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I. Einleitung 1

|. EINLEITUNG

Die Mitralklappenendokardiose (MKE) stellt die hifsste Herzerkrankung beim
Hund dar (DETWEILER & PATTERSON, 1965). Als Goldstkard, diese
Erkrankung zu diagnostizieren und den Schweregudaknrteilen, gilt momentan
die Echokardiographie. Diese Untersuchungsmoglithkéeht aber in den
wenigsten Kleintierpraxen zur Verfigung und ist ew®m fur den

Patientenbesitzer vergleichsweise kostenintensiv.

In zahlreichen human- und tiermedizinischen Studigind berichtet, dass
natriuretische Peptide (NP) bei Herzerkrankungéer #rt erhéht sind und mit
der Schwere der Erkrankung steigen. Diese Studierez das Potential der NP,
durch eine einfache Blutuntersuchung Herzerkran&nragich ohne Ultraschall zu
diagnostizieren und eventuell auch den Schweregeiter Erkrankung
festzustellen. Allerdings untersuchen die bishésteextenden Studien Uber NP bei
MKE nur relativ kleine Patientenpopulationen urefdrn fur die Differenzierung
zwischen den verschiedenen Stadien der MKE mithiffer NP keine
Ubereinstimmenden Ergebnisse (SERRES et al., ZVOREMURA et al., 2009).
Weiterhin kénnen NP als prognostische ParametePhgenten im kongestiven
Herzversagen dienen. In der Humanmedizin haberKdieentrationen der NP
nach Therapiebeginn wesentlich bessere Aussagdkraitchtlich der Mortalitat
als die Werte bei Erstvorstellung (LOGEART et 2004). Da die Uberlebenszeit
bei Patienten mit MKE im dekompensierten Stadiuhiessht prognostizierbar ist,
konnten NP eine zusatzliche Option darstellen,Rigiirentenbesitzern hinsichtlich
der Prognose flr ihre Haustiere genauere Informatiezur Verfiigung zu stellen.
So lieRen sich auch Risikopatienten identifiziergie, von einer entsprechenden

Therapieanpassung profitieren kénnten.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Konzernavon N-terminalem pro B-
Typ natriuretischem Peptid (NT-proBNP) und proaé&m natriuretischem Peptid
31 — 67 (proANP) in verschiedenen Stadien der MiKH tm Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe zu untersuchen und zushtden Einfluss von Alter,
Geschlecht und Gewicht festzustellen. Aul3erdemtesotlie prognostische
Aussagekraft dieser beiden NP bei Patienten im mekosierten Stadium der

MKE an verschiedenen Untersuchungstagen evaluendem.
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[l. LITERATURUBERSICHT

1. Mitralklappenendokardiose

Die MKE ist die haufigste Herzerkrankung beim Hub. wird geschatzt, dass
sie etwa 75 % der Herzerkrankungen beim Hund ausm@ETWEILER &
PATTERSON, 1965), wobei ménnliche im Vergleich zeiblichen Patienten
ungefahr das doppelte Risiko haben im Alter einbwscte Form dieser
Erkrankung zu entwickeln (SERFASS et al., 2006¢ Pravalenz ist bei kleinen
Hunden (< 20 kg) hoher als bei groRen Rassen (DHLBE & PATTERSON,
1965; THRUSFIELD et al., 1985; SWENSON et al.,, 19%RFASS et al.,
2006). Cavalier King Charles Spaniel (CKCS) sinddmsponiert die Erkrankung
schon in relativ jungem Alter zu entwickeln, allegs scheint sich das
Fortschreiten der Erkrankung bis zum Herzversagehm nom Krankheitsverlauf
anderer kleiner Hunderassen zu unterscheiden (HAR&S/A et al., 1992,
BEARDOW & BUCHANAN, 1993). Da bestimmte Rassen h@erf als andere
von dieser Erkrankung betroffen sind, wird angen@mmdass genetische
Faktoren eine wichtige Rolle bei der Entstehunglspi Zwei Studien geben
Hinweise darauf, dass es sich um eine polygenetigckrankung handeln konnte
(SWENSON et al., 1996; OLSEN et al., 1999). In eelduellen Studie sind zwei
Gen-Loci beim CKCS identifiziert worden, die in ZAmsmenhang mit der
Entwicklung von MKE stehen (MADSEN et al., 2011).

1.1. Pathologie und mégliche Pathogenese

Die Erkrankung wird durch eine progressive, myxadisat Degeneration der
Mitralklappe alleine oder zusammen mit der Trikdsgklappe verursacht
(PEDERSEN et al., 1996; HAGGSTROM et al., 2005) khMakopische Befunde
sind verdickte Klappensegel mit verlangerten undnédils verdickten Chordae
tendineae. In spaten Stadien der Erkrankung istlidke Ventrikel (LV), der
Mitralannulus und das linke Atrium (LA) dilatierDurch den Insuffizienzjet
verursachte Wandlasionen, gerissene Chordae texaimed sekundére Fibrose
der Klappensegel sind weitere mdgliche pathologis@efunde der MKE
(KOGURE, 1980). Es existiert ein Klassifikations®ys basierend auf dem Grad



Il. Literaturtibersicht 3

der Nodularitat, Verdickung und Verformung der Klap (POMERANCE &
WHITNEY, 1970).

Histopathologisch ist die Erkrankung  durch  Ablagegyu von
Glykosaminoglykanen in der Spongiosa und Fibrosa #dappenapparats
gekennzeichnet. Weiterhin besteht eine mit dem ®obgvad zunehmende
Desorganisation der Kollagenfasern und Abtragung Bedothels (KOGURE,
1980; HADIAN et al., 2007; OYAMA & LEVY, 2009). Vechiedene Studien
konnten Hinweise darauf finden, dass pathologisdheranderungen der
valvularen Interstitiumszellen (valvular intersditi cells, VIC) in aktivere
Myofibroblasten offensichtlich eine Schlisselrollen der myxomatodsen
Degeneration der Mitralklappen spielen (RABKIN ét 2001; BLACK et al.,
2005; HAN et al., 2008). Die Ursachen und molelehakechanismen fur diesen
pathologischen Prozess sind nicht bekannt. Moghwbise fuhrt mechanischer
Stress auf das Endothel und/oder die VIC zu didserdnderung und zur
Freisetzung von Mediatoren, die zur Produktion vBroteoglykanen und
Reduzierung von Kollagen filhren (RABKIN et al., 200Erhdhte tissue growth
factor-3-Isoformen und  Matrix-Metalloproteasen  sindndglicherweise
Mediatoren, die fur die VIC-Differenzierung mitvetaortlich sind (RABKIN et
al., 2001; DISATIAN et al., 2008; AUPPERLE et &#009; OBAYASHI et al.,
2011). Des Weiteren gaben zahlreiche Studien Hswvearauf, dass auch der
Serotonin-Stoffwechsel stark mit der Differenziegwnd Proliferation der VIC
assoziiert ist (JJAN et al.,, 2002; GUSTAFSSON et, &005; OYAMA &
CHITTUR, 2006). Erhthte serotonerge Aktivitat odemiedrigte Serotonin-
Clearance scheint die mitogenen Mechanismen der VAC aktivieren
(CONNOLLY et al., 2009b). Eine weitere Studie zeigtuRerdem eine hdhere
Dichte von Endothelin-Rezeptoren bei myxomatos ndeéen Klappen als an
gesunden Klappen (MOW & PEDERSEN, 1999).

1.2. Pathophysiologie und Verlauf

Die Veranderungen an den Klappen fihren zu eifempletten Koaptation der
Klappensegel und damit zur Insuffizienz. Durch Kiappeninsuffizienz und den
damit verringerten Herzauswurf sinkt der Blutdruokpdurch das Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) aktiviert eirDie damit verbundene
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Natrium- und Wasserretention fuhrt zur Zunahme @ssamtblutvolumens
(KNOWLEN et al., 1983) und somit zur fortschreitendvolumenuberladung des
LV. Zusatzlich tragt auch das Regurgitationsvolumardieser Vergrol3erung des
LV bei (CARABELLO, 1998). Durch den RegurgitatioesfRJ) kommt es auch
zur Erhéhung des Blutvolumens im LA und damit zueeiDruckerhéhung. Diese
Druckerh6hung kann sich bis in die Lungenkapillafentsetzen und so in
schweren Féllen zur Entstehung eines Lungen6demsrfi{KITTLESON, 1998).

Bei kleinen Rassen schreitet die Erkrankung inRksgel langsam, aber mit nicht
vorhersehbarer Geschwindigkeit fort. Bei grol3ensBasscheint die Progression
allerdings schneller zu sein (BORGARELLI et al.,02D Risiko-Faktoren fur
eine rapide Progression stellen Alter, Grad derai#gurgitation und Schwere
der Klappenveranderungen, wie Prolaps der Klappad @Ger Klappenverdickung
oder Ruptur von groReren Chordae tendineae, daGEATROM et al., 1992;
PEDERSEN et al.,, 1999; OLSEN et al, 2003; SERRHSale 2007;
BORGARELLI et al., 2008). Nach dem Auftreten vompgestiven Herzversagen
(congestive heart failure, CHF) scheinen die begtéti Dosis an
Entwasserungsmedikamenten, das Verhéltnis von LA Aarta (LA/A0),
Leistungsfahigkeit, Kreatininkonzentration und disystolische Funktion
prognostische Aussagekraft zu haben (BORGARELLI ak, 2008;
HAGGSTROM et al., 2008). AuRerdem wurde berichtietss Komplikationen
wie Vorhoffimmern, Ruptur eines gréf3eren Sehneafisd oder pulmonale
Hypertonie mit schlechterem klinischen Ausgang asst sind (HAGGSTROM
et al., 2005).

1.3. Schweregradeinteilung
Die  Schweregradeinteilung der MKE kann nach veesbdmen
echokardiographischen Parametern erfolgen. Zushttesteht die Mdglichkeit

einer Unterteilung nach klinischen und réntgenaolgen Anzeichen.

1.3.1. Einteilung nach echokardiographischen Parametern

Der Schweregrad der Mitralinsuffizienz lasst sichit nunterschiedlichen
echokardiographischen Methoden beurteilen. Studrender Humanmedizin
zeigten, dass ein einziger Parameter nicht augraiam eine genaue Aussage zu
treffen (THOMAS et al., 1999; BUCK et al., 2006)eghalb wird sowohl in der
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Humanmedizin (ZOGHBI et al., 2003) als auch in Termedizin (BOON, 1998)
empfohlen, eine Kombination aus zweidimensionaleD) Echokardiographie
und Doppler—Methoden fur die Beurteilung der Mitraliffizienz zu verwenden.
Im Folgenden werden einige routinemalig genutztertBeungsmaoglichkeiten

beschrieben.

1.3.1.1. Beurteilung des Mitralklappenapparats im zweidimengonalen Bild

Der Mitralklappenapparat besteht aus den Annula 8egeln, den Chordae
tendineae und den Papillarmuskeln. Die Evaluatimset Strukturen soll den
Ursprung der Mitralregurgitation (MR) erklaren uedgibt Hinweise auf den
Schweregrad. Zum Beispiel ist ein sogenannter Ehsibildung 1), durch den

Riss einer randstédndigen Chorda tendinea verursathtler Regel mit einer
schwereren MR assoziiert (ZOGHBI et al., 2003; SERBRt al., 2007).

Abbildung 1: Flail des anterioren Mitralklappensegels (Pfe®ufnahme im
rechtsparasternalen Vierkammerblick in der Sysfbke = linkes Atrium; LV =
linker Ventrikel; ¢ = Chordae tendineae; nach SERREal., 2007)

1.3.1.2. Beurteilung des linken Vorhofs

Fur die Beurteilung des Schweregrades der MKE estGrad der Vergrof3erung
des linken Vorhofs ein wichtiger Parameter (PAPRIgt1991; OYAMA, 2004).
Nach Angaben in der aktuellen Literatur (HANSSONakt 2002; SERFASS et
al., 2006; CONNOLLY et al., 2008; LORD et al., 2QMWESS et al., 2010) wird
die Vorhofgrél3e meist im Verhaltnis zur Aorta irr é@salen rechtsparasternalen
Kurzachse bestimmt (Abbildung 2). Hierbei wird @rrchmesser der Aorta auf
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einer Linie zwischen den Punkten, die sich an deomiKissuren der
Aortenklappenblatter orientieren, gemessen. Decbaesser des linken Vorhofs
wird zwischen der Kommissur des nichtkoronaren uhikskoronaren

Aortenklappenblattes und der linksatrialen freiean bestimmt (HANSSON et
al., 2002). Der Zeitpunkt der Messung ist die fridiastole, also der Zeitpunkt

des Aortenklappenschlusses. Bei gesunden Hundensahipeitet das Verhaltnis
LA/Ao den Wert 1,6 nicht (RISHNIW & ERB, 2000; HANE®N et al., 2002).

Abbildung 2: Beurteilung der Vorhofgro3e (LA = linkes AtriunAo = Aorta,
nach OYAMA, 2004)

1.3.1.3. Beurteilung des linken Ventrikels mittels motion male

Mittels des motion modes (M-Mode) kann in der rephtasternalen Langs- und
Kurzachse der Durchmesser des linken Ventrikelglen Diastole (EDD) als
Parameter fur eine Volumenuiberladung und in detoBygESD) als Parameter
fur eine systolische Dysfunktion bestimmt werdeabBi wird entlang einer Linie
durch den linken Ventrikel die Bewegung der entspeeaden Wandsegmente in
der zeitlichen Abfolge dargestellt (SCHILLER et,al989; THOMAS et al.,
1993), (Abbildung 3). Nachteile dieser Methode siddgenauigkeiten, die
dadurch entstehen kdénnen, dass nur an einer StdldHerzens gemessen wird.

Aul3erdem konnen durch eine winkelungenaue Pos#tiong des Schallstrahls in
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der Kurzachse die Dimensionen Uberschatzt werd€@HCBER & BAADE,
2000).

LAVW

Abbildung 3: Motion mode Aufnahme des linken Ventrikels in dechts-
parasternalen Kurzachse; links: Messlinie durch tlieken Ventrikel; rechts:
Wandbewegung im zeitlichen Verlauf, (RV = rechterentfikel, IVS =
interventrikulares Septum, LV, = linker VentrikedlVW = linksventrikulare
Wand, D = Diastole, S = Systole; nach BONAGURA &HBOBER, 2009).

1.3.1.4. Simpson-Scheibchensummations-Methode

In  der Humanmedizin ist momentan die  Simpson-Sdheib-
Summationsmethode fur Volumenmessungen des LV dithddle der Wahl
(LANG et al., 2005; LANG et al., 2006). Bei dieddethode wird der LV im 2-
D-Bild in zwei orthogonalen Ebenen, zum Beispiel limksapikalen Vier- und
Zweikammerblick, dargestellt. Das Endokard wiradler Diastole und der Systole
markiert und dann die Lange des Ventrikels vonMgite des Mitralannulus bis
zur Herzspitze bestimmt. Ein  mathematischer Algtrmus  erstellt
scheibchenférmige Zylinder und berechnet aus ihd@mn das enddiastolische
und endsystolische Volumen der Kammer (KITTLESOMN98). Wenn keine
zwei adaquaten orthogonalen Ebenen verfigbar ¢adn auch eine Ebene
verwendet werden (LANG et al., 2005; LANG et alo08). Messungen in der
Tiermedizin werden in der Regel vom rechtsparaatemVierkammerblick und
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vom links-apikalen Vierkammerblick durchgefuhrt (¥RES et al., 2008; WESS
et al., 2010) (Abbildung 4).

