vor allem im niedrigen Konzentrationsbereich,
fest. Die Variationskoeffizienten der Intra- und Inter-Assay-Prédzision lagen
insgesamt fiir Konzentrationen > 800 pmol/l unter 10 % und sind damit sehr
zufriedenstellend. Fiir Konzentrationen < 800 pmol/l erzielten BOSWOOD und
Mitarbeitern (2008) ebenfalls Intra- und Inter-Assay-Pridzisionen unter 10 %,
ZIEBA und Mitarbeiter (2009) hingegen Variationskoeffizienten zwischen 12 und
20 %. Es wird momentan diskutiert, dass es moglicherweise groBBere Unterschiede
zwischen den Tests gibt. Da aber in vorliegender Studie ausschlieBlich Testplatten
eines Herstellers und zudem aus demselben Lot verwendet wurden, spielt dies in
dieser Studie keine Rolle.

Die Einteilung der Patienten in die gesunde Kontrollgruppe und die verschiedenen
Stadien der dilatativen Kardiomyopathie erfolgte anhand der Befunde der
kardiovaskuldren Untersuchung, des 24-Stunden-EKGs und der echokardio-
graphischer Parameter, hierbei insbesondere der Durchmesser und Volumina des
linken Ventrikels in Systole und Diastole. Heute sind das 24-Stunden-EKG und
die Echokardiographie die Methoden der Wahl, um das okkulte Stadium der
Kardiomyopathie beim Dobermann zu diagnostizieren (CALVERT & BROWN,
1986; CALVERT et al., 2000a, 2000b; MEURS et al., 2001b; O’GRADY, 2002).
In dieser Phase werden typischerweise iiber 100 bis hin zu mehreren Tausend
ventrikuldre Extrasystolen (VES) gefunden. Im weiteren Verlauf der Krankheit
kommen komplexe ventrikuldre Arrhythmien hinzu (CALVERT et al., 1997a,
2000a). Im Gegensatz dazu treten bei herzgesunden Patienten keine oder nur

wenige Arrhythmien auf. 100 % einer Studienpopulation mit > 50 VES, 89 % mit
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> 10 VES und 94 % mit Couplets oder Triplets in 24 Stunden entwickelten eine
dilatative Kardiomyopathie (CALVERT et al., 1982, 2000b). Die Einteilung von
gesund (< 50 VES in 24 Stunden) und krank (> 100 VES in 24 Stunden) erfolgte
dabei in Anlehnung an weitere Studien, in denen mehr als 100 VES in 24 Stunden
als prognostischer Marker fiir eine konsekutiv entwickelte dilatative Kardio-
myopathie ermittelt wurden und bis zu 100 % der Hunde eine DCM entwickelten
(CALVERT et al., 1997a, 2000a, 2000b; CALVERT & WALL, 2001a). MORRIS
und Mitarbeiter (2009) teilten in ihrer Studie Hunde mit mehr als 50 VES bereits
in die okkulte Gruppe ein. In vorliegender Studie hingegen wurden 50 —100 VES
als Graubereich und damit als Ausschlusskriterium definiert, um den Einfluss
eventueller physiologischer Variationen und damit das Auftreten fehlerhaft
zugeordneter Patienten zu minimieren.

Die Definition fiir ein pathologisch verdndertes Echokardiogramm wurde an die
Ergebnisse anderer Studien angelehnt. Bei verschiedenen Autoren wurden
unterschiedliche Grenzwerte flir die endsystolischen und enddiastolischen
Durchmesser diskutiert. Das Limit fiir einen physiologischen linksventrikuldren
Durchmesser in der Diastole lag zwischen <40,9 mm fiir Hiindinnen und
< 42,7 mm fiir Riiden bis < 50,0 mm fiir beide Geschlechter, fiir den systolischen
Durchmesser zwischen < 33,1 mm fiir Hiindinnen und < 34,7 mm fiir Riiden bis
<38,0 mm fiir beide Geschlechter. Als pathologisch verdndert werden von
verschiedenen Autoren enddiastolische Durchmesser ab > 45,0 mm bis > 49,0 mm
und endsystolische Durchmesser von > 38,0 mm bis > 43,0 mm definiert.
Zusitzlich  wéhlten  verschiedene Autoren innerhalb dieser Bereiche
unterschiedliche Grenzwerte in Abhdngigkeit von Geschlecht oder Gewicht
(CALVERT et al., 1982, 1997a, 1997b, 2000a, 2000b; CALVERT & BROWN,
1986; O’GRADY, 1995b; 1995a; O'GRADY et al, 1997; CALVERT &
JACOBS, 2000; CALVERT & WALL, 2001a, 2001b; O'SULLIVAN et al., 2005,
2007a; MORRIS et al., 2009). Auch andere Untersuchungen teilten
Studienpopulationen vor allem anhand der endsystolischen und enddiastolischen
Diameter ein (O'SULLIVAN et al., 2007a; 2007b).

Hunde ab einem endsystolischen linksventrikuldiren Durchmesser von > 38 mm
oder einem enddiastolischen linksventrikuldiren Durchmesser von > 48 mm
wurden als erkrankt eingestuft. Die Verkiirzungsfraktion wurde aufgrund ihrer
hohen Variabilitit beim Dobermann nicht als Kriterium herangezogen. Da keine

definitiven Werte zur Differenzierung vorliegen, konnten sowohl die
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Stadieneinteilung als auch die Ergebnisse dadurch beeinflusst worden sein. Dies
wurde versucht zu minimieren, indem zusétzlich die linksventrikuldren Volumina
zur Bewertung und Einteilung herangezogen wurden.

Die Beurteilung der linksventrikuliren Volumina erfolgte in Anlehnung an
SIMAK (2008), die erstmals Referenzwerte fiir die Volumenmessung beim
Dobermann erstellte. Ein enddiastolisches Volumen von mehr als 100 ml pro m?
Korperoberfliche oder ein endsystolisches Volumen von mehr als 55 ml pro m?
Korperoberfliche wurden als pathologisch eingestuft. Die Patienten wurden
einem der erkrankten Stadien zugeteilt, wenn mindestens ein pathologisch
verdnderter echokardiographischer Parameter vorlag oder im 24-Stunden-EKG
mehr als 100 VES zu finden waren.

Die Gruppe ,,noch normal® setzte sich aus Hunden zusammen, die zum Zeitpunkt
der Untersuchung noch keine diagnostizierbaren Symptome aufwiesen, bei einer
Folgeuntersuchung dann allerdings eine Kardiomyopathie festgestellt wurde. Die
Einteilung in diese Gruppe erfolgte also retrospektiv. Die vorliegende Studie ist
die erste Untersuchung, die sich eingehend mit Hunden in diesem préklinischen
Stadium der Kardiomyopathie beim Dobermann beschiftigt. Dieses Stadium ist
besonders unter dem Aspekt der Fritherkennung, moglichst vor dem ersten
Zuchteinsatz, interessant.

Die Hunde im okkulten Stadium der Erkrankung wurden zusétzlich noch in
weitere Untergruppen aufgeteilt: Hunde mit ausschlieBlich ventrikuldren
Extrasystolen, Hunde mit ausschlieBlich echokardiographischen Veridnderungen
und Hunde mit beiden Verdnderungen. Dies erfolgte, um Konzentrations-
verdanderungen von NTpro-BNP beziiglich der Eignung als Diagnostikum besser
beurteilen und die pathophysiologischen Einfliisse auf die Freisetzung von
NTpro-BNP evaluieren zu konnen. Auch MORRIS und Mitarbeiter (2009)
nahmen diese Einteilung vor. Die okkulte Kardiomyopathie kann zum
gegenwirtigen Zeitpunkt im Gegensatz zum kongestiven Herzversagen nur durch
aufwindige und kostenintensive Untersuchungsmethoden diagnostiziert werden.
Um die Eignung der NTpro-BNP-Messung als Friihdiagnostikum besser
beurteilen zu konnen, wurde fiir einzelne Berechnungen die dekompensierte
Gruppe mit ihren zum Teil ausserhalb des Messbereichs liegenden hohen
Konzentrationen ausgeschlossen und die herzgesunde Kontrollgruppe mit den
okkulten Stadien und der okkulten Gesamtgruppe verglichen. Die okkulten

Stadien mit ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen respektive echo-
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kardiographischen Verdnderungen wurden jeweils isoliert evaluiert, um die
pathophysiologischen Mechanismen der erhohten Freisetzung von NTpro-BNP
beim Dobermann zu untersuchen.