Abbildung 4: Simpson-Scheibchen-Summationsmethode, Aufnahmdirtiean
Ventrikels in der Diastole (links) und in der Systo(rechts) in der
rechtsparasternalen Langsacfrs&ch WESS et al., 2010).

1.3.1.5. Beurteilung mittels Doppler-Methoden

Mittels Farbdoppler ist der objektive Nachweis sirlRJ madglich. Es gibt drei
Methoden, um den Mitralregurgitationsschweregradexaluieren: die jet area,
die Vena contracta und die proximal isovelocityface area (PISA) (ZOGHBI et
al., 2003).

1.3.1.5.1Beurteilung der jet area

Im linksapikalen Vierkammerblick kann mit Hilfe deBarbdopplers das
Verhéltnis des RJ zum LA dargestellt werden (Ahloig 5). Generell kann
gesagt werden, dass grofRe Jets, die eine grol&rkeFtles Atriums ausfillen,
einer grolReren Mitralregurgitation entsprechenkdésne Jets, die nur bis kurz
hinter die Klappen reichen (ZOGHBI et al., 2003)leAdings ist die Korrelation
zwischen jet area und Schweregrad der Mitralregatign aufgrund einiger
technischer und hamodynamischer Limitationen gerifigm einen erscheinen
exzentrische Jets, die an der Wand anstol3en, Klgimeentrale Jets und kdnnen
somit unterschatzt werden (CHEN et al., 1991; ENBEZ-SARANO et al.,
1993; ZOGHBI et al., 2003). Zum anderen erscheantJét desto grofier, je hoher
der Druck im linken Ventrikel ist, weshalb immer saizlich der Blutdruck
gemessen werden sollte (ZOGHBI et al., 2003). Ad&®rkann sich derselbe RJ,
je nach GrolR3e des linken Atriums, kleiner oder graflarstellen (ZOGHBI et al.,
2003). Es hat sich in der Human- und Tiermedizwddat, die RJ-Flache auf die
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Vorhofflache zu normalisieren. In der human- undtexaarmedizinischen
Literatur werden, je nach Autor sehr unterschiédlieine Prozentzahl von 0 —
30 % als milde, 20 - 80 % als moderate und Uber 8D % als hochgradige
Mitralinsuffizienz bezeichnet (HELMCKE et al., 198DETAINT et al., 2005;
MOESGAARD et al., 2005; TARNOW et al., 2009; LJUNGM. et al., 2010).

Abbildung 5: Jet area (rote Umrandung) im Vergleich zur Grdge linken
Atriums (gelbe Umrandung). Der Jet verlauft exzenolr, was zu einer
Unterschéatzung des Schweregrads fuhren kann (nd€iKget al., 2006).

1.3.1.5.2Beurteilung der Vena contracta

Als Vena contracta wird die engste Stelle des ramhd-arbdoppler dargestellten
RJ, welche hinter der Regurgitations6ffnung auftisezeichnet (Abbildung 6).
Vom Durchmesser der Vena contracta konnen Ruicksséliauf die effektive
Regurgitationsoffnung gezogen werden (ENRIQUEZ-SARAet al., 1994). Die
Messung sollte bei gréf3tmoglicher VergréRerung amen Auflésung und in
mehreren Ebenen senkrecht zur Kommissurlinie exfol@ OGHBI et al., 2003).
Nachteile dieser Methode sind, dass die Regurgitatiffnung oft nicht konstant
ist und bei hamodynamischen Anderungen oder wahdemdSystole variieren
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kann (KIZILBASH et al., 1998). Eine andere Studieigte, dass die Vena
contracta die Regurgitationsoéffnung Uberschétzt statk von Flussrate und
Geréteeinstellung abhéngig ist (MASCHERBAUER et, &005). Dagegen
wiesen Lesnik-Sobelga und Mitarbeiter allerdingseegute Korrelation mit dem
Schweregrad nach (LESNIAK-SOBELGA et al., 2004).

Abbildung 6: Regurgitationsjet in axialer (A) und dazu rechikliger (B)
Aufnahme. Die Vena contracta stellt die engstel&tits Jets (Pfeile) dar (nach
MASCHERBAUER et al., 2005).

1.3.1.5.3Beurteilung der proximal isovelocity surface area

PISA ist eine weitere Methode um den Schweregradreavitralinsuffizienz zu
beurteilen und wird in der Humanmedizin routinenga@enutzt (ZOGHBI et al.,
2003). Die PISA-Methode beruht auf dem hamodynanmeisdontinuitatsprinzip,
welches aussagt, dass Flussigkeit, die auf eine &ffipung zufliet, von auRen
nach innen Hemispharen von hoher werdender Gesdigkit und
abnehmender Oberflache bildet. Dieses Prinzip Eisktauf den Blutfluss durch
eine undichte Mitralklappe Ubertragen. Uber denitader proximalen Fluss-
Konvergenz-Hemisphare und das Nyquist-Limit konngsnn die effektive
Regurgitations6ffnung, die Flussrate durch die Rgigationséffnung und die
Regurgitationsfraktion bestimmt werden (ZOGHBI &t 2003) (Abbildung 7).
Nachteile der Methode sind, dass zum einen dieimpae Fluss-Konvergenz-
Zone haufig nicht hemisphérisch ist, worauf abex Hormel zur Berechnung
basiert (SIMPSON et al., 1996). Aul3erdem kdnnereetxische Jets, die keine



Il. Literaturtibersicht 11

kreisrunde Offnung haben nicht genau gemessen weRISA (berschatzt bei
schlitzférmigen Regurgitationséffnungen und unteédzt bei sichelférmigen
Offnungen (TOKUSHIMA et al., 2001).

Abbildung 7: Links: Schema der proximal isovelocity surfaceaa(BISA). Im
axialen Blick wird der Radius (R) zentral paralleur Blutflussrichtung
gemessen. Rechts: Farb-Doppler-Aufnahme von P188hiTOKUSHIMA et al.,
2001).

1.3.2.  Einteilung nach klinischen und rontgenologischen Gachtspunkten

Es gibt verschiedene funktionelle Klassifikatiorsteyne, anhand derer die
Patienten nach klinischen Parametern, wie Leistofysache und Husten oder
Kardiomegalie auf dem Rdntgenbild, eingeteilt wardETTINGER SJ, 1970).
Die verschiedenen Systeme variieren in den Detdiés)en aber als Schema um
die Patienten nach dem Grad ihrer Symptome eintéAd@KINS et al., 2009).

1.3.2.1. Modifiziertes System nach der New York Heart Assoeition

Die humanmedizinische New York Heart AssociationY) hat ein
Einteilungssystem entworfen, das vier Krankheifestubeschreibt. Fir die
Tiermedizin wurde dieses System leicht modifizienhd kann wie folgt
zusammengefasst werden: Klasse 1 beschreibt Ratienit asymptomatischen
Herzerkrankungen. Zu Klasse 2 gehdren Patientereimer Herzerkrankung, bei
denen nur bei starkerer Belastung Symptome auftré®atienten der Klasse 3
zeigen bereits Symptome bei milder Anstrengung unmimalen taglichen
Aktivitaten. Klasse-4-Patienten haben auch in Rettevere klinische Anzeichen
(ETTINGER SJ, 1970; CHETBOUL et al., 2007). Diedemteilungssystem
geho6rt zusammen mit dem System des InternationallZmimal Cardiac Health
Council (ISACHC) zu den bekanntesten Klassifizigggmaoglichkeiten (ATKINS
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et al., 2009).

1.3.2.2. International Small Animal Cardiac Health Council

Das rein tiermedizinsche ISACHC-System ist ein gre$ System, welches
Patienten anhand ihrer klinischen Symptome eintaild zusatzliches Kriterium

wird die im RoOntgen oder im Ultraschall darstelbbarKardiomegalie

eingeschlossen (ISACHC, 1999). In der aktuelleneraitur wird dieses
Klassifikationssystem momentan am haufigsten vedeefGOUNI et al., 2007;

SERRES et al., 2007; BORGARELLI et al., 2008; OYAM#Aal., 2008).

Tabelle 1: ISACHC-Klassifikation

ISACHC la ISACHC Ib ISACHC I ISACHC llI
Asymptomatischer Asymptomatischer  Mildes bis Fortgeschrittenes
Patient; keine Patient; moderates Herzversagen;

Kardiomegalie | radiologisch oderl Herzversagen; | schwere klinischg
echokardio- Klinische Zeichen Symptome wie
graphisch wie Husten oder Dyspnoe,
darstellbare | leichte Dyspnoe in deutlicher Aszites
Kardiomegalie Ruhe oder bei | oder kardiogener
geringer Schock
Anstrengung

vorhanden

1.3.2.3. System des Canine Heart Failure International Expetr Forum und
des American College of Veterinary Internal Medicire

Das Einteilungssystem des Canine Heart Failurerdat®mnal Expert Forum
(CHIEF) ist das neueste Klassifikationsmdglichkeit der Veterindrmedizin
(STRICKLAND, 2008; HAGGSTROM, 2009) und ist dem hammedizinischen
System des American College of Cardiology/Americleart Association
angepasst (HUNT et al., 2001). Es unterscheideh sion den beiden
erstgenannten Systemen durch zwei wichtige Pulkiede, die bereits im CHF
waren, aber symptomlos unter Therapie sind, werdelnt in die selbe Gruppe
eingeteilt, wie asymptomatische Hunde, die nochimeHerzversagen waren.

AulRerdem werden Hunde beriicksichtigt, bei denennekemomentane
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Herzerkrankung vorliegt, aber ein hohes Risiko halzi erkranken, wie z.B.
CKCS oder Dobermanner (HAGGSTROM, 2009).

Tabelle 2: CHIEF-Klassifikation

Stadium A Stadium B Stadium C Stadium D

Patienten ohne Patienten mit C1: Patienten im Refraktares

nachgewiesene| dokumentierter | Herzversagen, | Herzversagen;

Herzerkrankung,| Herzerkrankung, aber unter nicht responsiv
aber mit dem aber ohne Therapie auf optimale
Risiko zu Anzeichen fur symptomfrei Therapie;
erkranken Herzversagen . . erganzende
g C2: mildes bis g
Methoden notig,
moderates
um den Patienten
Herzversagen

am Leben zu

C3: schweres big erhalten

lebensgefahrliche

n

Herzversagen

Eine ahnliche Form dieses neuen Klassifikationssystwird im Consensus
Statement des American College of Veterinary Irakktedicine zur Therapie der
MKE empfohlen (ATKINS et al., 2009). Hier wird zuglich eine Aufteilung in
Stadium B1 und B2 vorgenommen, je nachdem, ob einggenologisch oder
echokardiographisch darstellbare Kardiomegalie (B&jiegt oder nicht (B1).
Aul3erdem fallt hier die Untergliederung des Stad®nm mehrere Untergruppen

weg.

2. Natriuretische Peptide

1981 injizierten de Bold und Mitarbeiter Ratten exinExtrakt aus atrialem
Gewebe und induzierten damit Natriurese (DE BOLDakt 1981). Diese
Beobachtung fiihrte zur Entdeckung einer neuen Klassn Hormonen, den

natriuretischen Peptiden.
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2.1. Allgemeines und Funktion

Die Familie der NP ist eine Gruppe von phylogemétisstrukturell und
funktionell verwandten Peptiden. Die Hauptfunktidreser Peptide mit ihren
natriuretischen, diuretischen und vasodilatatoeschEigenschaften ist die
Regulation des Flissigkeitshaushalts (NISHIDA et1#890; LEVIN et al., 1998).
Mediiert wird die Wirkung der NP durch eine Reilmnwspezifischen Rezeptoren
(VANDERHEYDEN et al., 2004).

2.2. Einteilung der natriuretischen Peptide

Bis jetzt sind funf verschiedene Peptide dieserp@eubekannt. Das atriale
natriuretische Peptid (ANP) mit seinem in der Nigreduziertem Aquivalent
Urodilatin (SCHULZ-KNAPPE et al., 1988), das B-Tymtriuretische Peptid
(BNP), das C-Typ natriuretische Peptid (CNP), danddoaspis natriuretische
Peptid (DNP) und das ventrikulare natriuretischetide(VNP). DNP wurde im
Gift der grinen Mamba gefunden (SCHWEITZ et al.92)9 wobei ebenfalls
DNP-Immunoreaktivitdt in humanem Plasma gezeigtdererkonnte. Welches
Gewebe DNP beim Menschen produziert ist allerdbigBer unklar (SCHIRGER
et al., 1999). VNP wird vermutlich nur von primén Fischen produziert
(INOUE et al., 2005). ANP, BNP und VNP werden pniman Kardiomyozyten
produziert, wahrend CNP vor allem im Gehirn und &hdlium freigesetzt wird
(TAKEI et al, 2007). Es wird vermutet, dass CNP wsbl
Neurotransmitterfunktion im zentralen Nervensystas auch eine Rolle in der
Regulation des Gefal3tonus hat (BARR et al., 1996L RY et al., 2006). Im
Gegensatz zu ANP und BNP hat es keine natriuretisder diuretische Wirkung
(IGAKI et al., 1998; HORIO et al., 2003).

2.2.1. Atriales natriuretisches Peptid und aminoterminales atriales
natriuretisches Peptid

ANP wird vor allem in beiden Vorhofen produziertduals proANP 1 - 126 in

Granula gespeichert (HABIBULLAH et al., 1995). Bmihohter Wandspannung

der Atrien, die durch Volumen- oder Druckuberladuergtsteht, wird das C-

terminale Ende, ANP 99 - 126 (ANP) abgespalten imdlen Blutkreislauf

freigesetzt (HABIBULLAH et al., 1995; VESELY, 2003)o0 es durch Erh6hung

der glomeruléaren Filtrationsrate (GFR), der NatrAomsscheidung und durch
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Senken der Natrium-Ruckresorption Natriurese undurdde induziert

(WEIDMANN et al., 1986; ZEIDEL et al., 1988). Auchird die Sekretion von

Renin, Angiotensin Il und Aldosteron inhibiert (RHIBRDS et al., 1988) und die
zentrale und periphere Aktivitat des Sympathikusegemt (LEVIN et al., 1998).

Das N-terminale Ende, proANP 1 — 98 (NT-proANP)idMdchstwahrscheinlich
zusammen mit ANP sezerniert (WINTERS et al., 1988).proANP wird weiter

proteolytisch in Fragmente aufgespaltet, die ausAtainoséduren 1 - 30, 31 - 67
und 79 - 98 bestehen (WINTERS et al., 1989). DiefANP-Peptide scheinen
ahnliche physiologische Funktionen wie ANP zu habéBSELY et al., 1987).

Andere Autoren hingegen beschreiben keine biolbgis®Aktivitat dieser

Fragmente (WEIR et al.,, 1994). Die Ventrikel selpsbduzieren kaum ANP,
allerdings ist die Produktion gesteigert bei voludieerladenen oder
hypertrophierten Ventrikeln und auch bei Feten Mednaten (DE BOLD et al.,
1981; SAITO et al., 1989; LEVIN et al., 1998). Dialbwertszeit (HWZ) von

ANP betragt ein bis funf Minuten. Dagegen besitZ-pMoANP die acht- bis

zehnfache HWZ (LEVIN et al., 1998).