Patienten im dekompensierten Stadium der Kardiomyopathie wurden in einer
eigenen Gruppe zusammengefasst. Es ist bekannt, dass aufgrund der massiven
Volumeniiberladung im  kongestiven  Herzversagen die  NTpro-BNP-
Konzentration stark erhoht ist, da BNP vor allem bei myokardialer Dehnung
freigesetzt wird; dies ist in der Humanmedizin und in mehreren veterindr-
medizinischen Studien belegt und korreliert gut mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie (ASANO et al., 1999b; HAGGSTROM et al., 2000; MAISEL
et al., 2002, 2004; MACDONALD et al., 2003; MUELLER et al., 2004;
JANUZZI et al., 2005; DE FRANCESCO et al., 2007; PROSEK et al., 2007,
WESS et al., 2007; BRAUNWALD, 2008; FINE et al., 2008; OYAMA et al.,
2008a, 2008b; ACHEN et al., 2009).

Das Gewicht zeigte sowohl in der Gesamtpopulation als auch innerhalb und
zwischen den einzelnen Stadien sowie beim Vergleich aller erkrankten Tiere mit
der gesunden Kontrollgruppe eine homogene Verteilung ohne statistisch
signifikante Unterschiede. Dies ist zum einen auf das Studiendesign
zuriickzufiihren, da in vorliegende Studie nur Hunde einer Rasse untersucht
wurden und diese erst ab einem Alter von 12 Monaten, also adulte Tiere,
eingeschlossen wurden. Zum anderen wurden auch in einer anderen Studie beim
Dobermann keine signifikanten Unterschiede in der Gewichtsverteilung zwischen
gesunden und an Kardiomyopathie erkrankten Tieren gefunden (O'SULLIVAN et
al., 2007a).

Beziiglich des Alters bestanden statistisch signifikante Unterschiede zwischen der
gesunden Gruppe und allen anderen Stadien, ebenso beim Vergleich der
herzgesunden Hunde mit der kranken Gesamtgruppe. Der Altersbereich von 1 —
13 Jahren sowie das mittlere Alter von 6,9 Jahren der erkrankten
Gesamtpopulation korrelieren gut mit anderen Studien, in denen &hnliche
Altersangaben beschrieben wurden (CALVERT et al., 1982, 1997a; CALVERT &
BROWN, 1986, 2004). Abgesehen davon, dass die Kardiomyopathie beim
Dobermann in der Regel erst in einem Alter von fiinf bis zehn Jahren auftritt, d. h.
symptomatisch und damit diagnostizierbar wird, und die Schwere der Erkrankung
mit der Zeit zunimmt (CALVERT et al., 1982, 1997a, 1997b, 2000b; CALVERT
& BROWN, 1986, 2004; O’GRADY & HORNE, 1998; O'GRADY &
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O'SULLIVAN, 2004; O'SULLIVAN et al., 2005; OYAMA et al., 2007), kam das
niedrige Durchschnittsalter in der gesunden Gruppe unter anderem dadurch
zustande, dass im Rahmen von Zuchttauglichkeitsuntersuchungen iiberdurch-
schnittlich viele junge Hunde in der Klinik vorgestellt wurden.

Die Geschlechtsverteilung préasentierte sich auller in der noch normalen Gruppe,
in der 44,4 % der Tiere Hiindinnen und 55,6 % Riiden waren, relativ inhomogen.
In der gesunden Gruppe waren 64,3 % der Tiere weiblich und 37,7 % maénnlich.
Dies konnte auf die groBere Anzahl an Hiindinnen, die zur Zucht eingesetzt
werden sollen und deshalb in unserer Abteilung vorgestellt wurden,
zurlickzufiihren sein. In der Gruppe mit ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen
waren 60,0 % der Hunde weiblich und 40,0 % maénnlich. In den beiden anderen
okkulten Stadien und in der dekompensierten Gruppe waren mehr Riiden als
Hiindinnen vertreten. Die prozentuale Verteilung von weiblichen und ménnlichen
Tieren, die ausschlieBlich echokardiographische Veridnderungen aufwiesen, lag
bei 30,0 % und 70,0 %, in der Gruppe mit ventrikuldren Extrasystolen und
echokardiographischen Verdnderungen bei 31,6 % und 68,4 % und im
dekompensierten Stadium bei 18,2 % und 81,8 %. In der von der Kardio-
myopathie betroffenen Gesamtgruppe waren ebenfalls mehr Riiden (57,8 %) als
Hiindinnen (42,2 %) vertreten. Ein groBerer Anteil erkrankter Riiden stimmt
generell mit den Ergebnissen anderer Studien iiberein (CALVERT et al., 1982,
1997, 1998, 2000a; CALVERT & BROWN, 1986; JACOBS & CALVERT, 1995;
O’GRADY & HORNE, 1998). In zwei Studien hingegen lag eine homogene
Geschlechtsverteilung vor (CALVERT et al., 2000b; MEURS et al., 2007). Die
vorliegenden Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass Riiden zu einem fritheren
Zeitpunkt der Erkrankung bereits echokardiographische Veridnderungen
entwickeln und es zu einer schnelleren Progression der Kardiomyopathie kommt,
die Hiindinnen hingegen iiber einen lidngeren Zeitraum hinweg ausschlieBlich
ventrikuldre Extrasystolen zeigen. In anderen Studien wurde eine Uber-
reprasentation von Riiden festgestellt. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein,
dass die Kardiomyopathie bei den Riiden aufgrund der -einfacher zu
diagnostizierenden echokardiographische Veridnderungen leichter zu festzustellen
ist. Im Gegensatz dazu kann bei Hiindinnen die Kardiomyopathie im Stadium mit
ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen nur mittels 24-Stunden-EKG (Holter)

diagnostiziert werden.
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Zwischen dem Alter der ménnlichen und weiblichen Tiere der jeweiligen Gruppen
bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede. Jedoch zeigte sich generell
ein Trend zu &lteren weiblichen Tieren. In der noch gesunden Gruppe waren die
Hiindinnen im Mittel 7,1 Jahre alt (Median 7 Jahre), die Riiden waren in dieser
Gruppe durchschnittlich 4,9 Jahre alt (Median 5 Jahre). In der Gruppe mit
ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen waren die Hiindinnen durchschnittlich
6,3 Jahre alt (Median 7 Jahre), die Riiden im Mittel 5,7 Jahre (Median 5 Jahre). In
der Gruppe mit ausschlieBlich echokardiographischen Verdnderungen waren die
Hiindinnen erst im Alter ab 5 Jahren (Mean 8,1 Jahre, Median 8 Jahre) vertreten,
die Riiden bereits ab 2 Jahren (Mean 5,3 Jahre, Median 4 Jahre). Der gleiche
Trend zeigte sich in der Gruppe mit ventrikuldren Extrasystolen und echokardio-
graphischen Verdnderungen (p = 0,0500), hier waren die weiblichen Tiere 7 Jahre
und ilter (Mean 8,5 Jahre, Median 8 Jahre), der jiingste Riide 2,5 Jahre (Mean
6,9 Jahre, Median 7 Jahre). Im Gegensatz zu einer Studie von CALVERT und
Mitarbeitern (1997b), in der die ménnlichen Tiere im kongestiven Herzversagen
jinger waren als die weiblichen, betrug das Alter sowohl der Riiden als auch der
zwei Hiindinnen in vorliegender Studie im dekompensierten Stadium
durchschnittlich 7,6 Jahre. Betrachtete man das Alter der Patienten in der
erkrankten Gesamtgruppe, so gab es keinen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen beiden Geschlechtern (Mean Hiindinnen: 7,0 Jahre, Riiden: 6,2 Jahre).

Weder Alter noch Gewicht oder Geschlecht hatten einen statistisch signifikanten
Einfluss auf die NTpro-BNP-Konzentration. Auch wenn beim Dobermann die
Riiden in der Regel groBer und schwerer als die Hiindinnen sind, so hatte dies
keinen Einfluss auf die NTpro-BNP-Werte (Mittelwerte der Kontrollgruppe:
Hiindinnen 317,86 pmol/l, Riiden 310,99 pmol/l). In anderen vetrerinér-
medizinischen Studien konnte ebenfalls kein Zusammenhang mit dem Geschlecht
oder der Konzentration an Sexualhormonen gefunden werden (BOSWOQOD et al.,
2008; LEACH et al.,, 2008; TARNOW et al., 2009). Allerdings werden der
Einfluss von Alter und Gewicht in der Tiermedizin noch kontrovers diskutiert
(BOSWOOD et al., 2008; OYAMA et al., 2008a; FOX et al., 2009; LALOR et al.,
2009; TARNOW et al., 2009). Ein Gewichtseinfluss war nicht zu erwarten, da in
vorliegender Studie eine einzige Hunderasse untersucht wurde. Es wurde auch
kein Alterseinfluss entdeckt, obwohl die vorliegende Studie die bisher grof3te