2.2.2. B-Typ natriuretisches Peptid und N-terminales pro BTyp
natriuretisches Peptid
BNP kann tberall im myokardialen Gewebe gefunderderg aber vor allem in
den Ventrikeln (SUDOH et al., 1988; PORTER et 3889). Nach Stimuli, wie
Dehnung des Myokards oder Hypoxie (NAKAGAWA et d1995; GOETZE et
al., 2004), wird das Vorlaufermolekul pra-proBNP -1 134 produziert
(MARTINEZ-RUMAYOR et al., 2008). Nach Abspaltungnes 26 Aminosauren
langen Peptids entsteht proBNP 1 - 108 (SUDOH.e888). Anschliel3end wird
dieses Peptid in zwei Teile aufgespaltet, namlichkdén aminoterminalen und
biologisch inaktiven Teil, NT-proBNP 1 — 76, undsdaologisch aktive BNP 77 -
108. Nach seiner Freisetzung scheint BNP in gleithieise wie ANP Diurese
und Natriurese zu induzieren und das sympathisareedsystem und das RAAS
zu inhibieren (NISHIDA et al., 1990; CLARKSON et.,al996; LEVIN et al.,
1998; BRUNNER-LA ROCCA et al., 2001). Da die HWZ nviNT-proBNP
deutlich langer als die von BNP ist, wird die Masgwon NT-proBNP der von
BNP vorgezogen (VANDERHEYDEN et al., 2004; DANIEL® MAISEL,
2007).
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2.3. Hauptanwendung in der Humankardiologie

Die NP, vor allem BNP und NT-proBNP haben sich &kmrdiovaskulare
Biomarker in der Humanmedizin etabliert. Es wur@zejgt, dass sie exzellente
Marker sind fur die Diagnose von akutem Herzversawys Patienten, die wegen
Dyspnoe in die Notaufnahme gebracht werden (MAISERI., 2002; JANUZZI
et al.,, 2005). Vor allem, wenn traditionelle Diaghkmethoden, wie RoOntgen
oder Ultraschall, keine eindeutigen Ergebnisseelief kann die zusatzliche
Bestimmung von NT-proBNP die Genauigkeit der Diaggoverbessern
(MUELLER et al., 2004; JANUZZI et al., 2005). Audem konnen NP genutzt
werden, um Aussagen Uber die Prognose bei PatienmteHerzversagen, mit
ventrikularer Dysfunktion oder mit Herzinfarkten meffen (TSUTAMOTO et
al., 1999; HALL, 2004; LOGEART et al., 2004; BAYESENIS et al., 2007). In
zahlreichen Studien konnte nachgewiesen werden,s dizel- oder
Serienmessungen oder die prozentuale Anderung z@nsewei Messungen von
NP dabei helfen kdnnen, Risikopatienten zu idenéfen (MAEDA et al., 2000;
CHENG et al., 2001; LOGEART et al.,, 2004). Aul3erdeaieinen NP eine
bessere prognostische Aussagekraft hinsichtlichbMadéat und Mortalitat zu
besitzen als herkdmmliche klinische und echokardiplgische Parameter
(GARDNER et al., 2003). Eine weitere Indikation fien diagnostischen Einsatz
von NP in der Kardiologie ist die Therapieanpassanigand von NP. In neueren
Studien konnte gezeigt werden, dass eine medikd@®sentherapie, die anhand
der BNP- oder NT-proBNP-Konzentration angepasstdeuden herkémmlichen
Therapieansatzen tUberlegen war (TROUGHTON et @002JOURDAIN et al.,
2007).

2.4. Natriuretische Peptide in der Kleintiermedizin

Auch in der Kleintierkardiologie besteht das Patdntmit Hilfe der NP
herzkranke Patienten zu identifizieren oder den wechgrad einer
Herzerkrankung festzustellen. Zahlreiche Studieianden und Katzen konnten
zeigen, dass ANP, NT-proANP, BNP und NT-proBNP [&atienten mit
Herzerkrankungen in héheren Konzentrationen imrRéasder Serum vorhanden
waren als bei gesunden Kontrolltieren (VOLLMAR &t 4991; HAGGSTROM
et al., 1994); (SISSON, 2003; CONNOLLY et al., 20G68RI et al., 2008);
(OYAMA et al.,, 2007; OYAMA et al.,, 2008). Aulierdemrgaben mehrere
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Studien, dass die NP-Konzentrationen mit der Schwaner Herzerkrankung
kontinuierlich ansteigen (MACDONALD et al.,, 2003, EBRANCESCO et al.,
2007; CHETBOUL et al.,, 2009) und signifikante Ustiede zwischen
verschiedenen Krankheitsschweregraden bestehen TBEHL et al., 2009;
WESS et al., 2011).

Vergleichbar mit humanmedizinischen Ergebnissensaveauch tiermedizinische
Studien darauf hin, dass NP zur Unterscheidungrgspiratorischen Symptomen
kardialer und nichtkardialer Ursache hilfreich skimnten, wenn konventionelle
Diagnostikmethoden nicht eindeutig sind. DeFrancastd Mitarbeiter zeigten,
dass die BNP-Konzentrationen bei Hunden mit Atemaafgrund einer

dekompensierten Herzerkrankung deutlich héher aladei Hunden mit Husten
oder Dyspnoe aufgrund einer extrakardialen ErkragkiDEFRANCESCO et al.,
2007). Ahnliche Ergebnisse konnten fiir NT-proBNPzimei weiteren Studien
gefunden werden. Um Hunde mit respiratorischen $gmpn von Hunden im

kongestiven Herzversagen zu unterscheiden, schidgama und Mitarbeiter und
Fine und Mitarbeiter einen NT-proBNP Cutoff-Wertrw®158 pmol/l bzw. 1400
pmol/l vor (FINE et al., 2008; OYAMA et al., 2009Auch Boswood und

Mitarbeiter zeigten, dass Uber die NT-proBNP-Kortiion Hunde mit

respiratorischen Erkrankungen von solchen mit H&eraekungen unterschieden
werden konnten. Allerdings war der vorgeschlagea®fGWert von 210 pmol/l

wesentlich niedriger als bei den beiden zuvor geteanAutoren (BOSWOOD et
al., 2008). Auch bei Katzen kdnnen NP zur Untersitivey von kardialer und
nicht-kardialer Dyspnoe eingesetzt werden (CONNOLL&t al., 2008;

CONNOLLY et al., 2009a; FOX et al., 2009).

In einigen Studien wird zusatzlich auch von einevgmostischen Aussagekraft
der NP berichtet (MACDONALD et al., 2003; CHETBOU&t al., 2009).
AulRerdem lieferte eine Pilotstudie an Hunden mit BMKinweise darauf, dass
auch die Therapie von Herzerkrankungen anhand BeKdhzentrationen gezielt
angepasst werden kénnte (ACHEN et al., 2009).

2.4.1. Natriuretische  Peptide in  verschiedenen Stadien der
Mitralklappenendokardiose
Einige Studien untersuchten die Moglichkeit mithilfder NP zwischen

verschiedenen Krankheitsstadien der MKE zu unteidelm. Haggstrom und
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Mitarbeiter zeigten schon 1994, dass ANP bei CKGSMKE in NYHA-Klasse
[l und IV signifikant hohere Werte als herzgesun@&CS haben. Keine
Unterschiede konnten allerdings zwischen gesundemdéh und den Klassen |
und Il gefunden werden (HAGGSTROM et al., 1994)i Beer kleine Gruppe
von 19 Hunden (17 mit MKE, zwei mit DCM) stellters@&no und Mitarbeiter fest,
dass die BNP-Konzentrationen mit zunehmender NYHasKe kontinuierlich
anstieg (ASANO et al., 1999). Bei einer Populatkam CKCS mit MKE, deren
Schweregrad nach dem Verhdltnis des RJ zum LA wiigevurde, konnte
allerdings erst ab einem hochgradigen Befund aniffkanter Unterschied bei
den BNP- und NT-proANP-Werten im Vergleich zur Kaflgruppe festgestellt
werden (TARNOW et al., 2009). In einer weiterendumit CKCS mit MKE
waren die BNP-, ANP- und NT-proANP-Konzentrationen CHF deutlich
erhoht. Dabei waren die NT-proANP- und ANP-Wertechauschon im
kompensierten Stadium bei Patienten mit vergroBeammerdimensionen
erhoht, die BNP-Werte dagegen erst im dekompeesiertStadium
(HAGGSTROM et al., 2000). Auch Moesgaard und Mikgtdr zeigten, dass die
NT-proBNP-Konzentration im Plasma erst bei Patientenit einer
Mitralregurgitation von > 50% und im CHF signifikarangestiegen war
(MOESGAARD et al., 2010).

Oyama und Mitarbeiter fanden in einer Studie m@ Hunden mit MKE und 18
Hunden mit DCM heraus, dass mittels NT-proBNP gdsurHunde von

erkrankten Hunden unterschieden werden konntenasgchptomatische Hunde
mit HerzvergroRerung signifikant hohere Werte daks ehne Herzvergrof3erung
hatten (OYAMA et al., 2008). Ahnliche Ergebnisserden in zwei weiteren
Studien gefunden, die eine signifikante Erh6éhung NM&-proBNP-Werte bei

Hunden mit MKE in ISACHC-Klasse Ib im Vergleich 6ACHC-Klasse la

zeigten (DROURR et al., 2008; CHETBOUL et al., 200%akemura und

Mitarbeiter allerdings konnten bei einer Studierydapon von 72 Hunden mit
MKE und 36 Kontrolltieren keinen Unterschied zwisnhden ISACHC-Klassen
la und Ib finden und erst ab ISACHC-Klasse Ib eisgmifikanten Unterschied in
der NT-proBNP-Konzentration zur Kontrollgruppe fstlen (TAKEMURA et

al., 2009).

2.4.2. Natriuretische Peptide als prognostische Parameter
Bisher sind die Mdglichkeiten, das Risiko fur Mdittt bei Hunden mit
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Herzerkrankungen vorherzusagen, sehr limitiert. ddatintersuchten mehrere
Studien die Moglichkeit, mithilfe von NP Herzversag oder Mortalitat im
Vorhinein zu bestimmen. Greco et al. berichtete@32@lass in einer Population
von 23 Patienten im CHF aufgrund von unterschiedlicHerzerkrankungen eine
ANP-Konzentration von > 95 pg/ml mit einer signéik kirzeren Uberlebenszeit
assoziiert war (GRECO et al.,, 2003). In einer weiteStudie mit 25 MKE-
Patienten konnte fur jeden Anstieg der BNP-Konzgitn um 10 pg/ml eine um
44 % erhohte Mortalitdtsrate Uber einen Zeitraumm vio Monaten dargestellt
werden (MACDONALD et al., 2003). NT-proBNP war zozaen mit LA/Ao0 in
einer prospektiven Studie mit 72 Hunden mit asymmatitscher MKE pradiktiv
fur Dekompensation oder Versterben innerhalb voiMbgaten nach der initialen
Untersuchung (CHETBOUL et al., 2009). Auch Reynoldsd Mitarbeiter
berichteten, dass NT-proBNP und LA/Ao geeignet sidds Risiko der
Entwicklung eines Lungenddems bei asymptomatisdbaiienten mit MKE zu
evaluieren (REYNOLDS et al., 2012). Moonarmart Wiidarbeiter beschrieben
in einer aktuellen Studie, dass die NT-proBNP-Kaonzion zusammen mit dem
enddiastolischen Durchmesser des linken VentrigedD) bei Hunden mit MKE
in allen Stadien mit der Mortalitat korreliert. Hie mit einer Konzentration von
> 738,5 pmol/l hatten eine mittlere Uberlebenszeidn 351 Tagen
(MOONARMART et al.,, 2010). Die gleiche Arbeitsgruppzeigte in einer
ahnlichen Patientenpopulation, dass eine Kombina@ois NT-proBNP und
kardialem Troponin | von Vorteil sein kénnte, um s&agen hinsichtlich der
Prognose zu treffen (HEZZELL et al., 2012). In eineeiteren Studie wurde
gefunden, dass Patienten mit MKE in ISACHC-Klassen? 3 mit einem NT-
proBNP-Wert tGber 1500 pmol/l innerhalb von 6 Momaterstarben. Fir diesen
Cutoff-Wert lag die Sensitivitat bei 80 % und dige3ifitat bei 73 % (SERRES et
al.,, 2009). AuBerdem wurde in dieser Studie einssé® prognostische
Aussagekraft fur NT-proBNP als fur Ultraschallpaeder festgestellt (SERRES
et al., 2009).

2.5. Abhangigkeit der Konzentration der natriuretischen Peptide von
Geschlecht, Alter und Gewicht

Verschiedene Faktoren wie Geschlecht, Alter und iG®w konnen die

Konzentration der NP beeinflussen. Mehrere humammesche Studien fanden
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heraus, dass BNP, ANP und NT-proBNP-Konzentratidm&nFrauen signifikant
hoher waren als bei Mannern (REDFIELD et al., 208&ETTON et al., 2003;
FRAGOPOULOU et al.,, 2010), so dass vermutet wurdass der hdhere
Ostrogenspiegel bei Frauen fur diesen Unterscreeamiwortlich ist (MAFFEI et
al., 2001). Chang und Mitarbeiter stellten dageigeeiner aktuellen Studie fest,
dass die BNP- und NT-proBNP-Werte mit der Konzaidn von freiem
Testosteron und nicht mit der von Ostrogen asstaivaren (CHANG et al.,
2007). Weitere Ergebnisse zeigten aul3erdem, dag3- ,ANT-ANP- und BNP-
Konzentrationen auch bei gesunden alteren Persenhéit sind (JANSEN et al.,
1990; WALLEN et al., 1993; DAVIS et al., 1996; REBED et al., 2002). Der
Mechanismus ist bis jetzt nicht geklart. Es wirdmeatet, dass eine mit dem Alter
entstehende gestorte diastolische Funktion, amstdey Blutdruck oder
erniedrigte Ausscheidung tber die Nieren als Ursach Frage kommen kénnten
(WALLEN et al., 1993). Ubergewicht scheint dagegeih niedrigeren BNP- und
NT-proBNP-Konzentrationen assoziiert zu sein (HORW et al., 2001; WANG
et al., 2004; KRAUSER et al., 2005). Es bestehttipothese, dass die fettfreien
Gewebe des Korpers (lean mass) eine Substanz peoeiniz moglicherweise
Androgene, welche die Synthese oder Freisetzung prérproBNP aus den
Kardiomyozyten unterdriicken (DAS et al., 2005).