Studie zu diesem Thema ist.
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In der Humanmedizin stellten MCLEAN und Mitarbeiter (2003) in ihrer
prospektiven angelegten Studie einen 2- bis 3-fach erhohten BNP-Spiegel bei
ilteren Menschen fest. Auch das Geschlecht war relevant, Frauen hatten einen 2-
bis 3-fach hoheren BNP-Spiegel als Mannern (MCLEAN et al., 2003a). Trotz
unterschiedlicher Referenzwerte fiir verschiedenen Altersgruppen reflektiert
NTpro-BNP den Schweregrad des kongestiven Herzversagens bei &lteren und
jlingeren Patienten jedoch in gleichem Mall (MAISEL et al, 2008;
FRANKENSTEIN et al., 2009). Auch das Gewicht hat beim Menschen einen
signifikanten Einfluss auf die BNP-Konzentration. Ein erhohter Body Mass Index
(BMI) korreliert negativ mit den (NTpro-)BNP-Spiegeln (MEHRA et al., 2004;
WANG et al., 2004b; DAS et al., 2005; KRAUSER et al., 2005; DANIELS et al.,
2006; HORWICH et al., 2006; TAYLOR et al., 2006). Der pathophysiologische
Mechanismus ist noch nicht eindeutig gekldrt. Die vermehrte Expression von
NPR-C, der den Abbau von BNP vermittelt, im Fettgewebe konnte eine Ursache
dafiir sein. Fiir NTpro-BNP allerdings ergab eine Analyse der ,,JCON*“ Studie,
dass die Ausschlusswerte fiir ein kongestives Herzversagen unabhéngig vom BMI
gleich zu verwenden sind (BAYES-GENIS et al., 2007). Dieses Ergebnis ldsst
darauf schlieBen, dass aufgrund der unterschiedlichen Elimination von BNP und
NTpro-BNP letzteres bei adipdsen Personen die bessere Aussagekraft hat. Es
stellt sich die Frage, warum trotz hoher genetischer, biochemischer und
funktioneller Homologie von BNP innerhalb der Mammalia keine Uberein-
stimmung beziiglich der physiologischen Einflussgrolen zu finden ist. Die in
Relation zu den hohen Patientenzahlen, auf denen humanmedizinische Studien
basieren, kleinen Studienpopulationen in der Veterindrmedizin konnten eine
Erklarung dafiir sein. Ob und inwieweit die physiologischen Einflussgrof8en Alter,
Geschlecht und Gewicht auf die Konzentration der natriuretischen Peptide in der
Veterindrmedizin eine Rolle spielen, wird in weiteren Studien mit noch hoheren
Patientenzahl zu kliren sein.

Ein neu entwickelter Test kann keine besseren Ergebnisse liefern als der etablierte
Goldstandard. Fiir den Fall, dass ein neues Diagnostikum bereits vor dem
etablierten Test, der ja zur Einteilung der Patienten in gesund respektive erkrankt
herangezogen wird, positiv reagiert, wird er folglich als falsch positiv eingestuft.
Dies ist auch in vorliegender Studie moglich, da nicht alle Hunde der gesunden

Kontrollgruppe bis an ihr Lebensende verfolgt werden konnten. Aufgrunddessen
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konnten in der gesunden Kontrollgruppe genetisch determiniert kranke Hunde
eingeschlossen worden sein, die allerdings noch nicht als solche erkannt wurden.
Zusitzlich wurden Hunde im ,,noch normalen® Stadium untersucht. In diese
Gruppe wurden diejenigen Untersuchungen aufgenommen, die zu diesem
Zeitpunkt mit den verfiigbaren diagnostischen Methoden als gesund bewertet
wurden. Im Rahmen von Folgeuntersuchungen entwickelten diese Tiere allerdings
Symptome im Sinne einer Kardiomyopathie, die Einteilung in die ,,noch normale*
Gruppe erfolgte also retrospektiv. Dadurch wurde erstmalig in der Veterinér-
medizin versucht zu evaluieren, ob (NTpro-)BNP besser zur Fritherkennung der
Kardiomyopathie beim Dobermann geeignet sein konnte als konventionelle
Untersuchungsmethoden. Obwohl aufgrund der geringen Anzahl an Patienten in
dieser Gruppe keine statistische Signifikanz erreicht werden konnte, war ein
Trend zu hoheren NTpro-BNP-Konzentrationen zu verzeichnen; der Mittelwert
lag mit 499,7 pmol/l iiber dem Mittelwert der Gruppe mit ventrikuldren
Extrasystolen (469,9 pmol/l). Weitere Untersuchungen miissen dieses Ergebnis
validieren.

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung von NTpro-BNP beim
gesunden Dobermann sowie in den verschiedenen Stadien der rassespezifischen
Kardiomyopathie. Der Mittelwert der gesunden Gruppe lag bei 315,7 pmol/l
(Standardabweichung 147,8 pmol/l; 95 %-Konfidenzintervall 299,1 — 331,3
pmol/l, Minimalwert 22,1 pmol/ml und Maximalwert 883,7 pmol/l).

Statistisch gesehen liegen etwa 2/3 aller Werte im Bereich zwischen Mittelwert —
Standardabweichung und Mittelwert + Standardabweichung. Als Referenzwert
(= Mittelwert = 2 x Standardabweichung) wurde 315,7 pmol/l + 295,6 pmol/l
errechnet. Zwischen den Grenzen 20,1 pmol/l und 611,3 pmol/l liegen etwa 95 %
aller Werte der herzgesunden Hunde. Damit liegt der ermittelte Referenzbereich
nicht nur deutlich iber dem vom Hersteller angegebenen Mittelwert der gesunden
Gruppe seiner Testvalidierung von 93 pmol/l, sondern auch {iiber dem
empfohlenen Cut-off-Wert von 210 pmol/l zum Ausschluss kardialer
Erkrankungen. Nach Herstellerangaben betrugen die mittleren Serum-
konzentrationen der in der Testvalidierung untersuchten Hunde verschiedener
Rassen in den Gruppen gesund, respiratorische Krankheiten, kardiale
Erkrankungen und Herzversagen jeweils 93 pmol/l (Minimum 18 pmol/l und

Maximum 173 pmol/l), 117 pmol/l, 894 pmol/l und 2254 pmol/I.
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Interessanterweise finden sich allerdings in allen neuen Studien hdhere
Mittelwerte fiir gesunde Hunde als vom Hersteller postuliert. MORRIS und
Mitarbeiter (2009) malen in ihrer gesunden Dobermann-Gruppe einen Mittelwert
von 220 pmol/l (IQR 171 — 315 pmol/l). In der Studie von WESS und
Mitarbeitern (2007) betrugen die Mittelwerte der gesunden Hunde verschiedener
Rassen und denjenigen mit ausschlieBlich respiratorischen Erkrankungen
246 pmol/l respektive 239 pmol/l, die Gruppe mit kardialen Befunden hatte eine
mittlere NTpro-BNP-Konzentration von 1859 pmol/l. Auch in anderen Studien,
die den VETSIGN™ Canine CardioSCREEN Nt-proBNP Test von Guildhay Ltd.
verwendeten, lagen die Mittelwerte der gesunden Hunde deutlich hoher:
324 pmol/l (HORI et al., 2008a), 278 pmol/l mit einem Minimum von 68 pmol/l
und einem Maximum von 515 pmol/l (CHETBOUL et al., 2009), 330 pmol/l mit
einem Minimalwert von 224 pmol/l und einem Maximalwert von 600 pmol/l
(TARNOW et al., 2009); bei allen Untersuchungen handelt es sich beziiglich der
Rasse um heterogene Gruppen.

Aufgrund dieser Tatsache erscheint eine Rassepradisposition beim Dobermann als
Ursache der erhohte Werte unwahrscheinlich. Zudem liegt bis dato keine
Verdffentlichung zur Korrelation von Rasse und NTpro-BNP-Konzentration vor.
Nicht bei allen Hunden der gesunden Gruppe lag ein Langzeit-Follow up vor.
Daher konnte der hohere Referenzwert und der hohe Maximalwert darauf
zuriickzufiihren sein, dass sich in der gesunden Gruppe eventuell genetisch
determinierte kranke Hunde befinden, die mit den derzeit zur Verfiigung
stechenden Methoden noch nicht als solche erkannt werden konnten. Weitere
Untersuchungen zu eventuellen physiologischen Schwankungen von NTpro-BNP
beim Dobermann wiren sinnvoll, da KELLIHAN und Mitarbeiter (2009) eine
hohe Variabilitdit der NTpro-BNP-Spiegel bei wochentlichen Messungen
beschrieben.

Die Differenz zwischen den Ergebnissen von BOSWOOD und Mitarbeitern
(2008) beziiglich des Referenzwerts fiir gesunde Hunde und unseren Ergebnissen
sowie denen der anderen Autoren lieBe sich auch mit der Tatsache erkldren, dass
in vorliegender Studie die Blutentnahme direkt in gekiihlte Probenréhrchen
erfolgte, die Proben umgehend bei 4 °C zentrifugiert und danach sofort bei -70 °C
tiefgekiihlt wurden, ebenso wie oben genannte Autoren; BOSWOOD dagegen
machte dazu in seiner Verdffentlichung keine Angaben. Da FARACE und
Mitarbeiter (2008) mittlerweile zeigen konnten, dass durch Kiihlung der durch
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Proteasen bedingte Abbau von NTpro-BNP verhindert werden kann, ist
anzunehmen, dass eine unzureichende Kiihlung bei der Probengewinnung und
-verarbeitung falsch niedrige Messergebnissen bedingt.