In der Tiermedizin hingegen gibt es keine Uber@msienden Beobachtungen,
was die Abhangigkeit von NP von Geschlecht, Alted (Gewicht betrifft. So

konnten Oyama und Mitarbeiter und DeFrancesco unidarbeiter keine

Unterschiede der BNP und NT-proBNP-Konzentratiozenschen mannlichen
und weiblichen Patienten und verschieden Altersd Gewichtsgruppen finden
(DEFRANCESCO et al., 2007; OYAMA et al., 2008). Aum einer weiteren

Studie schienen die NT-proBNP-Werte weder mit detterAnoch mit dem

Gewicht zu korrelieren (KELLIHAN et al.,, 2009). Esson und Mitarbeiter

untersuchten NT-proANP und BNP in einer Populatton 17 gesunden CKCS
und fanden heraus, dass die NT-proANP-KonzentraimnGegensatz zu BNP,
mit dem Alter anstieg und mit Zunahme des Korpeigets abfiel (ERIKSSON

et al., 2001). Auch in einer Studie mit Dobermanngurde ein signifikanter NT-

proBNP-Anstieg bei Hunden tber acht Jahren gefAigSS et al., 2011).
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2.6. Abhangigkeit der natriuretischen Peptide von extralardialen
Erkrankungen

Verschiedene humanmedizinische Studien haben deztags BNP- und NT-
proBNP-Konzentrationen ansteigen, wenn die GFR ddeKreatinin-Clearance
abnimmt (MCCULLOUGH & SANDBERG, 2003; LUCHNER et.al2005).
Winters und Mitarbeiter berichteten, dass auch piBAbei Patienten mit
chronischem Nierenversagen deutlich erhéht war (TARS et al., 1988). Auch
in der Tiermedizin haben zwei Studien signifikathare NT-proBNP-Werte bei
azotamischen Hunden dokumentiert (RAFFAN et alQR20SCHMIDT et al.,
2009). Die NT-proBNP-Konzentration war bei den anoischen Hunden 2,4- bis
4,7-mal hoher als bei der jeweils gesunden Komrofipe. Dabei waren NT-
proBNP-Konzentrationen bis zu Werten erhoht, diermaerweise als
diagnostisch fir Herzerkrankung oder Herzversageltery (RAFFAN et al.,
2009). Auch bei Katzen im hochgradigen chroniscNerenversagen waren die
NT-proANP-Werte im Vergleich zu einer gesunden Koligruppe signifikant
erhoht (LALOR et al.,, 2009). Neben gestorter Nié&waktion kénnen auch
zahlreiche andere extrakardiale Erkrankungen zerdtnh6hung der NP im Blut
fuhren. In der Humanmedizin fand man erhOhte NPZ€otrationen bei
Erkrankungen wie systemischer oder pulmonarer Hgpsion, Lungenembolien,
Sepsis oder Hyperthyreose (PHUA et al.,, 2005; RUERGet al., 2006). In
veterindrmedizinischen Studien konnte ebenfalls eiggz werden, dass
systemische und/oder pulmonare Hypertonie bei Humdi einer Erhdhung der
NT-proBNP-Werte assoziiert waren (ATKINSON et &009; OYAMA et al.,
2009). Lee und Mitarbeiter verglichen Patienten @RF mit subklinischer
Herzerkrankung und mit nichtkardialen Erkrankungalher Art mit einer
gesunden Kontrollgruppe und fanden heraus, das®etndchtlicher Anteil der
systemisch erkrankten Hunde eine BNP-Konzentrat@reichten, die als
diagnostisch fur CHF gilt (LEE et al., 2011).
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Background: There is no agreement in current publications iggrthe ability
of natriuretic peptides (NPs) to detect patienth\wubclinical myxomatous mitral
valve disease (MMVD) and to differentiate betweesynaptomatic stages.
Objectives: We sought to compare N-terminal pro-B-type nattiarg@eptide
(NT-proBNP) and pro-atrial natriuretic peptide 367 (proANP) concentrations
between various stages of MMVD and to investigh&einfluence of age, weight

and gender.

Animals: 559 examinations of 116 healthy individuals and 2ZBgs with

MMVD.

Methods: In this prospective study, dogs were classifiet idifferent disease
stages using the modified Canine Heart failure rivggonal Expert Forum

(CHIEF) system. NP concentrations were comparegad®st groups.

Results: Using a cut-off value of 1207 pmol/l for NT-proBN#ad 1578 fmol/ml
for proANP, both NPs were able to differentiate slogth MMVD with and
without CHF (congestive heart failure) considerablyell (NT-proBNP,
sensitivity, 83%; specificity, 85%; proANP, sengily 83%; specificity 86%).
Although there was a significant difference betw€HEF B1 and B2, both NPs
were not able to reliably differentiate between nagiomatic dogs with and
without cardiac enlargement. Intact female dogs8 (p&hol/l and 1036 fmol/ml)
had significantly higher values of both NPs thamaah male dogs (315 pmol/l and

836 fmol/ml).

Conclusions:NPs in MMVD are useful to discriminate betweenigras with
CHF and asymptomatic disease. Due to large ovefl&{P-concentrations

between the groups, NPs don’'t seem to be usefiiffeventiate stages B1 and
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B2. Interpretation of NT-proBNP and proANP valués@d include

consideration of gender-specific values
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Introduction

Myxomatous mitral valve disease (MMVD) accounts &mproximately 75% of
heart diseases in doj®revalence of the disease is higher in small ¢e@9 kg)
than in large breed dogs and disease progressganerally slow, with increasing

severity over a period of yeats.

Various methods to stage the severity of mitrav@atlisease are used in the
current literature. Modified NYHA (New York Hearts&ociation, ISACHC
(International Small Animal Cardiac Health Courtciland CHIEE are
classification systems used for staging of hea¢abke by evaluating the severity
of the patients clinical and radiographic signse TDHIEF system is a newer
approach to categorize patients more objectivelyhenbasis of recent guidelines
of the American College of Cardiology and the Aroan Heart Associatiohln
contrast to previous staging systénpmtients with past signs of congestive heart
failure (CHF), but without current symptoms belongt to the same group as
asymptomatic patients, which never showed sign€idfF. A similar staging
system, which additionally divides asymptomatic slogto two subgroups
according to cardiac size, is recommended by timsetsus panel for therapy of
MMVD of the American College of Veterinary Internidledicine® Traditionally,
for diagnosis of MMVD and assessment of diseasergg\echocardiography and
radiographs are used. To quantify the amount afainialve regurgitation several
echocardiographic approaches based on 2-Dimengi@i) ultrasonography and

Doppler-derived methods are availabfe'?

Both, B-type natriuretic peptide (BNP) and atri@tnuretic peptide (ANP) are
released by myocardial tissue in response to volompressure overload and
therefore increased ventricular and atrial waktstn**?In circulation, BNP and

ANP increase natriuresis and diuresis and decrgagemic vascular resistance.
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ANP is encoded as a 126-amino acid precursor mi@ewadnich is cleaved into its
98-amino acid fragment amino-terminal pro-atrialtriv@etic peptide (NT-
proANP) and ANP. NT-proANP is further cleaved intioe three molecules
proANP 1 - 30, proANP 31 - 67 and proANP 68 *98vhich appear to have all
physiologic functions similar to ANP. However, some authors don't describe
any biological activity® Similarly to ANP, BNP is synthesized as proBNP and
further cleaved into BNP and the biological inaetiN-terminal end NT-

proBNP’

Several studies exist, which investigate conceptmatof NPs in different stages
of MMVD and there is general consent, that NPsuseful to detect patients with
respiratory symptoms due to CHE® However, there is no agreement regarding
the ability of NPs to discriminate patients withaardiac disease from patients
with subclinical stages of MMVD and to differenBabetween asymptomatic
stage$®® The half-lives of NT-proBNP and NT-proANP fragmenare
significantly longer than those of BNP and ANP, ethimake them preferable as
diagnostic marker&:?® Furthermore, studies in humans suggest that proisNP
more sensitive compared to ANP to detect mild iases in atrial filling
pressures and that proANP is the most sensitive marker amaNg, BNP, C-
type NP and NT-proBNP in discriminating NYHA Classindividuals from

healthy individual$®

In humans, NPs concentrations seem to be dependdmtdy mass index (BMI),
age and androgen lev&l§® but no consistent veterinary reports about age-,

gender- and weight-related differences in healibhysdexist? 343

The aim of the present study was to investigateliagnostic accuracy of NT-

proBNP and proANP in different stages of MMVD iiteage study population,



I1l. 1. Publikation 28

using a modified CHIEF system. In addition, we ddug compare the diagnostic
ability of NT-proBNP with proANP and to investigatee influence of age, body
size and gender on NT-proBNP and proANP conceotratin a healthy

population.

Material and method

Animals and examinations

This prospective study included client-owned doiggamious breeds with MMVD
and a healthy control group. Dogs were prospegtigafolled at the Clinic of
Small Animal Medicine, LMU University, Munich, Geany between February
2005 and November 2010. They were either presdatazardiac work-up or

were healthy dogs, based on history and physiahexation, owned by faculty,
staff members, or students. Written owner conserst @btained. Every
examination included a complete physical examimatibood pressure
measurement and echocardiography. If respiratanpsyms were reported by the
owners or were noticed during examination, chedibggaphs were taken. All
data regarding history, physical examination arajaostic findings were
recorded in a standardized datasheet. Blood samwglesdrawn from the

cephalic or saphenous vein or were collected \galar puncture into chilled
tubes containing ethylendiamintetraacetic acid (Bpand serum tubes. EDTA-
samples for NT-proBNP and proANP analysis were idhiately centrifuged at
3600 x g at 4°C for ten minutes, and the plasmaseparated and frozen at -70°C
to prevent enzymatic degradation of the analytam@es were analyzed in
batches in our laboratory by a person trained lajparatory specialist between
December 2009 and January 2011. Serum was useckfimine and urea

measurements.

Plasma NT-proBNP and proANP were analyzed usingweraially available
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assays according to the manufacturers” instruc(@dg3 SIGN Canine
CardioSCREEN NT-proBNP Guildhay Ltd., Biomedicagkina, Austria;
VETSIGN Canine CardioSCREEN proANP 31 — 67 Guildh&y,, Biomedica,
Vienna, Austria). All samples were measured in aapé and the mean of these
two samples were used for data analysis. Both tests I@en previously used and
validated for diagnostic purposes in dé§¥’If the NT-proBNP concentrations
were over the upper detection limit of the ass@®p63pmol/l), samples were
diluted at the ratio of 1:10 with sterile 0.9% sgdichloride solution and
analyzed again. For quality control commercial colrdamples with known NT-
proBNP and proANP concentrations (Biomedica) wesedu If the coefficient of
variation between the two measurements of one sawgs more than 10%, the
sample was analyzed agairhe person performing the assays was blinded to the

dogs’ CHIEF classification.
Echocardiographic and Doppler examinations

Echocardiographic examinations were performed bgee&nced cardiologists
(Dipl. ACVIM or residents) and were obtained frononasedated patients
restrained in left and right lateral recumbendy exclude any hereditary
abnormalities, complete echocardiographic exanonatif all valves with color,
continuous and pulsed wave Doppler was performéanBter of left atrium and
aorta was measured in the right parasternal skiztad the level of the heart base
and left atrium/aorta ratio (LA/Ao) was calculatdThe left atrium was
considered enlarged when La/Ao was > 1.5. To etaluantricular dimensions
motion-mode (M-mode) measurements using the riginhgiernal longaxis view
were used. Criteria of the diagnosis of MMVD wersed as described
elsewheré?® The left apical four-chamber view was used to sssize of mitral

regurgitation with color Doppler. Images were amaly frame-by-frame to
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determine the area of the regurgitant jet (ARJ)ictviwas related to left atrium
area (LAA) (ARJ/LAA)M If tricuspid or pulmonic valve insufficiency was
present, peak velocity of the regurgitant jet wasasured by continuous wave
Doppler as previously reported, to search for ewge of pulmonary

hypertensior{?
Disease staging

Dogs assigned to the healthy control group hadlingcal or echocardiographic

signs of heart disease.

All dogs with MMVD were classified according to tHIEF system on the basis
of their clinical symptoms and cardiac size (Tat)e With respect to recent
recommendatioffs asymptomatic dogs (CHIEF B) were further subsifaed
into B1 (normal cardiac size) and B2 (enlarged he@ardiac enlargement was
present, when left ventricular internal end-diastalimension (LVIDd) and/or

LA/Ao were above the respective reference raffges.

If a patient was seen more than once, disease stagereevaluated at every

recheck. Disease staging was done before the Néeotrations were analyzed.
Effect of Storage

In order to evaluate the effect of storage on thegrity of samples, a long term
storage and a short term storage group for therasnand the CHIEF groups
were created from the available samples. NP restfilsamples that were stored
more than 3 years until analysis were added toldhg term storage groups
(samples from 2005, 2006 and 2007) and resultsropses that were stored less

than 1 year belonged to the short term storagepgraamples from 2010).

Therapy
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Asymptomatic dogs received no therapy. Every patire@€HF received
furosemide and pimobendan. In some patients aro@mgin-converting-enzyme
inhibitor was added. If furosemide alone was néficgant to treat signs of CHF,

additional diuretics like hydrochlorothiazide olrgmolactone were given.
Exclusion criteria

There are conditions, like many systemic diseasdshgpertension, which might
affect NPs concentratior{§* Therefore, dogs with significant systemic disease
(such as renal failure) or any cardiac disease titlae MMVD were excluded.

Additionally, systolic blood pressure over 160 mmAMas an exclusion criterion.
Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using commdycelailable software
(Statistical Package for the Social Sciences 1&.0indows, SPSS Inc,
Chicago, IL, USA;MedCalc for Windows, Version 11.5.0.0, MedCalc $aite,
Mariakerke, Belgium). Data are described as me@md@isrd deviation]. Normal
distribution of the data was evaluated by Kolmoge®mirnov analysis. If data
were not normally distributed, a natural log tramsfation was used. To test a
possible influence of age, weight, sex and neugestatus on the NP
concentrations in the healthy control group, a wag-analysis of variance with
Bonferroni post-hoc correction was performed. Tiustfor repeated
measurements a linear mixed model with Bonferrast{hoc correction was used
to compare the NP concentrations between the daritbthe various MMVD
groups. Receiver-operating characteristic (ROCyeanalysis and interactive dot
diagrams were used to determine the diagnostityabflproANP and NT-
proBNP to predict CHF, to discrimina®HIEF B1 dogs from B2 dogs, to

distinguish the control group from patients in st&f and B2 and to define
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optimal discrimination limits. The areas under thieve (AUC) were calculated.
Optimal cut-off values were determined using RO@Grewanalysis for different
clinical questions. The software indicated the nmaxn of the Youden index: J =
max[SEi + SPi - 1], where SEi and SPi are the seitgiand specificity over all
possible threshold values. This value correspontistive point on the ROC
curve farthest from the diagonal line. Only indegemt observations were
included for ROC curve analysis and dot diagransguihe first examination of
every patient. The long term and short term stogagaps were compared using

an unpaired T-Test. Significance was define® &s.05
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Results

A total of 559 examinations of 352 dogs were pernied as part of this study

between February 2005 and December 2010.

The control group consisted of 116 healthy dogganfous breeds (mean weight,
22.5 kg [17.6]; mean age, 5.7 years [3.9]). Alligwatis in the control group were
only examined once and only one blood sample wad trem each patient. The
group consisted of 30 cross breed dogs, 6 LabrReétievers, 6 Great Danes, 6
Cavalier King Charles spaniels (CKCS), 6 DachsheuBdAustralian Shepherds,
5 Boxers, 5 Golden Retrievers, 4 Jack Russel terrid Beagles, 3 Irish

Wolfhounds, 3 Yorkshire terriers, 2 pugs, 2 Newifdlands, 2 Flatcoated

retrievers and each one of 26 other breeds.