Der VETSIGN™ Canine CardioSCREEN Nt-proBNP Test wurde kiirzlich von
IDEXX Laboratories, Vet Med Labor GmbH Ludwigsburg, Deutschland,
iibernommen. Die derzeit empfohlenen Cut-off-Werte des Labors betragen:

»< 500 pmol/l: die NT-proBNP-Konzentration ist nicht signifikant erhoht.
Das Vorliegen einer klinisch signifikanten Herzerkrankung und/oder Herz-
insuffizienz ist unwahrscheinlich.

500 — 1100 pmol/l: die NT-proBNP-Konzentration ist erhoht. Eine Herz-
erkrankung und/oder kongestive Herzinsuffizienz kann vorliegen. Bei deutlichen
klinischen Symptomen werden weiterfithrende kardiologische Untersuchungen
empfohlen.

1100 — 1725 pmol/l: die NT-proBNP-Konzentration ist erhdht und spricht fiir das
Vorliegen einer Herzerkrankung und/oder kongestiven Herzinsuffizienz. Eine
komplette kardiologische Untersuchung des Patienten wird empfohlen.

>1725 pmol/l: die NT-proBNP-Konzentration ist signifikant erhoht. Das
Vorliegen einer kongestiven Herzinsuffizienz ist sehr wahrscheinlich. Eine
komplette kardiologische Untersuchun des Patienten wird empfohlen.*
(personliche Kommunikation mit Dr. Bernd Freude, VetMedLabor GmbH,
Division of IDEXX Laboratories, Ludwigsburg, Deutschland, am 22.10.1009).
Diese Werte sind an die Ergebnisse anderer Studien angelehnt (siche Tabellen 5
und 6, S. 39 und 41) (WESS et al., 2007, OYAMA et al., 2008a, 2008b;
CHETBOUL et al., 2009; FARACE et al., 2009b; SAUNDERS et al., 2009;
TARNOW et al., 2009). Sie haben daher eine wesentlich hohere Aussagekraft als
die vom vorherigen Hersteller empfohlenen Cut-off-Werte. In der vorliegender
Untersuchung wurden in der gesunden und der dekompensierten Gruppe &hnliche
Werte ermittelt.

Ebenso zeigte sich, dass die mittlere NTpro-BNP-Konzentration mit
zunehmendem Schweregrad der Kardiomyopathie anstieg. Dies wurde auch bei
Untersuchungen anderer kardialer Erkrankungen wie der Mitralklappen-
endokardiose festgestellt (OYAMA et al, 2008a; CHETBOUL et al., 2009;
PIANTEDOSI et al., 2009; TARNOW et al., 2009). Unter der Voraussetzung,
dass das Fortschreiten einer kardialen Erkrankung mit einer Volumeniiberladung

des Herzens einhergeht, ist dies aufgrund der bisher bekannten
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pathophysiologischen Mechanismen vorhersehbar, da die BNP-Ausschiittung
hauptsdchlich durch myokardiale Dehnung induziert wird. Interessant ist jedoch
die Tatsache, dass bereits bei den Hunden mit ausschlieBlich ventrikuldren
Extrasystolen, also ohne nachweisbare Volumeniiberladung und myokardiale
Dehnung, eine statistisch signifikante Erhohung von NTpro-BNP gegentiber der
gesunden Kontrollgruppe zu verzeichnen war. Bisher konnte in keiner veterinir-
medizinischen Studie ein Zusammenhang zwischen kardialen Tachyarrhythmien
und einer Erhéhung von (NTpro-)BNP nachgewiesen werden.

In der Humanmedizin sind Erhéhungen von NTpro-BNP bei myokardialer
Asynchronitit, Syndrom X mit Linksschenkelblock (Left bundle branch block =
LBBB) sowie Vorhofflimmern, jeweils mit erhaltener systolischer Funktion,
beschrieben (DUDEK et al., 2001; CIURASZKIEWICZ et al., 2009a; LETSAS et
al., 2009). NTpro-BNP war in einer Studie der -elektrophysiologischen
Untersuchung zur Vorhersage des Outcomes bei Patienten mit implantiertem
Defibrillator nach Myokardinfarkt soger {iberlegen (YU et al., 2007) und konnte
nicht nur die durch kardiale Dysfunktion, wie kongestives Herzversagen, bedingte
Mortalitdt vorraussagen, sondern auch die durch Arrhythmien bedingte Mortalitat
(GALANTE et al., 2008). Mit einer Sensitivitit und Spezifitit von 73 % und 88 %
(PPV 80 %, NPV 88 %) liel3 sich auf das Auftreten von anhaltenden ventrikuldren
Tachykardien nach Defibrillator-Implantation schlieBen und dadurch die Patienten
mit einem hoheren Risiko fiir einen plotzlichen Herztod evaluieren (MANIOS et
al., 2005). AuBerdem variiert die BNP-Konzentration signifikant mit
unterschiedlichen Arten von Schrittmachern: ein physiologisches Pacing (AAI)
hatte signifikant niedrigere Werte zur Folge als unphysiologisches Pacing (VVI)
(WANG et al., 2005; WANG et al., 2009). Patienten, die auf eine kardiale
Resynchronisationstherapie nicht ansprachen, hatten signifikant hohere BNP
Werte als ,,Responders® (WANG et al., 2009). Erhohte BNP-Spiegel wiesen auf
das Auftreten von Arrhythmien auch bei nicht-ischdmischer, also dilatativer,
Kardiomyopathie hin (SIMON et al., 2008) sowie bei Patienten im Herzversagen
mit erhaltener linksventrikuldrer Ejektionsfraktion (GREWAL et al., 2008).
Patienten mit kardial bedingten Synkopen haben signifikant hohere NTpro-BNP-
Spiegel als diejenigen mit nicht kardialen Synkopen (PFISTER et al., 2009).
Diese Studien verdeutlichen, dass es bei Arrhythmien unabhingig von einer

vorhandenen myokardialen Dehnung zu einem Anstieg von (NTpro-)BNP kommt.
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In der Humanmedizin ist als Ursache fiir eine dilatativer Kardiomyopathie unter
anderem myokardiale Fibrose beschrieben (GALVIN & RUSKIN, 2004). Bei
Patienten mit ventrikuldren Tachyarrhythmien bei echokardiographisch strukturell
normal  erscheinendem  Herzen wurden magnetresonanztomographisch
nachweisbare fokale abnormale systolische Wandbewegungen und histologisch
fokale fettige Infiltrationen beschrieben (LERMANN et al., 2004). Beim
Dobermann wurde in histologischen Untersuchungen von Herzen der an
Kardiomyopathie erkrankten Hunde in der linksventrikuliren freien Wand
Degeneration und Atrophie von Myofibrillen und Infiltration des Myokardiums
mit Kollagen und Clustern von Adipozyten nachgewiesen, allerdings keine
inflammatorischen Zellen (EVERETT et al., 1999). BNP wurde in humanen und
kaninen Fibroblasten gefunden und es wird postuliert, dass BNP-Konzentrationen
auch inflammatorische und Remodelling-Prozesse reflektieren (JARAI et al.,
2009b). Zudem hat BNP einen direkten Effekt auf kardiale Fibroblasten und
inhibiert unter anderem die TGF-beta-induzierte Kollagen-1-Expression
(KAPOUN et al., 2004). Eine mogliche Hypothese zu der erhdhten Konzentration
von NTpro-BNP beim Dobermann im okkulten Stadium mit ventrikuldren
Extrasystolen aber ohne echokardiographischen Verdnderungen konnte der bereits
stattfindende strukturellen Umbau des Myokards sein, der nicht nur die VES
bedingt, sondern auch die gegenregulatorische Produktion von BNP ausldst.
Durch den Umbau konnte fokal eine Ischimie im Myokard ausgelost werden, die
wiederum sowohl Arrhythmien als auch eine Ausschiittung von BNP bedingen
konnte. Hierzu liegen noch keine Erkenntnisse beziiglich der Kardiomyopathie
beim Dobermann vor.

In den okkulten Gruppen mit ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen,
ausschlieBlich  echokardiographischen = Verdnderungen und ventrikuldren
Extrasystolen plus echokardiographische Verdnderungen betrugen Mittelwert und
Median jeweils 469,9 und 541 pmol/l, 946,0 und 704 pmol/l sowie 809,5 und
811 pmol/l. Die Maximal- und Minimalwerte sowie Standardabweichungen sind
der Tabelle 14, S. 67, zu entnehmen. Die mittlere NTpro-BNP-Konzentration der
140 untersuchten Hunde der gesamten okkulten Gruppe betrug 636,0 pmol/l.
MORRIS und Mitarbeiter (2009) evaluierten in ihrer Studie zur Kardiomyopathie
beim Dobermann in der okkulten Gruppe (67 Hunde) einen Mittelwert von

552 pmol/l. Ahnliche Werte wurden in anderen Untersuchungen iiber Hunde mit
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préklinischer Mitralklappenendokardiose gefunden (DROURR et al., 2008;
OYAMA et al., 2008a; CHETBOUL et al., 2009).