Mean NT-proBNP in the control group was 455.3 pii884.3] and proANP was
945.5 fmol/ml [308.3]. Age and body size had nongigant influence on NP
levels. However, sex and neutering status had mifisignt influence on NT-
proBNP and proANP concentrations. Intact femalesdogd significantly higher
NP values compared with intact male dogs (p = @A8 0.01, respectively),
whereas NP values of male neutered dogs were goffisantly different from
female spayed dogs. Also no difference was fourtdid®n intact and castrated

dogs (Table 2).

In the MMVD group a total of 443 NT-proBNP and pfdR measurements at
different time points of 236 patients (mean weidt8,kg [9.7], mean age, 10.5

years [2.9]) were obtained.

Breeds of the MMVD group included 75 cross bred@sDachshunds, 16 CKCS,
12 Poodles, 9 Jack Russell terriers, 6 Pekine¥arkshire terriers, 4 Beagles, 3

Berger des Pyrenees, 3 Airedale terriers, 3 Bomglies, 3 Chihuahuas, 3
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German Spitz, 3 Maltese, 3 Miniature PinschershBTgu, each 2 of 8 other
breeds and each one of 24 other breeds. The numbRI measurements within

the different CHIEF classification groups are liste Table 3.

Concentrations of both NPs increased with increpsiisease severity. NT-
proBNP values of all disease stages (B1-D) weraifsegntly higher than NT-
proBNP of the control group (Figure 1). ProANP ocemication was not
significantly different between the control groupdaBl1 (Table 2, Figure 2).
ProANP of stages B2 - D1 were significantly higkiesn control and B1 (Figure

2).

For both, NT-proBNP and proANP, the difference lediw stage B1 and B2 was
significant (p = 0.006 and < 0.001, respectiveB9th NT-proBNP and proANP
discriminated patients with acute heart failure ,(C3, D) significantly from all

asymptomatic stages (B1, B2) (p < 0.001).

ROC curve analyses were used to calculate cutalffes for different clinical

scenarios:

1.) The best cut-off value to predict, if a doglwityspnea, but without a murmur
(control versusC2, C3 and D), has CHF or not, was for NT-proBNA.181
pmol/l (sensitivity, 83 %,; specificity, 98 %, AUQ®,95) and for proANP > 1366

fmol/ml (sensitivity, 91 %; specificity, 90 %, AUQ,96).

2.) To distinguish MMVD patients with congestiveanefailure from MMVD

patients without congestive heart failure, ROC eumnalysis was used to
calculate optimal cut-off values. A NT-proBNP cuf-ealue of 1207 pmol/l and a
proANP cut-off of 1578 fmol/ml provided the be&nsitivity (83% and 83%,
respectively) and specificity (85% and 86%, respebt) to distinguish between

dogs with acute heart failure due to MMVD (C2; C8daD) and dogs with
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MMVD (B1 and B2) but without heart failure (Figu®. The area under the
curve (AUC) was 0.89 and 0.9, respectively. Ushmghigher NT-proBNP cut-off
value of > 1800 pmol/l recommended by the manufactuncreased the

specificity to 91 %, but sensitivity was only 70 %.

Although there was a significant difference betw&inand B2, the calculated
cut-off value for NT-proBNP (518 pmol/l) and proANP065 fmol/ml) could not

reliably detect patients with cardiac enlargeméetause the sensitivity (83 %
and 64 %, respectively) and specificity (50 % arkd %, respectively) were
comparatively low and as there was a large ovdskipeen the two groups. The

AUC was 0.7 and 0.7, respectively (Figure 4).

A NT-proBNP cut-off of 545 pmol/l and a proANP ooft- of 1246 fmol/ml were
not useful to differentiate dogs in stage B fronmtcols. Again, sensitivity (60 %
and 39 %, respectively) and specificity (75% anéoBof the calculated cut-offs
were comparatively low. The long term storage groapsisted of 149 samples
(controls: n = 31, CHIEF B1l: n = 30, CHIEF B2: n29, CHIEF C1: n = 18,
CHIEF C2: n = 24, CHIEF C3: n= 13, CHIEF D: n = Fhe short term storage
group consisted of 99 samples (controls: n = 41|EEHB1: n = 16, CHIEF B2: n
= 13, CHIEF C1: n = 18, CHIEF C2: n = 6, CHIEF @3= 5, CHIEF D: n = 0).
No significant difference was found between the N@BNP and proANP values
of the long term and short term storage groups.BEFHD groups were not

compared.
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Discussion

Biomarkers might be beneficial in situations, witenventional imaging
techniques reveal no accurate diagnosis or whewmcaatliography is not available
or too expensive. The aim of this study was towatal how accurate NP could
identify patients with cardiac-related dyspnea éuiNPs are a useful diagnostic
test to differentiate between various disease staga comparatively large study
population of dogs with MMVD.

Similar to previous reports, the present study shemgnificantly higher
concentrations of NT-proBNP and proANP in patiemith CHF compared to the
healthy control group, or asymptomatic dogs with MIM?-23:3345

In this study, a cardiac cause of the dyspnea eanlbd out using a NT-proBNP
value of < 1181 pmol/l and a proANP value of < 13®®l/I in patients without a
cardiac murmur presenting with dyspnea. Both NRe laavery high specificity
(97% and 95%, respectively) to answer this questitmwever, clinically this
question is rarely relevant, as small breed dogjsoui a murmur will not have
CHF due to MMVD. It could be only useful to useiarbarker under this clinical
circumstance, if the patient is difficult to audeits.

More relevant is the question, whether a patieth wicardiac murmur and
dyspnea has CHF or not.

The results of this study are, that using a NT-NBRut-off value of > 1207
pmol/l and a proANP value of > 1578 fmol/ml carfeliéntiate dogs with MMVD
and CHF from dogs with MMVD without CHF with a sénsty of 83% and
83% and a specificity of 85% and 86%, respectivEhese cut-offs are higher
than the cut-off values discussed above to diffindogs without a murmur
(and no MMVD), because cardiac enlargement carrésept in asymptomatic

dogs with MMVD (and this might cause an increasBfhconcentration due to
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cardiac volume overload (CHIEF stage B2). Althoagtifferent assay was used
in the present study, our cut-off value is veryiknto those of two other reports.
Oyama et al reported a cut-off concentration ofl58 pmol/l to detect heart
failure due to any kind of cardiac dise¥send Fine et al suggested a cut-off of >
1400 pmol/l to differentiate dogs with decompend&MVD and DCM from
dogs with primary respiratory disedSeHowever, figure 3 shows that there is
quite some overlap in NP concentrations betweerpgymatic and asymptomatic
patients using the calculated cut-off value. Thisrtap was already demonstrated
in veterinary and human studi€s’’ Using a higher cut-off value of > 1800 for
NT-proBNP increased the specificity to 91 %, butssgvity is only 71 % using
this higher cut-off value. Therefore, under climicmcumstances chances are
better that the test predicts correctly CHF, iff@gNP concentrations are
detected.

These results show that, when chest radiographe@ratardiography reveal no
definite diagnosis of CHF additional testing of Nfé&ild be a useful diagnostic
tool. Furthermore, when a rapid (bed side) diagoasst would be available, NT-
proBNP might be helpful in the emergency assesswofahspnea as shown in
human medicine’® However, NP levels must be interpreted with cegause
increased concentrations can occur in dogs withamy respiratory disease and
pulmonary hypertension and therefore can lead sdiagnosis of CHF in these
patients'®

The present study is to the authors’ knowledgditbe which used the CHIEF
system for disease staging. NT-proBNP-concentratafrdogs in B1 and B2 and
proANP concentrations of dogs in B2, were signifitahigher compared to the
healthy control group. Using a NT-proBNP cut-offueof > 545 pmol/l dogs in

CHIEF B1 and B2 can be differentiated from the tigapopulation with a



I1l. 1. Publikation 38

sensitivity of 60 % and a specificity of only 75 $oproANP cut-off value of >
1246 fmol/ml has a sensitivity of only 39 % andpadficity of 87 %.

The results of the present study confirm the figdiof another study, which
demonstrated a significant difference between do¢SACHC la and b and the
healthy control group’ Class CHIEF B1 and ISACHC la are comparable,
because they both refer to asymptomatic patierttswa chamber enlargement. In
contrast to our findings, there is one study, wiabbwed that CKCS with mild
and moderate MMVD had no significantly higher NGBNP and NT-proANP
concentrations than the healthy control gréuglso no difference between
ISACHC stage la and a healthy control group wasvshoy a second study.The
cause for these different results is not clear. &l@w, in the present study, the
study population was comparatively large, which raye increased the
probability to detect a significant difference beem groups.

Nevertheless, from a diagnostic standpoint it i@lss, that NP measurements
are not useful to differentiate between healthy asyimptomatic patients with
MMVD due to the low sensitivity and specificity tife calculated cut-offs.
Furthermore, dogs with MMVD can be normally easilgntified by a heart
murmur. Therefore, auscultation is a very reliablest cost-efficient and non-
invasive diagnostic tool for every veterinariardtagnose MMVD. Using NPs to
detect asymptomatic heart disease seem to be reefd in the occult stage of
DCM.* Many of these dogs have no obvious murmurs, agetbre, these
patients are difficult to identify and may benéfidm NT-proBNP testing®
Furthermore, the hypothesis, that proANP is abtealesarly stages of MMVD
more accurately, could not be confirnféd®*

Another clinical question that might be relevanthis prediction of cardiac

enlargement in asymptomatic patients, as thosergatmight benefit from early
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therapy. Both, NT-proBNP and proANP were signifitadifferent between
CHIEF B1 and B2. A NT-proBNP cut-off value of 5181pl/l and a proANP
value of 1065 fmol/ml could discriminate dogs iage B1 from those in dogs B2
with a sensitivity of 83% and 64 %, respectivelyt Wwith a specificity of only 50
and 55 %, respectively.

A recent study reports a significant differencéNifi-proBNP concentration
between patients in ISACHC class la and Ib in aocobf 72 asymptomatic dogs
with MMVD. ?° Contrary to these results, NT-proBNP could notrisinate
between ISACHC stage la and Ib in a second repitit44 patient$? This
discrepancy may be attributable to the number tépis examined. A smaller
study may have failed to identify statistical sigrant differences. It is important
to notice that stage ISACHC Ib includes the CHIEges B2 and C1. Therefore,
a direct comparison to the results of the preseiclyss not possible.

Our study shows that, although there was a stilStisignificant difference
between CHIEF B1 and B2, the cut-offs cannot bel @sea basis for clinical
evaluations. The large overlap between the groapde appreciated in Figure 4.
Radiographs or echocardiography are certainly bdiégnostic tests to
differentiate between CHIEF stages B1 and B2.

The present study shows the potential of NPs tectielisease progression, as NPs
concentrations increased with severity of diseG@seal testing of NP, in
consideration of the variability of NPsmight be useful for monitoring disease
progress and identifying patients with clinicallgrgficant heart disease.
However, this hypothesis has to be confirmed bgharstudies.

A further interesting and potentially clinicallyleeant result of our study was the
statistically significant difference in NT-proBNPnh@G proANP concentrations

between intact male and intact female dogs. Previtudies, which did not
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distinguish between intact and castrated dogs, dcowdt demonstrate any
difference in BNP and NT-proBNP concentratidhd’ However, the findings of
the present study are consistent with the resdltseweral studies in humans,
where BNP, ANP and NT-proBNP concentrations wegniicantly higher in

women than in meft;®1°2

The reason for these results is not completelyrckeaecent study suggests that
androgens may mediate the sex-related differenceBNP and NT-proBNP

levels®°

No differences in NP concentrations could be fobetiveen different body size
and age groups, which is consistent with findinfystber studies in dog¥:>**°
However, in one study, which examined only healt§CS, NT-proANP
decreased with increasing weight and increasettier patients* Furthermore, it
was demonstrated recently that a population ofweeigiht dogs had significantly
lower NT-proANP concentration than controls withrmal BMI.>* Also, a study
in Doberman Pinschers showed significantly incréa$é&-proBNP concentration
in dogs > 8 year® These results are similar to those in human meeljicihere
NP levels decrease with increasing BMI and riseliter populatiorf>** These
discrepancies might be explained by the fact thapatients in the present study
were classified according their absolute weight agel. BMI and different life
expectancy among various breeds was not takercamsideratior?

Some of the samples were stored for 3 or more yegdilsanalysis. This might
represent a limitation of the present study ad¢oatuthors’ knowledge there are
no studies regarding long term stability of NP @terinary medicine. Only one
study from human medicine investigated the 2-y&aikty of NT-proBNP stored
at -20 °C and found no substantial loss of immuactieity.> Therefore, we

compared data of samples from 2005 to 2007 (grouwgth results from 2010
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(group 2) and found no statistically significanffelience between long term and
short term stored samples. These findings supperypothesis that there was no
significant degradation of NP’s under storage ctowls of -70 C, although

future studies should investigate that questiothérr

Some of the apparently healthy dogs and some gfdtients with mild MMVD
had NT-proBNP and proANP concentrations in a rahgeis normally observed
in patients with CHF. About half of the patientdlwincreased NT-proBNP
concentrations had concurrent high proANP valudisother dogs had either
increased NT-proBNP levels or increased proANP aldhether these dogs had
a subclinical undiagnosed disease or falsely ebeMvels due to some kind of
assay interference occurrédr if a wide biological range leading to overlap
between diseased and non-diseased animals wasaen is unknown. Except
of testing urea and creatinine concentrationsunihér screening for additional
diseases was undertaken. Although this study exadradarge population, the
number of patients in class CHIEF D was very lowatweduced the statistical
power. Furthermore, to define an optimal cut-ofiregto discriminate between
patients with dyspnea and/or coughing due to CHFpatients with respiratory
disease, a group with dyspnea related to primapiraory disease and
concurrent asymptomatic MMVD is needed. There wasuch group in the
present study, what might limit the use of the affitvalue. Also, mean age and
weight of the control group was different from & VD population. Although
we couldn’t show any significant difference betwege and weight groups this is
a further limitation of the present study.

In summary, this study showed that NT-proBNP ar@ApIP could differentiate
dogs with CHF from patients with MMVD, but still thiout CHF. Cut-off values

were 1207 pmol/l for NT-proBNP and 1578 fmol/ml fmoANP, respectively.
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Although there was statistically significant dif&ce in both NT-proBNP and
proANP concentrations between the healthy contmlg and dogs in CHIEF B
and between patients in CHIEF B1 and B2, sengytauitd specificity of the cut-
off values were low. This indicates that NT-proBaifd proANP might not be
useful to detect asymptomatic dogs with MMVD andlifterentiate CHIEF
stages B1 and B2 in asymptomatic patients. Furtbexnthe present study
showed statistically different concentrations offbNPs between healthy intact
female and intact male dogs. These data indicategénder-specific values
should be considered to interpret concentratioigTeproBNP and proANP.
Comparing both NPs, NT-proBNP performed slightljtéethan proANP.
Taken together, NP may provide additional inforimain diagnosing CHF, but

cannot replace radiographs or echocardiography.
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Table 1.CHIEF classification

Defintion

Stage A Dogs at risk for developing heart disehathave no identifiable cardiac structural

disorder

Stage B Dogs with structural heart disease, but lth&e never developed clinical signs

caused by heart failure

Stage C1 Dogs that had signs of heart failure énptlst, but have no current symptoms

Stage C2 Dogs with mild to moderate heart failure

Stage C3  Dogs with severe to life-threatening hiadrtre

Stage D  Dogs with end-stage MMVD and heart faitha is refractory to standard therapy

CHIEF, Canine Heart failure International Expertriia; MMVD, Myxomatous mitral valve

disease
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Table 2. Effect of sex and spaying on NT-proBNP and proAddRcentrations in gender groups.

Gender n NT-proBNP Mean SD Percentile 05 Percedfile Min  Max
female 31 596 83 427 766 76 1978
female spayed 32 444 81 280 609 33 2630
male 35 315 34 246 385 43 1035
male neutered 18 528 74 371 685 15 1181
Gender N proANP Mean SD Percentile 05 Percentile 95 Min  Max
female 31 1036 61 465 1955 934 1184
female spayec 32 971 54 861 1081 549 1881
male 35 836 50 734 938 389 1583
male neutered 18 923 49 820 1026 585 1205

NT-proBNP, N-terminal pro-brain natriuretic peptiggoANP, pro atrial natriuretic peptide 31 -

67; SD, standard deviation; Min, Minimum; Max, Maxim
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Table 3. Effect of MMV disease stage on Nt-proBNP and préAdbncentrations in different

disease stages.

CHIEF n Mean SD Percentile 05 Percentile 95 Min axM
NT- ¥ Contro 11 458 36 387 529 15 2630
proBNP I 6
in pmol/l
¥ B1 11 711 59 594 827 47 3513
9
T B2 95 987 102 785 1190 258 6322
+ C1 11 2177 168 1844 2510 189 8562
4
+ C2 75 2766 245 2278 3254 236 1005
6
¥ C3 33 4630 507 3596 5663 1051322
2 6
* D 7 4920 946 2604 7236 160 8092
5
proANP 1 Contro 11 945 29 889 1002 398 1955
in I 6
fmol/ml
T B1 11 1048 38 973 1124 218 2422
9
# B2 95 1254 48 1159 1349 451 2450
* C1 11 2006 76 1855 2157 416 4571
4
* Cc2 75 2081 89 1904 2258 615 4050
* C3 33 2396 133 2126 2666 105 4410
5
* D 7 2562 172 2142 2982 178 3067
1

NT-proBNP, N-terminal pro-brain natriuretic peptiggoANP, pro atrial natriuretic peptide 31 -

67; SD, standard deviation; Min, Minimum; Max, Maxim; CHF, congestive heart failure;

MMVD, myxomatous mitral valve disease;? statisfigaignificant different to all other stages, +

statistically significant different to controls, BB2, C3, , ¥ statistically significant differert t

controls, B1, B2, C1-2; t statistically significadifferent to B2, C1-3, D,# statistically signifitia

different to controls, B1, C1-3, D, *statisticabignificant different to controls, B1, B2
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Box plots illustrating the concentration of NT-pfdB according to CHIEF classification. The
whiskers indicate the range of values, the boxesgmts the inter quartile range (IQR) and the line
within the box indicates the median. Outliers axdidated by individual points. Controls: n = 116;
B1:n=119;B2: n=95; C1:=75; C3: n =33, DA/

¥ statistically significant different to all othstages
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¥ statistically significant different to controB], B2, C1-2

*statistically significant different to controls,1BB2
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Box plots illustrating the concentration of proAN&cording to CHIEF classification. The
whiskers indicate the range of values, the boxesgmts the inter quartile range (IQR) and the line
within the box indicates the median. Outliers axdidated by individual points. Controls: n = 116;
B1:n=119;B2: n=95; C1: =75;C3:n=33; D=7

T statistically significant different to B2, C13,

# statistically significant different to controB1, C1-3, D

*statistically significant different to controls,1BB2
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Figure 3.
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acute congestive heart failure (CHIEF C2, C3, B, #8). The diagnostic cut-off values of 1207
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represent false-negative test results
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Figure 4.
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NT-proBNP
proANP
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BNP
ANP
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ARJ
LAA
LVIDd
ROC
AUC

CKCS

natriuretic peptides
myxomatous mitral valve disease

N-terminal pro-B-type natriuretic pejsi
pro-atrial natriuretic peptide 31 - 67

Canine Heart failure International Expestéim (CHIEF)
Congestive heart failure
New York Heart Association

International Small Animal Cardiac Heatbuncil
2 Dimensional

B-type natriuretic peptide

atrial natriuretic peptide

Amino-terminal pro-atrial natriuretic jpiede
body mass index

ethylendiamintetraacetic acid
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motion mode
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Abstract Objectives: In humans with congestive heart failure (CHF), better
outcome is correlated with lower natriuretic peptide (NP} levels after starting treat-
ment and greater percentage reduction of NP levels. Therefore, the aim of this study
was to determine the relationship between absolute and relative changes in N-
terminal pro-B-type natriuretic peptide (NT-proBNP) and pro-atrial natriuretic
peptide 31—67 (proANP 31—67) and overall cardiac survival in patients with symptom-
atic myxomatous mitral valve disease {MMVD). Furthermore, we sought to compare
clinical and echocardiographic status of 12-month survivors and non-survivors.
Animals, materials and methods: 26 dogs with CHF due to MMVD. Initial NP levels, as
well as absolute and percentage changes of follow-up NP levels {between 7 and 30
days after treatment start) and heart failure (HF) class were tested as potential
predictors of overall cardiac survivership. Additionally, various echocardiographic
parameters, creatinine concentrations and furosemide doses were compared
between 12-manth survivors and non-survivors.

Results: Dogs with follow-up NT-proBNP level <965 pmol/l had a significantly longer
overall cardiac survival than patients with NT-proBNP level =965 pmol/l (P = 0.03).
Dogs in a higher HF class had a significantly {P = 0.03) higher probability of shorter
survival independent of their NP levels. When dogs were grouped by 12-month
survival, only follow-up NT-proBNP levels were significantly different between
groups.

* Corresponding author.

E-mail address: gwess@lmu.de (G. Wess).
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Conclusions: HF class at presentation and NT-proBNP levels after initiating treatment
are predictive of mortality in patients with symptomatic MMVD. ProANP 31—67 levels,
percentage reduction in NPs levels, creatinine or urea concentration, echocardio-
graphic parameters and furosemide dase did not predict outcome.

® 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

Abbreviations

ANP atrial natriuretic peptide
BNP B-type natriuretic peptide

CHF congestive heart failure

CHIEF  Canine Heart failure International
Expert Forum

CKCS  Cavalier King Charles spaniel

HF heart failure
ISACHC International Small Animal Cardiac
Health Council

LA/Ao left atrium/aorta ratio

LVIDd  left ventricular internal end-diastolic
dimension

MMVD  myxomatous mitral valve disease

NP natriuretic peptides

NT

-proANP amino-terminal pro-atrial natriuretic
peptide

NT

-proBNP N-terminal pro-B-type natriuretic
peptide

proANP

31—-67 pro-atrial natriuretic peptide 3167

ROC receiver-operating curve

Introduction

Myxomatous mitral valve disease (MMVD) is the
most common heart disease in dogs." Evidence of
the disease is detected in approximately 30% of
dogs aged 13 years or older.? The disease is char-
acterized by a chronic progression, with the
condition worsening from mild to severe over
years.®>* Risk factors for a rapid progression
include age, degree of mitral regurgitation and
severity of valvular changes.*”

Prognostic indicators after the onset of
congestive heart failure (CHF) are the required
dose of furosemide, exercise intolerance, left
atrium/aorta ratio (LA/Ao), serum creatinine
concentration and systolic function.*® There is
also evidence that the Cavalier King Charles
spaniel (CKCS) breed is associated with a better
prognosis compared to a group consisting of other

breeds.® It has also been suggested that patients
developing complications like atrial fibrillation,
rupture of major chordae tendineae and pulmo-
nary hypertension have a worse clinical outcome.?

Cardiac production and release of B-type natri-
uretic peptide (BNP) and atrial natriuretic peptide
(ANP) are primarily mediated through stretch of the
myocardial tissue and cause vasodilation, natri-
uresis and diuresis.’®"" Both peptides are released
in the form of pro-hormones, which are cleaved to
B-type natriuretic peptide and atrial natriuretic
peptide and their N-terminal ends, NT-preBNP and
N-terminal pro-atrial natriuretic peptide (NT-
proANP).'%"* NT-proANP is further cleaved into
three products (proANP 1-30, 31-67, 68-—98),
which all have similar effects as ANP."?

Several studies in veterinary medicine have shown
that natriuretic peptides (NPs) increase with severity
of heart disease and that NPs can be used to
discriminate dogs with dyspnea due to CHF from dogs
with respiratory symptoms without heart dis-
ease."™'® There is also evidence that NPs may be
useful as a prognostic biomarker. McDonald et al.
reported that in a cohort of 25 dogs with MMVD for
every 10 pg/ml increase in BNP mortality over 4
months’ time increased by 44 percent.'” Serres et al.
demonstrated that NT-proBNP could be used in
combination with the clinical status to predict
outcome in a population of dogs with symptomatic
MMVD.'® Another study, which involved 23 dogs with
MMVD and dilative cardiomyopathy of different
stages suggested a significantly greater survival time
in dogs with lower ANP concentration.'® NT-proBNP
and left ventricular end-diastolic diameter, but not
proANP 31—67 predicted all cause mortality in
a cohort of dogs with symptomatic and asymptom-
atic MMVD.Z% However, these studies did not inves-
tigate, if serial NP measurements may add further
information. In human medicine several studies
reported that patients with greater percentage
reduction in BNP and NT-proBNP or lower follow-up
levels after treatment of CHF had longer overall
event-free survival.?' > The percentage reduction
in NP levels and absolute levels after treatment for
CHF seemed to be better predictors of outcomes
than the levels at admission.?*?

Therefore, the aim of the present study was to
evaluate the ability of NP concentrations to
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predict survival in dogs with MMVD in CHF. First, by
evaluating NT-proBNP and proANP 31—67 concen-
trations at the beginning of CHF, and second, to
use absolute and relative changes of NP levels at
follow-up examinations between 7 and 30 days, to
predict overall cardiac survival in dogs with MMVD.
In addition, we sought to compare clinical status,
echocardiographic parameters and creatinine and
urea values between 12-month survivors and non-
survivors.

Animals, materials and methods
Animals

This prospective study included client-owned dogs
with MMVD, which presented for respiratory
symptoms (frequent coughing, or dyspnea) due to
CHF at the Cardiology Service of the Clinic of Small
Animal Medicine, LMU University of Munich,
Germany between January 2007 and June 2010.
Only dogs that were in CHF for the first time at
presentation and did not previously receive CHF
treatment were included in the study. Written
owner consent to participate in the study was
obtained prior to enrollment. Full history was
ascertained by interview with the owner. Each
examination included a thorough clinical exami-
nation, thoracic radiographs and echocardiog-
raphy. Chest radiographs were taken from each
patient and cardiomegaly with enlarged left
atrium, interstitial to alveolar pattern and dilated
pulmonary veins consistent with cardiac pulmo-
nary edema had to be present. Heart failure class
was determined according to the Canine Heart
failure International Expert Forum (CHIEF)
system.?® This classification system includes stages
ranging from A to D. Class A refers to patients at
risk for heart disease and class B to patients with
structural heart disease, but no signs of CHF. Class
C includes animals with past or current signs of
CHF. Patients in C1 have no current signs of CHF,
patients in C2 have mild to moderate HF and
patients in C3 have severe to life-threatening HF.
Class D denotes patients with refractory heart
failure. If severe symptoms were present, patients
were stabilized in an oxygen cage with furosemide
given intravenously as bolus or as continuous rate
infusion before a complete echocardiographic
examination was performed. All patients then
received standardized therapy consisting of furo-
semide and pimobendan. Additional diuretics were
given as needed. Blood for NT-proBNP, proANP
31—67, urea and creatinine testing was drawn
within 24 h of admission.

Echocardiography and standard Doppler
examination

All dogs were examined without sedation in right
and left lateral recumbency. Measurements of the
left atrium and aorta were obtained by the 2D
method using the right parasternal short axis view
at the level of the heart base, followed by calcu-
lation of the LA/Ao ratio.?” To evaluate ventricular
dimensions, motion-mode (M-mode) measure-
ments using the right parasternal long axis view
were used.”® A mean of three consecutive
measurements was used for each variable. Left
ventricular internal end-diastolic dimension
(LvIDd) was indexed to body weight'/3.2? To
exclude any congenital abnormalities complete
examination of all valves with color, continuous
and pulsed wave Doppler was performed. Diagnosis
of MMVD was performed as previously described.'®

Exclusion criteria

Dogs with evidence of significant systemic disease
or concomitant congenital heart disease were not
included. Patients, which died before their follow-
up examination were excluded from the study.

Follow-up

Follow-up examinations were performed within 7—30
days after initial presentation. Physical examination
and complete echocardiography was performed and
blood was drawn for reevaluation of NT-proBNP,
proANP 31-67, urea and creatinine values at the first
follow-up examination. Additional follow-up exami-
nations were performed every 3 months including
echocardiographic examination, but these examina-
tions were only used for this study to determine the
outcome of the patient. End point was cardiac death
of the patient. If the patients were still alive at the
time of data analysis or if they hadn’t been rechecked
within 3 months, outcome was determined in every
case by calling the patient’s owner. Dogs lost at follow
up or that died of non-cardiac diseases were censored
for the statistical analysis.

Blood collection and assays

Blood samples were taken from the cephalic or
saphenous vein or were collected via jugular
puncture into chilled tubes containing ethyl-
endiamintetraacetic acid (EDTA) and serum tubes.
EDTA-samples for NT-proBNP and ProANP 31-67
analysis were centrifuged at 3600x g at 4 °C for
10 min, and the plasma was separated and frozen
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at —70 °C until analysis in our laboratory. Serum
was used for creatinine and urea measurements.
Plasma NT-proBNP and proANP 31-67 were
analyzed using commercially available assays
according to the manufacturers’ instructions.“ All
samples were measured as duplicates and the
mean of these two samples were used for data
analysis. Both tests have been previously used and
validated for diagnostic purposes in dogs.'*3° If
NT-proBNP concentrations were over the upper
detection limit of the assay (3306 pmol/l), samples
were diluted at the ratio of 1:10 with sterile 0.9%
sodium chloride solution and analyzed again.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed by commer-
cially available computer software.®” Data are
reported as median [interquartile range].
Normality was tested by the Kolmogorov—Smirnov
test. As the data were not normally distributed,
the nonparametric Mann—Whitney-U test was used
to compare groups based on 12-month survival
pairwise.  Furthermore, NP  concentrations
between dogs in CHIEF class CZ and C3 were
compared. In the first step, receiver-operating
curves (ROC) were computed on all 26 dogs to
assess the optimal cut-off values for NP-
concentrations to distinguish patients according
to their 12-month survival. Emphasis was given to
select cut off values that provided a good sensi-
tivity and an acceptable specificity at the same
time. In the next step all patients were grouped
according to the aforementioned cut-off values
(and independent of their 12-month survival), i.e.
if they were above or below the calculated cut-off
values, in order to draw survival curves using the
Kaplan—Meier method. Overall survival times were
compared for these groups separated by cut-offs
generated for NP and HF class by the Log rank
test. Starting date was the day of the patient’s first
presentation for CHF, end point was cardiac death.
Censored observations occur in the survival curves
in patients for whom the critical event (death due
to CHF) has not yet occurred. A level of signifi-
cance («) of 5% was defined.