Die dekompensierte Gruppe erreichte eine mittlere NTpro-BNP-Konzentration
von 2632,6 pmol/l (siche Maximal- und Minimalwerte sowie Standard-
abweichungen Tabelle 9, S. 67). Dieser Wert korreliert mit den Ergebnissen
anderen Studien liber Hunde mit kongestivem Herzversagen (FINE et al., 2008;
OYAMA et al., 2008Db).

Besondere Beachtung ist auch der ,,noch normalen Gruppe® zu schenken, also
denjenigen Hunden, die zum Zeitpunkt dieser Untersuchung noch als gesund
eingestuft wurden, im Verlauf von Kontrolluntersuchungen aber eine
diagnostizierbare Kardiomyopathie entwickelten. Der Mittelwert dieser Gruppe
lag mit 499,7 pmol/l (Median 541 pmol/l) sogar liber dem der Gruppe im okkulten
Stadium mit ausschlielich ventrikuldren Extrasystolen, der Unterschied erreichte
aber im Mehrfachvergleich nach Bonferroni keine statistische Signifikanz
gegeniiber der gesunden Gruppe. Dies konnte an der geringen Anzahl von 17
Untersuchungen liegen, die in die noch normale Gruppe eingeschlossen wurden.
Wie bereits oben erldutert, konnte dieser Anstieg von NTpro-BNP durch die
strukturellen Verédnderungen auf zellulirer Ebene im Myokard bedingt sein, die
bereits zu einer erhohten Freisetzung von BNP und dquimolaren Mengen von
NTpro-BNP fiihren (KAPOUN et al., 2004; JARAI et al., 2009b). Aufgrund
dessen wird die Theorie der fokalen Ischdmie allerdings eher unwahrscheinlich,
denn es stellt sich die Frage, ob eine fokale Ischdmie bereits eine BNP-Sekretion
induzieren kann, ohne auch funktionelle und damit elektrophysiologische oder
echokardiographische Verdnderungen hervorzurufen. Die Mdglichkeit, mit
NTpro-BNP einen Biomarker gefunden zu haben, der myozytire Verdnderungen
widerspiegelt, die sich im weiteren Verlauf zu einer manifesten Kardiomyopathie
entwickeln, wire ein fundamentaler Schritt hin zur Friihdiagnostik der
Kardiomyopathie beim Dobermann. Es wird die Aufgabe einer Langzeitstudie zu
diesem Thema sein, zu kldren, ob der hohe Mittelwert in dieser Gruppe bei einer
hoheren Anzahl an Untersuchungen bestehen bleibt und ob sich sogar ein
statistisch signifikanter Unterschied zur gesunden Gruppe erreichen lésst.

Bei dem in vorliegender Untersuchung ermittelten optimalen Cut-off von
413,8 pmol/l lieBen sich die an Kardiomyopathie erkrankten Hunde mit einer

Sensitivitdt von 72,4 % und einer Spezifitit von 80,2 % von den gesunden



V. Diskussion 104

unterscheiden. Die AUC betrug 0,820. Der positive pradiktive Wert (PPV) lag bei
55,4 %, der negative priadiktive Wert (NPV) bei 89,9 %.

Sensitivitdt und Spezifitit sind die Giitekriterien eines diagnostischen Tests, also
die Wahrscheinlichkeiten, dass die Patienten richtig klassifiziert werden. Das
bedeutet in vorliegendem Fall, dass 72,4 % der an Kardiomyopathie erkrankten
Hunde und 82,0 % der gesunden Hunde richtig klassifiziert werden. 27,6 % der
erkrankten Hunde werden demnach félschlicherweise nicht als solche erkannt.
Allerdings sind fiir den behandelnden Arzt, wie auch die betroffenen Patienten,
nicht so sehr die Gitekriterien als vielmehr die pradiktiven Werte interessant.
Diese Werte geben an, mit welcher Wahrscheinlichkeit das Testergebnis den
richtigen Krankheitsstatus anzeigt. Wéahrend die Pravalenz die Wahrscheinlichkeit
bezeichnet, erkrankt zu sein bevor das Testergebnis vorliegt (,,a-priori-
Wahrscheinlichkeit®), ist der positive pradiktive Wert die Wahrscheinlichkeit,
erkrankt zu sein, nachdem das positive Testergebnis vorliegt (,,a-posteriori-
Wahrscheinlichkeit™). Ein geringer positiver pradiktiver Wert und ein hoher
negativer pridiktiver Wert sind keine Besonderheit, sondern eher typisch fiir
diagnostische Tests. Ein positiver Testbefund kann sich auch bei gesunden
Probanden aufgrund von Einfliissen, die in keinem Zusammenhang mit der
relevanten Krankheit stehen, ergeben. Die negativen Befunde sind dagegen fast
ausschlieflich gesunden Hunden zuzuordnen, lediglich ein geringer Anteil ist
falsch negativ. In Spezialkliniken ist die Prdvalenz und damit auch die
Aussagekraft diagnostischer Tests in der Regel hoher; dies gilt damit auch fiir
vorliegende Untersuchung, die an einer Uberweisungsklinik mit hoher
Spezialisierung durchgefiihrt wurde. Ein positiver Befund ist in der Regel
schwieriger zu bewerten, vor allem in niedrigen Konzentrationsbereichen nahe
dem Referenzwert. Da bei einem negativen Ergebnis die Krankheit mit hoher
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden kann, liegt hier eine mdgliche
Verwendung fiir die Bestimmung von NTpro-BNP. Praktische Tierérzte, die keine
Moglichkeit einer weiterfiihrenden kardiologischen Diagnostik besitzen, konnten
durch einen erhdhten NTpro-BNP Wert die Notwendigkeit einer Uberweisung
zum Spezialisten erkennen. Dass dadurch gelegentlich gesunde Hunde mit einem
falsch positiven Ergebnis einer weiterfiihrenden Untersuchung unterzogen
wiirden, erscheint aufgrund des Risikos der Kardiomyopathie beim Dobermann

und ihrer fatalen Folgen durchaus akzeptabel.
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Die Differenzierung der Hunde mit echokardiographischen Verdnderungen von
der gesunden Kontrollgruppe erreichte bei einem Cut-off von 413,8 pmol/l eine
Sensitivitit von 90,0 % und eine Spezifitit von 80,2 %, die AUC erhdhte sich auf
0,918. Der PPV betrug 60,4 % und der NPV stieg auf 96,0 %. Unter Ausschluss
der dekompensierten Hunde mit ihren zum Teil auBlerhalb des Messbereichs
liegenden hohen NTpro-BNP Konzentrationen betrug die AUC 0,900, die
Sensitivitdt lag immer noch bei 87,7 % bei gleicher Spezifitit; der PPV von
59,9 % und der NPV von 95,1 % waren nur unwesentlich niedriger. Somit kdnnte
die Messung von NTpro-BNP eventuell die echokardiographische Untersuchung
ersetzen, zumindest dann, wenn kein Echokardiogramm zur Verfiigung steht.
Betrachtet man nun nur die Patienten der okkulten Stadien, also ohne die bereits
dekompensierten Hunde, um die Ergebnisse mit denen von MORRIS und
Mitarbeitern (2009) vergleichen zu koénnen, so findet sich zur Unterscheidung
gesund Vvs. echokardiographische Verdnderungen £ VES im okkulten Stadium bei
einem Cut-off von 413,8 pmol/l eine AUC von 0,900, eine Sensitivitit von 87,7 %
und eine Spezifitit von 80,2 %, einen PPV von 54,4 % und einen NPV von
88,9 % . Im Vergleich dazu ermittelten MORRIS und Mitarbeiter (2009) fiir ihren
Cut-off von 478 pmol/l eine AUC von 0,916, eine Sensitivitidt von 88,2 % und
eine Spezifitit von 91,4 %.

Zur Differenzierung von Hunden mit ausschlielich VES wurde in vorliegender
Studie eine AUC von 0,712 ermittelt, bei MORRIS und Mitarbeitern (2009) eine
AUC von 0,697. Die in der vorliegenden Untersuchung ermittelte Sensitivitdt und
Spezifitit 54,7 % und 80,2 % (PPV 48,1 %, NPV 84,1 %) fiir den Cut-off von
413,8 pmol/l sowie 64,1 % und 73,9 % fiir den optimalen Cut-off von 371,6
pmol/l (PPV 45,2 %, NPV 86,0 %) erscheinen zu niedrig, um das 24-Stunden-
EKG als Diagnostikum ersetzen zu kdnnen.

Abgesehen von den unterschiedlichen Cut-off-Werten ist festzustellen, dass die
Ergebnisse beider Studien gut miteinander korrelieren, auch wenn MORRIS und
Mitarbeiter (2009) mit 67 gesunden und 33 okkult erkrankten Hunden eine
wesentlich kleinere Patientenpopulation untersuchten als Hunde in vorliegende
Arbeit eingeschlossen wurden (227 gesunde und 121 okkult erkrankte Hunde).
Vom Hersteller des verwendeten ELISA wurden wihrend des Untersuchungs-
zeitraums folgende Interpretationsempfehlungen gemacht: <210 pmol/l = negativ,
d. h. keine Herzerkrankung oder Herversagen (Sensitivitdt 85 %, Spezifitit 90 %);
> 210 pmol/ und < 300 pmol/l = hoch normal, d. h. mégliche Herzerkrankung
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(PPV > 86 %); > 300 pmol/l = Herzerkrankung oder -versagen (PPV > 99 %,
Sensitivitidt 45 %, Spezifitit 100 %). Zur Unterscheidung herzgesunder Hunde
von Hunden mit Herzerkrankungen oder Herzversagen ergab sich eine AUC von
0,952; bei dem vom Hersteller empfohlenen Cut-off von 210 pmol/l lagen
Sensitivitit und Spezifitit bei 85,0 % und 90,0 %, der PPV bei 94,0 %, der NPV
77,0 % mit einer Genauigkeit von 87,0 %. Mittlerweile wurden die Cut-off-Werte
vom neuen Hersteller nach oben korrigiert (siehe S. 100).

Diese Ergebnisse wurden aus der von BOSWOOD und Mitarbeitern (2008)
verdffentlichten Studie iibernommen, deren Untersuchungen die Grundlage der
von Guildhay Ltd. verdffentlichten Validation bildeten. Allerdings betrug hier
beim Cut-off von 210 pmol/l die AUC 0,888, Sensitivitdt und Spezifitit lagen bei
80,0 % und 82,4 % (BOSWOOD et al., 2008). TARNOW und Mitarbeiter (2009)
ermittelten zwar einen dhnlich niedrigen Cut-off (299 pmol/l) zur Identifizierung
von Hunden mit schwerer Mitralklappenendokardiose, erreichten aber dafiir bei
einer AUC von 0,920 und einer Sensitivitdt von 100 % nur eine Spezifitit von
43,0 %. Diese Cut-off-Werte erscheinen, verglichen mit den Ergebnissen in
vorliegender Studie, zu niedrig angesetzt. Wie bereits beschrieben, ergaben sich
auch in der Studie von WESS und Mitarbeitern (2007), in der wie bei Guildhay
Ltd. und BOSWOOD und Mitarbeitern (2008) Hunde mit Dyspnoe untersucht
wurden, hohere Mittelwerte fiir die herzgesunde Kontrollgruppe wie auch fiir die
anderen Gruppen; dementsprechend wurde in dieser Untersuchung der optimale
Cut-off mit 520 pmol/I (Sensitivitdt 94,7 %, Spezifitit 96,2 %) angegeben (WESS
et al.,, 2007). Auch andere Autoren ermittelten hohere Cut-off-Werte zur
Identifizierung von kardialen Erkrankungen, kardial bedingter Dyspnoe,
Mitralklappenendokardiose oder kongenitalen Erkrankungen (WESS et al., 2007;
OYAMA et al., 2008a, 2008b; CHETBOUL et al., 2009; FARACE et al., 2009b;
SAUNDERS et al., 2009; TARNOW et al., 2009).

Die echokardiographischen Parameter enddiastolische und endsystolische
Durchmesser, gemessen in der rechtsparasternalen Léngsachse, enddiastolische
und endsystolische Volumina, jeweils gemessen in der rechtsparasternalen
Langsachse und im linksapikalen Vierkammerblick sowie die errechneten
biplanen Werte, und der Durchmesser des linken Atriums sowie das Verhéltnis
der Durchmesser des linken Atriums und der Aorta (LA/Ao) korrelierte statistisch
signifikant positiv mit der NTpro-BNP-Konzentration. Die Verkiirzungs- (FS)

und Ejektionsfraktionen (EF) korrelierten statistisch signifikant negativ mit der
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NTpro-BNP-Konzentration; das bedeutet, dass niedrigere FS- und EF-Werte zu
hoheren NTpro-BNP-Konzentrationen fiihrten. Dies ist durch die abnehmende
systolische Funktion zu erkliren und somit in Ubereinstimmung mit den anderen
echokardiographischen Parametern zu sehen. Der Zusammenhang mit den
linksventrikuldren Volumina ist am stdrksten ausgeprigt, die Korrelations-
koeffizienten liegen sowohl fiir die in der rechtsparasternalen Lingsachse und im
linksapikalen Vierkammerblick ermittelten sowie die errechneten biplanen Werte
iiber 0,7. Auch der Detreminationskoeffizient r?, das Verhiltnis von erklarter
Varianz zur Gesamtvarianz als MalB} fiir die Giite der Schitzung, ist fiir die
Volumina jeweils > 0,5. Das bedeutet, dass > 50 % der Varianz der Volumina
durch die NTpro-BNP-Konzentration erkliarbar sind. Fiir die endsystolischen
Volumina in der rechtsparasternalen Léngsachse und im linksapikalen
Vierkammerblick sind dies 57,6 % und 54,5 %, in der biplanen Berechnung 58,4
%, fiir die enddiastolischen Volumina 53,1 %, 50,0 % und 53,9 % (siche Tab. 16,
S. 89).

Beziiglich LA/Ao und der Verkiirzungsfraktion stimmen vorliegende Ergebnisse
mit denen anderer Autoren tiberein (CONNOLLY et al., 2008a; DROURR et al.,
2008; OYAMA et al., 2008a; CHETBOUL et al., 2009; TARNOW et al., 2009).
Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegende Arbeit konnten zwei andere
Autoren keinen Zusammenhang mit der GroBe des linken Atriums sowie dem
endsystolischen Durchmesser des linken Ventrikels (HORI et al., 2008a; FOX et
al., 2009) oder dem enddiastolischen Volumen, bezogen auf die
Korperoberflache, herstellen (CHETBOUL et al., 2009).

Die Limitation dieser Studie besteht in der Tatsache, dass ein Grofteil der Hunde
der gesunden Kontrollgruppe nicht bis zu ihrem Lebensende evaluiert werden
konnten. Dies konnte bedeuten, dass in diese Gruppe Hunde eingeschlossen
wurden, die zwar zum Untersuchungszeitpunkt unauftéllig, genetisch determiniert
aber an Kardiomyopathie erkranken werden. Dies hétte zur Folge, wenn man die
Werte der noch normalen Gruppe bedenkt, dass der Referenzwert niedriger
ausfallen konnte. Dadurch wiirde sich eventuell auch der Cut-off zur
Identifizierung erkrankter Tiere senken oder die Sensitivitit erhohen lassen.

Die Messung von NTpro-BNP kann die etablierten Methoden zur Diagnose der
Kardiomyopathie beim Dobermann bis jetzt nicht ersetzen. Wenn die
aufwindigen, eine hohe Spezialisierung erfordernden kardiologischen

Diagnostika wie 24-Stunden-EKG und Echokardiographie nicht zur Verfiigung
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stehen, konnte die Bestimmung von NTpro-BNP jedoch einen Hinweis beziiglich
der Dringlichkeit einer weiteren diagnostischen Aufarbeitung durch einen
Kardiologen liefern. Gerade die gute Sensitivitidt von 90 % fiir NTpro-BNP zur
Vorhersage echokardiographischer Verdnderungen konnte zukiinftig eventuell die
echokardiographische Untersuchung ersetzen, nicht jedoch das 24-Stunden-EKG.
GroBere Studien sollten dies weiter evaluieren, bevor die derzeitigen
Empfehlungen beziiglich des Screenings auf Kardiomyopathie beim Dobermann
gedndert werden. Es sollte in Langzeitstudien, in denen sichergestellt werden
kann, dass die Kontrollgruppe definitiv aus genetisch gesunden Tieren besteht,
gekliart werden, inwieweit NTpro-BNP bereits im subklinischen Stadium der
Erkrankung ansteigt und ob sich NTpro-BNP eventuell als Biomarker zur
Friihdiagnostik der Kardiomyopathie beim Dobermann etablieren ldsst. Unter
Beachtung der Tatsache, dass NTpro-BNP in der Humanmedizin in der
Notfallmedizin zur Differenzierung von respiratorisch und kardial bedingter
Dyspnoe bereits ein etablierter und zugelassener Biomarker ist und veterinir-
medizinische Studien &hnliche Ergebnisse liefern, wére die Entwicklung tierart-