S VETSIGN Canine CardioSCREEN Nt-proBNP,
Vienna, Austria.

4 VETSIGN Canine CardioSCREEN proANP 31-67, Biomedica,
Vienna, Austria.

© Statistical Package for the Social Sciences 18.0 for Windows,
SPSS Inc, Chicago, IL, USA.

 MedCale for Windows, Version 11.5.0.0, MedCalc Software,
Mariakerke, Belgium.

Biomedica,

Results

Atotal of 62 dogs fulfilled the inclusion criteria of the
study. 36 patients had to be excluded from statistical
analysis: 23 patients were excluded because of client
incompliance, 12 patients died before their second
examination and 1 patient was euthanized for non-
cardiac reasons. The final study population consisted
of 26 older (10.5 [2] years), predominantly male
(n=17/26, 65%) andsmall-breed dogs (8 crossbreed,
5 Dachshunds, 3 Poodles, 2 Jack Russell terriers, 1
Bavarian Mountain Scent Hound, 1 Beagle, 1 Berger
des Pyrenees, 1CKCS, 1 Lhasa Apso, 1 Miniature
Pinscher, 1 Parson Jack Russell terrier and 1
Pekinese). At initial presentation (day 1), 14/26 dogs
belonged to CHIEF class €2, 12/26 to CHIEF class C3.
All patients were treated with furosemide and
pimobendan. Two dogs in class C3 received addi-
tional diuretics (hydrochlorothiazide or spi-
ronolactone). Four dogs were still alive at the end of
the study. For six patients no follow-up echocardi-
ography was available and for one dog no initial
creatinine and urea concentration and no follow-up
proANP 31—67 and urea value was available.
Patients were divided into 2 groups according to
their 12-month-survival with the intention to
calculate cut-off values for the NPs and to
compare data from 12-month survivors and non-
survivors (Table 1). 15 dogs didn’t survive 12 month
and 11 dogs did. The only significant difference
between both groups was found to be NT-proBNP
concentration on follow-up examination (day
7—30). Echocardiographic parameters, NT-proBNP
values on day 1, creatinine, urea and proANP
31—67 concentration on both examination points,
percentage changes of NP and furosemide dose
were not significantly different between both
groups. 27% (3/11) of patients in the survivor group
and 60% (9/15) of the non-survivors were in HF
class C3. ROC-curve analyses of NP concentrations
were generated that would calculate optimal cut-
off values to differentiate 12-month survivors from
non-survivors (Table 2). The selected cut-off
values, Kaplan—Meier curves for overall cardiac
survival were studied for patients below or above
the calculated cut-off values (and independent of
their 12-month survival). Dogs with a NT-proBNP
concentration <3047 pmol/l on day 1 did not
survive significantly (P = 0.2) longer than dogs with
a concentration >3047 pmol/l (Fig. 1A). Dogs with
follow-up NT-proBNP level <965 pmol/l survived
significantly longer than patients with NT-proBNP
level 965 pmol/l (P = 0.03) (Fig. 1B). No differ-
ence regarding survival was found for proANP
31-37 concentrations on both examinations
(P = 0.1 for day 1 and P = 0.08 for the follow-up
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Table 1  Various parameters from 12-month survivors and non-survivors.
Survivors {n = 11} Non survivors (n = 15} P-value

N Median IQR N Median IQR
Age in years 11 10.0 2.0 15 11.0 2.0 0.2
Weight in ke 11 9.5 5.6 15 10.0 11.6 0.3
Furosemide in mg/kg/day day 1 11 12.0 4.0 15 12.0 1.0 0.6
Furosemide in mg/kg/day follow-up 11 6.0 4.0 15 6.0 20 0.5
NT-proBNP in pmol/l day 1 11 2940.8  2838.0 15 3057.6 2552.3 0.4
NT-proBNP in pmol/l follow-up 11 928.6 2230.5 15 2589.0 2476.0 0.04
proANP 31—67 in fmol/ml day 1 11 1872.0 489.7 15 2070.8 696.7 0.3
proANP 31—67 in fmol/ml follow-up 11 1761.0 788.6 14 1890.1 1102.4 0.3
Creatinine in g/dl day 1 10 60.0 44.1 15 71.0 40.7 0.6
Creatinine in g/dl follow-up 1 96.0 43.0 14 84.0 24.0 0.5
Urea in mmol/l day 1 10 7.8 9.2 15 8.4 5.8 0.4
Urea in mmol/l follow-up " 13.2 5.6 14 9.9 9.9 0.4
LA/Ao day 1 11 2.2 1.0 15 2.3 0.6 1.0
LA/Ao follow-up 9 2.0 0.5 11 2.1 0.4 0.1
LVIDd/BW'”* day 1 11 1.8 0.5 15 1.8 0.2 0.8
LVIDd/BW!’3 follow-up 9 1.7 0.5 11 1.9 0.4 0.06
Change of NT-proBNP in % 11 —62.6 92.6 15 -21.1 103.1 0.2
Change of proANP 31—67 in % 11 -0.5 323 14 —4.9 47.6 0.9
Change of LA/Ao in % 9 —1.4 33.9 11 —12.4 25.4 0.7

N NC2 N C3 N NC2 N C3
Number of patients in CHIEF class C2 and C3 11 8 3 15 6 9

n, number of dogs; IQR, interquartile range; NT-proBNF, Amino-terminal pro brain natriuretic peptide; proANP 31—67, pro atrial
natriuretic peptide; LA/Ao, left atrium to aorta ratio; LVIDd, left ventricular intemal end-diastolic dimension; BW, body weight;

CHIEF, Canine Heart failure International Expert Forum.

examination, respectively) (Fig. 2). Patients with
greater than 60% NT-proBNP reduction with treat-
ment had no higher probability to survive than
those with <60% reduction in NT-proBNP (P = 0.8).
Also, no difference was found in survival proba-
bility using the percent change of proANP 31—67
between initial and follow-up examination
(P = 0.8) (Fig. 3). Kaplan—Meier survival curves to
predict overall survival for dogs in CHIEF C2 and C3
are shown in Fig. 4. Dogs in CHIEF C2 had a signif-
icantly (P = 0.03) longer survival than dogs in class
C3. Comparing NP concentrations between dogs in
CHIEF class €2 and C3 at first presentation
revealed no statistically significant difference for
both NP (P = 0.2).

Discussion

The present study shows, that the measurement of
NT-proBNP concentration 7—30 days after initi-
ating therapy of CHF and clinical status at the first
presentation for CHF were the best predictors of
overall cardiac survival in dogs with MMVD. Several
studies in veterinary medicine have demonstrated
that higher circulating levels of NPs are important
predictors of a negative outcome in patients pre-
senting with CHF. Greco et al. suggested in a pilot

study that increased ANP concentration is
a predictor of shorter survival in dogs with CHF."®
MacDonald et al. concluded that mortality in
dogs with symptomatic MMVD could be predicted
from increased BNP levels.'” Serres et al. showed,
using a multivariate analysis that NT-proBNP was
an independent predictor of death within 6 months
in patients with symptomatic MMVD."® Moonarmart
et al. reported that NT-proBNP was a marker of
increased all cause mortality in patients with
asymptomatic and symptomatic MMVD.Z However,
the present study is, to the authors’ knowledge,
the first study in veterinary medicine, which
specifically investigated and compared the prog-
nostic ability of NT-proBNP and proANP 31—67 at
two different examination dates. At the day of
presentation all patients had to be in CHF for the
first time. Therapy was standardized to one
treatment option (pimobendan and furosemide) in
order to exclude the possible effect of different
medication on survival time.

The present, prospective study documents that
clinical status at the date of first presentation and
NT-proBNP levels after treatment for CHF provided
the best prognestic information in dogs with CHF
due to MMVD. Dogs in CHIEF C2 (mild to moderate
heart failure) at the first examination day lived
significantly longer than dogs in CHIEF C3 (severe



V. 2. Publikation

62

404

J. Wolf et al.

Table 2 NT-proBNP and proANP 31—67 cut-off
values to differentiate 12-month survivors from non-
SUrvivors.

Cut-off Sensitivity Specificity
value {%} {%}

3047 53 64

NT-proBNP day 1
{mmol/l)
NT-proBNP follow-up 965 87 64
{mmol/l)
proANP 3167 day 1
{fmol/ml)
proANP 31—67 follow-
up {fmol/ml}
Change NT-proBNP (%) —60 80 55
Change proANP 3167 3 Al 45
(%)
NT-proBNP, Amine-terminal pro brain natriuretic peptide;
proANP 31-67, pro atrial natriuretic peptide.

1956 68 64

1867 57 73

to life-threatening heart failure) independent of
their NT-proBNP levels. These findings are similar
to those of Serres et al., who reported a signifi-
cantly longer survival for patients with MMVD in
International Small Animal Cardiac Health Council
(ISACHC) class Il compared to ISACHC class I1."®
However, it is interesting to note that in two
other studies heart failure class was not
a predictor of outcome in multivariable analysis.*
The present study shows, that a NT-proBNP
concentration <965 pmol/l, 7-30 days after
starting CHF therapy was associated with a signifi-
cantly better outcome. In contrast, NT-proBNP
levels on examination day 1 provided no statisti-
cally significant information regarding overall
cardiac survival. However, these results have to be
interpreted with care, because the statistical
power of the present report was low due to the low
numbers of enrolled patients.

The findings of the present study are consistent
with several reports in humans, which compared
association between BNP and NT-proBNP levels in
patients hospitalized for CHF at admission and
discharge with overall event-free survival. They
demonstrated that BNP and NT-proBNP levels after
treatment correlated better with clinical outcome
than levels at admission independent of other
variables.?""** Furthermore, these studies showed
that also a greater percent reduction in BNP or NT-
proBNP levels was associated with better event-
free survival, but it was not possible to confirm
these results in the present investigation. For both
NT-proBNP and proANP 31—-67 no difference in
survival could be shown. This discrepancy may be
attributable to the low number of patients exam-
ined in the present report.

A 100 -
1
80

60 p=0.23

NTproBNP < 3047
pmoliml

NTproBNP >
40 3047 pmol/ml

Survival probability (%)

20

0 200 400 600 800 1000 1200
Time (days)

v}

100 -
80

60 p=0.03

40 E
NTproBNP > :

H NTproBNP < 965
965 pmol/ml

pmol/ml

Survival probability (%)

20

0 200 400 600 800 1000 1200

Time (days)

Figure 1 Kaplan—Meier survival curves according to
NT-proBNP levels at first presentation {day 1) and follow-
up. A: survival curves according to day 1 NT-proBNP
value <3047 pmol/l (solid line} and 3047 pmol/l
(dashed line), P-value: 0.23. B: survival curves according
to follow-up NT-proBNP value <965 pmol/l (solid line)
and 965 pmol/l (dashed line), P-value: 0.03.

Normally, the decision of changing therapy in
patients with CHF is mainly based on subjective
evaluation of symptoms and of radiographic and
blood work results. Our results suggest that NT-
proBNP levels might be used successfully to guide
treatment of patients with CHF by defining a certain
threshold to which levels should decrease during
therapy. There are several reports in humans, which
indicate that NP-guided treatment for heart failure
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Figure 2 Kaplan—Meier survival curves according to
proANP 31—67 levels at first presentation {day 1} and
follow-up. A: survival curves according to day 1 proANP
3167 value <1956 pmol/| {solid line} and >1956 pmol/l
{dashed line), P-value: 0.11. B: survival curves according
to follow-up proANP 31—67 value <2272 pmol/l (solid
line} and >>2272 pmol/l (dashed line}, P-value: 0.076.

might be superior to clinically guided treat-
ment.?"?2On the other hand, there is evidence that
in humans higher initial BNP levels do not decrease
to lower levels as often as lower initial BNP levels
do.?" This finding would limit the use of an absolute
BNP level as a target. In veterinary medicine, there
is one pilot study, which suggested correlation

NT-proBNP and proANP 31—67 percent reduction. A:
survival curves according to NT-proBNP reduction >>60%
(solid line) and <60% (dashed line}, P-value: 0.82. B:
survival curves according to proANP 31—67 change »>—3%
(solid line) and <—3% (dashed line), P-value: 0.77.

between changes in NT-proBNP levels and clinical
decisions in dogs with symptomatic MMVD.2
However, future studies are required to investi-
gate whether NP levels are useful to evaluate
success of therapy in veterinary medicine.

8 Achen SE, Gordon SG, Roland RM. Serial evaluation of NT-
proBNP in dogs with CHF predicts clinical score and the pres-
ence or absence of radiographic pulmonary edema [abstract].
J Vet Intem Med 2009;23:687.
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V. DISKUSSION

1. Natriuretische Peptide in verschiedenen Stadien der

Mitralklappenendokardiose

Biomarker in der Kardiologie kdnnen in Situationhiifreich sein, in denen
konventionelle bildgebende Diagnostikmethoden kesnmedeutigen Ergebnisse
liefern oder eine echokardiographische Untersuchmicht verfigbar oder zu
kostenintensiv ist. Im Rahmen dieser Studie solitégende Fragen mithilfe von

NP beantwortet werden:

1.) Kann festgestellt werden, ob die Dyspnoe einesRt@n kardial bedingt
ist?

2.) Lassen sich herzgesunde von asymptomatischen hekaa Patienten
differenzieren?

3.)Ist es moglich, asymptomatische Patienten mit ¥&egrten

Kammerdimensionen zu identifizieren?

In Publikation 1 wurden diese Fragestellungen ihakr der bisher gréfldten

untersuchten Studienpopulation evaluiert.

1.1. NT-proBNP und proANP im dekompensierten Stadium der
Mitralklappenendokardiose

Wie in vorangegangenen Berichten, wurde in deriegeinden Studie gezeigt,

dass Patienten im Herzversagen statistisch sigmifikibhere NT-proBNP- und

proANP-Konzentrationen im Vergleich zu asymptonditen Hunden mit MKE

haben (ASANO et al., 1999; HAGGSTROM et al., 200AMA et al., 2008;

TARNOW et al., 2009).