spezifischer Schnelltests wiinschenswert.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Bis heute kann das okkulte Stadium der Kardiomyopathie beim Dobermann, die
im europdischen Raum eine kumulative Pravalenz von 63 % aufweist (WESS et
al., 2009b), in seinen verschiedenen Auspridgungen nur durch aufwéndige und
kostenintensive ~ Methoden, wie dem = 24-Stunden-EKG  und  der
Echokardiographie, diagnostiziert werden. Die elektrokardiographischen und
echokardiographischen Verdnderungen treten im Allgemeinen allerdings erst in
einem Alter auf, in dem die Hunde bereits im Zuchteinsatz waren. Im Hinblick
auf die genetische Gesundheit des Dobermanns ist es von gro3er Bedeutung, die
genetisch determinierte Kardiomyopathie bereits zu diagnostizieren, bevor sie
weiter vererbt wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zu NTpro-BNP bei der
dilatativen Kardiomyopathie des Dobermanns war es zum einen, erstmalig
NTpro-BNP beim gesunden Dobermann und in verschiedenen Stadien der
Kardiomyopathie zu evaluieren und Referenzwerte zu erstellen, zum anderen, die
Eignung von NTpro-BNP als (Friih-)Diagnostikum zu validieren. Dazu wurden
480 Untersuchungen an 250 gesunden und 108 erkrankten Hunden zwischen 2004
und 2008 analysiert. NTpro-BNP wurde im Plasma mittels dem ELISA
VETSIGN™ Canine CardioSCREEN Ntpro-BNP, Guildhay Ltd., UK, bestimmt.
Die Konzentration von NTpro-BNP stieg mit zunehmender Schwere der
Erkrankung an. Die gesunde Kontrollgruppe mit einer mittleren NTpro-BNP-
Konzentration von 315,7 pmol/l unterschied sich statistisch signifikant von den
okkulten Gruppen und der dekompensierten Gruppe sowie der erkrankten
Gesamtgruppe. Bei einem Cut-off von 413,8 pmol/l erreichte die Area Under the
Curve (AUC) der ROC-Analyse 0,820, Sensitivitit und Spezifitit betrugen
72,4 % und 80,2 % zur Unterscheidung von gesunden und an Kardiomyopathie
erkrankten Hunden. Alter, Gewicht und Geschlecht hatten keinen Einfluss auf die
NTpro-BNP-Konzentration. Echokardiographische Verdnderungen koénnen mit
einer hohen Sensitivitdt (90 %) vorausgesagt werden. Besondere Beachtung
verdient die Tatsache, dass NTpro-BNP bereits im okkulten Stadium mit
ausschlieBlich ventrikuldaren Extrasystolen statistisch signifikant erh6ht war.

Von besonderem Interesse ist die ,noch normale Gruppe®, in die diejenigen

Untersuchungen von Hunden eingegangen sind, die zu diesem Zeitpunkt
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vollkommen unauffillig waren, im Verlauf von Kontrolluntersuchungen aber
diagnostizierbare Verdnderungen im Sinne einer Kardiomyopathie entwickelten.
Obwohl der Mittelwert der noch normalen Gruppe mit 499,7 pmol/l iiber dem der
Gruppe im okkulten Stadium mit ausschlielich ventrikuldren Extrasystolen lag,
erreichte er im Mehrfachvergleich nach Bonferroni dennoch keine statistische
Signifikanz gegeniiber der gesunden Gruppe. Dies konnte an der relativ geringen
Anzahl von nur 17 Patienten in diesem Stadium liegen. Dass nicht alle Hunde der
gesunden Gruppe bis zu ihrem Lebensende verfolgt werden konnten, stellt eine
Limitation dieser Studie dar. Dadurch konnten in der Kontrollgruppe ,,noch
gesunde®, aber genetisch determiniert kranke Hunde eingeschlossen worden sein.
Dies hitte eventuell einen falsch hohen Referenzwert zur Folge. Es wird die
Aufgabe von weiteren Langzeitstudien sein, den in vorliegender Untersuchung
ermittelten Referenzwert anhand einer definitiv aus genetisch gesunden Tieren
bestehenden Kontrollgruppe zu validieren. Auch die Tendenz zu erhéhten NTpro-
BNP-Werten bereits im subklinischen Stadium der Erkrankung sollte anhand
einer grofleren Patientenpopulation weiter verfolgt werden um zu evaluieren, ob
sich. NTpro-BNP eventuell als Biomarker zur Frithdiagnostik der
Kardiomyopathie beim Dobermann einsetzen lésst.

Die Messung von NTpro-BNP kann die etablierten Methoden zur Diagnose der
okkulten Kardiomyopathie beim Dobermann derzeit nicht ersetzen. Wenn die
aufwindigen, eine hohe Spezialisierung erfordernden kardiologischen
Diagnostika wie 24-Stunden-EKG und Echokardiographie nicht zur Verfligung
stehen, konnte die Bestimmung von NTpro-BNP jedoch einen Hinweis beziiglich
der Dringlichkeit einer weiteren diagnostischen Aufarbeitung durch einen
Kardiologen liefern. Aufgrund der hohen Sensitivitidt von 90 % zur Vorhersage
von echokardiographischen Verdnderungen konnte die NTpro-BNP-Messung
zukiinftig eventuell die echokardiographische Untersuchung ersetzen, nicht jedoch

das 24-Stunden-EKG.
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VII. SUMMARY

Up to now, the occult phase of the cardiomyopathy in Doberman Pinschers, with a
cumulative prevalence of 63 % in Europe (WESS et al., 2009b), can only be
diagnosed by specialized and cost-intensive methods, such as the 24-h-ECG
(Holter) and the echocardiogram. Electrocardiographic and echocardiographic
changes usually appear at an age, in which the dogs were already used for
breeding. Considering the genetic health of the Doberman Pinscher breed, it is of
great importance to diagnose the genetically determined cardiomyopathy before it
can be passed on to the offspring.

The aim of this study Analysis of NTpro-BNP in Dilated Cardiomyopathy of
the Doberman Pinscher was to evaluate NTpro-BNP in the Doberman Pinscher
population, in healthy animals as well as in various stages of cardiomyopathy, to
define reference values and to validate the use of NTpro-BNP as a diagnostic tool.
Therefore, 250 healthy and 108 dogs with cardiomyopathy were studied between
2004 and 2008, in total 480 examinations. NTpro-BNP measurements were
performed in plasma samples, using the ELISA VETSIGN™ Canine
CardioSCREEN Ntpro-BNP, Guildhay Ltd., UK.

NTpro-BNP concentrations increased in correlation with the severity of disease.
There was a statistically significant difference between the healthy control group
(mean 315.7 pmol/l) and the occult and decompensated groups as well as the
whole dog population with cardiomyopathy. To differentiate healthy dogs from
dogs with cardiomyopathy, a cut-off value of 413.8 pmol/l was established that
provided an area under the receiver operator curve of 0.820, with a sensitivity and
specifity of 72.4 % and 80.2 %, respectively. There was no significant influence
of age, weight or sex on the NTpro-BNP concentration. Sensitivity reached
90.0 % for predicting abnormal echocardiographic changes. Interestingly, there
was a statistically significant increase of NTpro-BNP in the occult group with
exclusively VPCs even before echocardiographic changes were present.

The “still normal” group, consisting of examinations of dogs that appeared to be
healthy without any measurable signs at that time, but which later on developed
cardiomyopathy, is highly interesting. Although the mean NTpro-BNP level
(499.7 pmol/l) was higher than the mean NTpro-BNP concentration in the occult

group with exclusively VPCs, no statistically significant difference was achieved
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in comparision to the healthy control group using Bonferroni’s equitation. The
small number of only 17 dogs in this group might be a reason for the lack of
statistical significance.

One limitation of this study is the fact that not all dogs, especially those in the
healthy control group, could be followed up to the end of their lives. Therefore, it
might be possible that “still healthy” dogs with genetically determined
cardiomyopathy are included in the healthy control group. As a consequence, the
reference value could be falsely high.

Long-term studies will be needed to validate the reference value in a group of
definitively genetically healthy animals. The tendency to higher NTpro-BNP
values in the still normal group also should be studied in a larger population in
order to evaluate the potential of NTpro-BNP as an early marker of
cardiomyopathy in Doberman Pinschers.

NTpro-BNP cannot replace the Holter ECG and echocardiographic measurements
in the diagnosis of occult cardiomyopathy at present. But if the time-consuming
and cost-intensive methods that require a high specialization are not available,
NTpro-BNP levels could indicate the necessity of referring the patient to a
cardiologist. Because of the high sensitivity of 90 % for predicting abnormal
echocardiographic changes, it might be possible that the measurement of NTpro-
BNP eventually could replace the echocardiographic examination, but not the

Holter-ECG.
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Tabelle 1: Die 20 kanonischen Aminosduren mit zugehdrigem Drei- und Einbuchstabencode.

Aminosiure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Aparaginsdure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminséure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W%
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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Tabelle 2: Linksventrikuldre Durchmesser und Verkiirzungsfraktionen der herzgesunden Hunde
und der Patienten in den einzelnen Stadien (0 = herzgesund, 1 = noch normal 2 = nur VES, 3 = nur
Echokardiographische Verdnderungen, 4 = VES + echokardiographische Verdnderungen, 5 =
dekompensiert; ldngs = rechtsparasternale Langsachse, EDD = enddiastolischer Durchmesser in
mm, ESD = endsystolischer Durchmesser in cm, FS = Verkiirzungsfraktion in %).

Mittelwert | Median Min Max

EDD 4,02 4,04 2,89 4,83

0 | Léngs ESD 2,89 2,90 1,07 4,05
FS 28,10 28,06 9,95 38,51

EDD 4,04 4,09 3,0 4,70

1 | Léngs ESD 2,97 3,05 2,16 3,50
FS 26,13 25,35 17,39 30,0

EDD 4,20 4,20 2,98 5,05

2 | Langs ESD 3,16 3,11 2,14 4,10
FS 25,05 25,75 13,0 40,0

EDD 5,14 5,07 4,60 6,52

3 | Léangs ESD 4,12 4,05 3,28 5,86
FS 19,44 19,50 9,0 35,88

EDD 5,22 5,03 4,37 6,40

4 | Laings ESD 4,24 4,20 3,45 5,46
FS 19,07 19,0 8,0 27,68

EDD 6,01 6,15 5,10 7,0

5 | Léangs ESD 5,21 5,0 4,09 6,70
FS 13,59 11,27 4,0 28,16
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Tabelle 3: Verhiltnis des linksatrialen Durchmessers zum Durchmesser der Aorta (LA/Ao) bei
den herzgesunden Hunden und den Patienten in den einzelnen Stadien der dilatativen
Kardiomyopathie (0 = herzgesund, 1 = noch normal, 2 = nur VES, 3 = nur echokardiographische
Veranderungen, = VES + echokardiographische Verdnderungen, 5 = dekompensiert).

Mittelwert Median Min Max
0 1,31 1,32 0,85 1,73
1] 1,31 1,29 1,10 1,52
2] 1,33 1.33 1,0 1,71
| LA/Ao
3 1,44 1,40 1,12 3,06
4] 1,38 1,44 0.89 1.83
5 2.31 2.24 1,49 3,50

Tabelle 4: Durchmesser von linkem Atrium und Aorta bei den herzgesunden Hunden und den
Patienten in den einzelnen Stadien der dilatativen Kardiomyopathie (0 = herzgesund, 1 = noch

normal, 2 = nur VES, 3 = nur echokardiographische Verinderungen, = VES +
echokardiographische Verdnderungen, 5 = dekompensiert).
Mittelwert Median Min Max
0 3,34 3.32 1,04 4,62
1] 3.26 3.24 1,06 4,17
2] 3,51 3,51 2,56 4,67
| | Linkes Atrium
3 3,74 3,65 2.83 6,21
4] 3,70 3,78 1.81 5.18
5 521 5.32 3,47 6.20
Mittelwert Median Min Max
0 2,60 2,57 1,89 8,91
1] 2,49 2,51 0,85 3,37
2] 2.64 2.64 2,06 3.49
|| Aorta
3 2,64 2.56 2,03 3.26
4] 2.69 2.66 1,93 3.87
5 2,37 2.33 1,91 322
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Tabelle 5: Linksventrikuldre Volumina und Ejektionsfraktionen der herzgesunden Hunde und der
Patienten in den einzelnen Stadien berechnet pro Quadratmeter Korperoberflache (0 = herzgesund,
1 = noch normal 2 = nur VES, 3 = nur echokardiographische Verdnderungen, 4 = VES +
echokardiographische Verdnderungen, 5 = dekompensiert;, li. = linksapikaler Vierkammerblick,
re. = rechtsparasternale Lingsachse, EDV = linksventrikulédres enddiastolisches Volumen in ml,
ESV = linksventrikuldres endsystolisches Volumen in ml, EF = Ejektionsfraktion in %).

Mittelwert Mean Min Max
EDV 75,10 74,68 47,70 100,40

rechts ESV 37,66 37,48 20,60 54,60

EF 49,86 49,79 27,75 66,71

EDV 76,84 77,40 37,0 100,3

0 | Links ESV 41,62 41,50 19,70 54,10
EF 45,94 46,10 19,13 63,73

EDV 75,90 75,83 47,70 97,35

Biplan ESV 39,63 39,50 22,75 51,35

EF 47,65 48,02 7,71 59,35

EDV 76,08 79,46 50,37 93,0

Rechts ESV 39,07 41,60 21,65 53,10

EF 49,11 48,42 39,31 57,92

EDV 76,46 76,47 47,86 99,60

1 | Links ESV 40,43 42,30 25,05 54,20
EF 47,53 48,02 34,59 55,03

EDV 76,27 77,75 51,54 94,0

Biplan ESV 39,75 40,29 24,89 50,25

EF 48,29 48,0 39,51 57,49

2 EDV 78,14 77,30 48,70 97,50
Rechts ESV 40,06 39,52 27,70 55,36

EF 48,28 48,62 34,37 67,64

Links EDV 79,61 82,03 49,50 99,30

ESV 42,72 42,40 25,20 54,91
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EF 46,08 45,88 32,37 58,80

EDV 78,93 80,25 50,0 97,10

Biplan ESV 41,36 42,05 28,90 54,77

EF 47,26 46,80 35,82 60,52
EDV 119,04 110,10 79,68 201,40

Rechts ESV 74,71 69,64 45,81 160,0

EF 37,97 39,91 20,54 50,55

EDV 116,43 110,10 77,05 178,0
3 | Links ESV 73,42 68,40 47,22 131,70
EF 37,62 37,81 25,97 56,49
EDV 117,74 109,85 78,37 189,70
Biplan ESV 74,06 71,12 46,76 145,85

EF 37,89 38,60 26,60 52,35
EDV 114,25 108,0 95,40 144,40
Rechts ESV 72,58 69,0 53,36 106,80

EF 37,20 36,55 22,99 50,0
EDV 111,99 107,78 94,40 142,10

4 | Links ESV 71,18 69,60 49,50 93,10
EF 36,21 36,90 20,64 50,28
EDV 112,88 108,25 94,90 143,25

Biplan ESV 71,85 67,0 51,95 98,20
EF 41,30 38,84 21,82 134,94
5 EDV 161,94 167,45 101,43 215,37
Rechts ESV 123,59 120,90 48,30 202,91

EF 25,48 26,53 6,0 52,38
Links EDV 152,54 144,38 102,79 226,11
ESV 111,52 113,21 57,33 197,42
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EF 27,18 28,08 12,50 44,23
EDV 157,24 156,72 102,11 220,74
Biplan ESV 117,55 117,10 52,82 200,17
EF 26,78 26,41 10,0 48,30
Tabelle 6: Anzahl der Ventrikuldren Extrasystolen in den einzelnen Stadien.
Mittelwert Minimum Maximum
Gesund 4,94 0 46
Noch normal 12,42 0 42
Nur VES 4123,65 103 100000
Nur Echoverinderungen 18,32 0 80
VES + Echoverinderungen 2174,45 141 9501
dekompensiert 2170,31 12 12000
7
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Abbildung 1: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem Durchmesser
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Abbildung 2: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem Durchmesser

der Aorta.
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Abbildung 3: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit LA/Ao.
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EDD Liingsachse rechts parasternal in cm
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Abbildung 4: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem
enddiastolischen Durchmessers des linken Ventrikels, gemessen in der Léngsachse, aufgenommen
von rechts parasternal.
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Abbildung 5: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem
endsystolischen Durchmessers des linken Ventrikels, gemessen in der Langsachse, aufgenommen
von rechts parasternal.
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Abbildung 6: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit der
Verkiirzungsfraktion des linken Ventrikels, gemessen in der Langsachse, aufgenommen von rechts
parasternal.
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Abbildung 7: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem
enddiastolischen Volumen bezogen auf m? Korperoberflache, gemessen von rechts parasternal.
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Abbildung 8: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem
enddiastolischen Volumen bezogen auf m? Korperoberfliche, gemessen von links apikal.
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Abbildung 9: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem
enddiastolischen Volumen bezogen auf m? Korperoberflache, biplane Berechnung.
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Abbildung 10: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem
endsystolischen Volumen bezogen auf m? Kdrperoberfldche, gemessen von rechts parasternal.
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Abbildung 11: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem
endsystolischen Volumen bezogen auf m? Kdrperoberfldche, gemessen von links apikal.
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Abbildung 12: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit dem
endsystolischen Volumen bezogen auf m? Kdrperoberfldche, biplane Berechnung.
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Abbildung 13: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit Ejektionsfraktion

bezogen auf m? Korperoberfliche, gemessen von rechts parasternal.
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Abbildung 14: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit Ejektionsfraktion
bezogen auf m? Korperoberfliche, gemessen von links apikal.
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Abbildung 15: Scatterplot zur Darstellung der Korrelation von NTpro-BNP mit Ejektionsfraktion
bezogen auf m? Korperoberfliche, biplane Berechnung.
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