In dieser Studie konnte bei Patienten mit Atemabgr ohne Herzgerausch eine
kardiale Ursache der respiratorischen Symptome esabipssen werden, wenn
die NT-proBNP-Konzentration < 1181 pmol/l und di@ANP-Konzentration <
1366 fmol/ml betragt. Beide Cutoff-Werte wieseneegehr hohe Spezifitat (97 %
bzw. 95 %) auf. Allerdings ist dieses Szenario ikBh wenig relevant, da
Patienten im CHF aufgrund einer MKE in der Regal dutliches Herzgerausch
aufweisen. Die Bestimmung der NP in dieser Situati@re nur nttzlich, wenn

der Patient schwierig zu auskultieren ist.
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Von wesentlich grol3erer Relevanz ist die FragegiobPatient mit Herzgerausch
und Atemnot im Herzversagen ist oder nicht. Ind@tiegenden Studie konnten
ab einem Cutoff-Wert von 1207 pmol/l fiur NT-proBNRd von 1578 fmol/ml fir
proANP Hunde mit MKE und CHF von Hunden mit MKE @h@HF mit einer
Sensitivitat von 83 % und einer Spezifitat von 85b%w. 86 % unterschieden
werden. Diese Werte sind hoher als die oben diskati Cutoff-Werte zur
Unterscheidung von herzgesunden Tieren, da einegr¥féerung der
Herzkammern schon bei asymptomatischen PatientehE(E Stadium B2) die
Konzentration der NP erhdhen kann. Obwohl in deriegenden Studie ein
anderer Assay verwendet wurde, ist der ermitteliegploBNP-Cutoff-Wert von >
1207 pmol/l &hnlich den Werten in anderen Studi&mbeschrieben Oyama und
Mitarbeiter, dass ab einer NT-proBNP-Konzentratison > 1188 pmol/l
Herzversagen aufgrund jeder Art von Herzerkrankaiagnostiziert werden kann
(OYAMA et al., 2009). Fine und Mitarbeiter schlugemen Cutoff-Wert von >
1400 pmol/l vor, um Hunde mit dekompensierter MKt UDCM von Hunden
mit primaren respiratorischen Erkrankungen zu wetegiden (FINE et al., 2008).
Bei Verwendung der in dieser Studie errechnetenof€CWerte zeigte sich
allerdings eine Uberlappung der NP-Werte zwischen symptomatischen und
asymptomatischen Patienten. Diese Uberschneidungewaereits in human- und
veterinarmedizinischen Studien demonstriert. Janunz Mitarbeiter zeigten,
dass bei 17% von 1256 Patienten mit Dyspnoe digopfdBNP-Konzentrationen
in einem diagnostisch nicht eindeutigen BereicletagJANUZZI et al., 2006;
OYAMA et al., 2008). Auch Oyama und Mitarbeiter isbteten, dass in einer
Population von Hunden mit MKE und DCM, NT-proBNP-iéezwischen 820
und 1725 pmol/l nicht geeignet waren, asymptomiagigeatienten von solchen im
CHF zu unterscheiden (OYAMA et al., 2008) der vorliegenden Studie erhohte
sich Spezifitdt durch einen hdher angesetzten MBNP Cutoff von > 1800
pmol/l auf 91 %, allerdings sank gleichzeitig dienSitivitat auf 71 %. Fur die
Klinik bedeutet dies, dass die WahrscheinlichkeiGHF korrekt zu

diagnostizieren, bei hheren NP-Konzentrationenraont.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die zusatzlichenBesitng von NT-proBNP von
klinischer Bedeutung sein konnte, wenn Ultraschailld Rontgenuntersuchungen
keine eindeutige Diagnose fur CHF liefern. Aul3erdeinnten NP wie in der

Humanmedizin zur Diagnose von CHF bei Notfallpagen mit Dyspnoe
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verwendet werden, wenn ein Schnelltest verfugbaewallerdings sollten NP-
Werte mit Vorsicht interpretiert werden, da erhOoKienzentrationen auch bei
Patienten mit primaren respiratorischen Erkrankangefgrund von pulmonarer
Hypertonie auftreten und folglich zur Fehldiagno§€HF fihren kdnnen
(OYAMA et al., 2009; KELLIHAN et al., 2011). Weitein fehlte in der
vorliegenden Studie eine Gruppe mit asymptomatrséhi€E und gleichzeitig
vorliegenden  respiratorischen  Symptomen  aufgrundnerei primaren
Atemwegserkrankung. Dies limitiert den Nutzen desebhneten Cutoff-Werts,
um Patienten im CHF von Patienten mit asymptomiagiséIKE und gleichzeitig

primarer respiratorischer Erkrankung zu untersaeid

1.2. NT-proBNP und proANP im asymptomatischen Stadium de
Mitralklappenendokardiose  im  Vergleich  zur  gesunden
Kontrollgruppe

Die vorliegende Studie ist nach dem Wissen der iutdie erste, welche die

CHIEF-Klassifikation anwendet. Die NT-proBNP-Konzetionen bei Hunden in

Stadium B1 und B2 und die proANP-KonzentrationenHunden in Stadium B2

waren im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe #ikgnt unterschiedlich.

Trotz des signifikanten Unterschieds waren die Bendt und Spezifitat

allerdings relativ gering. Bei einem NT-proBNP-Citdé/ert von > 545 pmol/l

konnten Patienten in CHIEF-Klasse B von der gesaritentroligruppe nur mit
einer Sensitivitat von 60 % und einer Spezifitah v % unterschieden werden.

Der proANP-Cutoff-Wert von > 1246 fmol/ml liefere@n Sensitivitat von 39 %

und eine Spezifitat von 87 %.

Somit wurden die Ergebnisse einer Arbeitsgruppdabigs die ebenfalls einen
signifikanten Unterschied innerhalb der NT-proBNBrKentration zwischen
Hunden in Stadium ISACHC | und der gesunden Kolgroppe feststellten
(CHETBOUL et al., 2009). Die CHIEF-Klasse B1 undA{SHC-Klasse la sind
miteinander vergleichbar, da beide asymptomatiftagenten ohne vergrol3erte
Kammerdimensionen reprasentieren. Im Gegensaterzgenannten Ergebnissen
und denen der vorliegenden Studie steht eine Urdktsg, bei der CKCS mit
geringgradiger und mittelgradiger MKE keine sigkagint hoheren NT-proBNP
und NT-proANP-Konzentrationen im Plasma aufwiesels die gesunde
Kontrollgruppe (TARNOW et al., 2009). In einer waign Studie konnte
ebenfalls kein Unterschied zwischen Patienten imsg¢ ISACHC la und
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gesunden Hunden gefunden werden (TAKEMURA et &092. Die Ursache fur
diese unterschiedlichen Resultate ist nicht Kklarlerdings war in der
vorliegenden Studie die Studienpopulation vergleiatise grol3, was die
Wahrscheinlichkeit erhéht hat, signifikante Untéisde zwischen den Gruppen

zu entdecken.

Von einem diagnostischen Standpunkt ist es jeddfdngichtlich, dass NP zur
Unterscheidung zwischen herzgesunden und asymptminet MKE-Patienten
aufgrund der niedrigen Sensitivitdt und Spezifdar ermittelten Cutoff-Werte
nur von geringem Nutzen sind. AulBerdem koénnen Humdgé MKE
normalerweise leicht anhand eines Herzgerduschstifideert werden. Daher
stellt die Auskultation eine sehr zuverlassige,té&oginstige und nicht-invasive
diagnostische Moglichkeit dar, die von jedem Tieraturchfihrbar ist. Dagegen
konnte die Ermittlung der NP-Konzentrationen zuraddiose des okkulten
Stadiums der DCM hilfreich sein. Da viele der b#&wen Hunde kein
Herzgerdusch aufweisen, sind diese Patienten schwerdentifizieren und
wirden von einem NT-proBNP-Test profitieren (WES&le 2011).

NT-proBNP, aber nicht proANP war bei Hunden mitrapyomatischer MKE und
normalen Kammerdimensionen (CHIEF B1) im Vergleiztr herzgesunden
Kontrollgruppe signifikant hoher. Daher konnte diypothese, dass proANP
sensitiver als NT-proBNP ist, um frilhe Stadien BIE zu identifizieren, nicht
gestitzt werden (DAGGUBATI et al., 1997; ASANO &t 4999; HAGGSTROM
et al., 2000)).

1.3. NT-proBNP und proANP in CHIEF-Klasse B1 und B2

Von hoherer klinischer Relevanz ist die FragestgJuob sich asymptomatische
Patienten mit Herzvergrosserung (B2) von denen ohnrergrof3erte
Kammerdimensionen (B1) unterscheiden lassen, darfet in CHIEF-Klasse
B2 von einer frihen Therapie profitieren konntem.dieser Studie waren die
Konzentrationen beider NP signifikant unterschigdlzwischen den Stadien B1
und B2. Der errechnete Cutoff-Wert, um Hunde in EFKlasse B1 von Hunden
in Klasse B2 zu unterscheiden, lag fur NT-proBNP 338 pmol/l nur bei einer
Sensitivitat von 83 % und einer Spezifitdt von 50ufi@ fur proANP bei 1065
fmol/ml bei einer Sensitivitat von 64 % und ein@egifitat von 55 %.

Ein signifikanter Unterschied in der NT-proBNP-Kemtration zwischen den
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ISACHC-Klassen la und Ib wurde in einer aktuellamdte gefunden, die eine
Population von 72 asymptomatischen Hunden mit MKHtersuchte
(CHETBOUL et al., 2009). In einer weiteren Studiét @4 Patienten konnte
dagegen mithilfe von NT-proBNP nicht zwischen ISACHlasse la und Ib
unterschieden werden (TAKEMURA et al., 2009). DisKkdepanz zwischen den
Ergebnissen dieser beiden Studien konnte von deralinder untersuchten
Patienten abhangen, da in Kkleinen Patientenpopokti ein statistisch
signifikanter Unterschied mdglicherweise nicht idiegiert werden kann. Es ist
zu bericksichtigen, dass das Stadium ISACHC IbGHHEF-Stadien B2 und
auch C1 einschlieBt und deshalb ein direkter Verglenit den vorliegenden

Ergebnissen nicht moglich ist.

Auch zur Identifikation von asymptomatischen Pdgen mit vergrofl3erten
Kammerdimensionen scheinen NP-Werte trotz des s8tain signifikanten
Unterschieds nicht geeignet zu sein. Die ermittel@utoff-Werte kdnnen zur
Differenzierung nicht verwendet werden, da auchr die Uberschneidung der
NP-Konzentrationen zwischen beiden Gruppen zu g3 Rontgen und
Echokardiographie stellen fur die Unterscheidungselen CHIEF Stadium Bl
und B2 die besseren diagnostischen Moglichkeiten da

Als Kklinisch sinnvoll kénnte sich die BestimmungrnvdNP bei Patienten mit
asymptomatischer MKE erweisen, um das Fortschreden Erkrankung zu
erkennen und zu verfolgen, da die NP-Konzentrationaler vorliegenden Studie
mit dem Schweregrad der Erkrankung stetig anstieféese Hypothese sollte
allerdings durch weitere Studien Uberprift werd@oRerdem sollte dabei die
naturliche Variabilitdt der NP-Konzentrationen heksichtigt werden
(KELLIHAN et al., 2009).

1.4. Erhéhte natriuretische Peptid-Konzentrationen bei hlerzgesunden
Hunden

Einige der offensichtlich herzgesunden oder nurdneitkrankten Hunde hatten

erhohte NT-proBNP- und proANP-Werte, die normaleseebei Patienten im

Herzversagen auftreten. Als Ursachen fur diese héemd NT-proBNP- und

proANP-Werte kamen eine Assay-Interferenz oder eunaliagnostizierte

klinische Erkrankung in Frage. In der Humanmedisaineine Interferenz durch

heterophile Antikdrper eine bekannte Ursache filscfapositive Sandwich-
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ELISAs (PRIMUS et al.,, 1988; DESPRES & GRANT, 1998jeterophile

Antikorper im Plasma von anderen S&ugetieren wurdesn jetzt kaum

beschrieben. Allerdings konnten Solter und Mitadrekirzlich zeigen, dass
kanine heterophile Antikorper imstande sind, falpokitive Resultate bei einem
kaninen BNP-Sandwich-ELISA hervorzurufen (SOLTERakt 2008). Klinisch

gesunde Patienten wurden bis auf Harnstoff- undatf@mmessungen nicht auf
potentiell bestehende subklinische Krankheiten rgntht. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die bei manchen gaddandden unerwartet hohen
Werte durch nicht erkannte Erkrankungen hervorgeruiurden. Ungefahr die
Halfte der Patienten mit hohen NT-proBNP-Wertentdratauch gleichzeitig
erhohte proANP-Konzentrationen. Die andere Halfteém entweder nur hohe
NT-proBNP-Werte oder nur erhdhte proANP Werte. Blieichzeitige Erh6hung
von NT-proBNP und proANP deutet eher auf eine datddhe Erkrankung als
Ursache hin, wahrend die einzelne Erh6hung von MBNP oder proANP fir

eine Assay-Interferenz sprechen wirde.

1.5. Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die Konzenttgon der
natriuretischen Peptide

Einige der Proben, welche fur die vorliegende Suahalysiert wurden, wurden
langer als drei Jahre bei — 80°C gelagert. Diedlt stedglicherweise eine
Limitation dar, da es nach dem Wissen der Autorionmantan keine
veterindrmedizinschen Studien gibt Uber die Largtahilitdit der NP. Eine
humanmedizinische Studie evaluierte die Zweijaliadsigat von NT-proBNP bei
einer Lagerungstemperatur von - 20°C. Dabei kokeie signifikanter Abfall der
NT-proBNP-Konzentration beobachtet werden (CAULIEZ al., 2008). Ein
Vergleich der Konzentrationen der eigenen Probendan Jahren 2005, 2006 und
2007 mit den Ergebnissen der Proben aus dem JaBreét@ab allerdings keinen
statistisch signifikanten Unterschied. Diese Ergedm bestatigen die Hypothese,
dass kein signifikanter Abbau der NP unter Lagesbedingungen bei — 80°C
stattfindet. Allerdings sind weitere Studien noétign diese Fragestellung zu

evaluieren.
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2. Natriuretische Peptide in Abhangigkeit von Geschldd,
Alter und Gewicht

Ein weiteres interessantes und potentiell klinisedevantes Resultat in
Publikation 1 war der statistisch signifikante Usthied der NT-proBNP- und
proANP-Konzentrationen zwischen mannlich intaktend uweiblich intakten
Tieren in der herzgesunden Kontrollgruppe. Weildjchicht kastrierte Patienten
wiesen deutliche hohere Plasma-Konzentrationerntdkte Riden auf. Friihere
Studien, die allerdings nicht zwischen intakten uhdstrierten Tieren
unterschieden, konnten keinen Unterschied zwisdeenBNP- und NT-proBNP-
Konzentrationen bei weiblichen und mannlichen Hunddeststellen
(DEFRANCESCO et al., 2007; OYAMA et al., 2008). &iaktuelle Studie, die
NT-proBNP-Werte bei neun (sechs mannlichen und wesblichen) Hunden vor
und nach der Kastration untersuchte, zeigte eigeifddante Erhdhung der NT-
proBNP-Konzentration bei den Riden nach der KastraBei den weiblichen
Tieren konnte kein Unterschied zwischen den Wertgrund nach der Operation
festgestellt werden. Allerdings fiel weder pra- hqmostperativ in dieser Studie
ein Unterschied zwischen den weiblichen und méahahcTieren auf (LEACH et
al., 2008). Die Diskrepanz zu den vorliegenden Bnggsen kann durch die sehr
niedrige Fallzahl der letztgenannten Studie erkiéetden. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie stimmen jedoch mit denen vonhlreghen
humanmedizinischen Studien Uberein, in welchen BINP-, ANP- und NT-
proBNP Konzentrationen bei Frauen signifikant hoheren als bei Mannern
(REDFIELD et al., 2002; SUTTON et al., 2003; FRAGQPLOU et al., 2010).
Diese Resultate kdnnen momentan noch nicht gandedahstellend erklart
werden. In einer humanmedizinischen Studie schien BNP-Konzentration
zumindest teilweise mit der Ostrogen-KonzentratiorBlut assoziiert zu sein, da
die BNP-Werte bei Frauen, die eine Hormon-Ersaterdpie erhielten, deutlich
hoher lagen als bei untherapierten Frauen (REDFIELDAl., 2002). In einer
weiteren Studie stiegen bei postmenopausalen Frdiee®NP-Werte nach 3-
monatiger Ostradiol-Gabe deutlich an (MAFFEI et aD01). Im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen schlagt eine neuere Studie dass maoglicherweise
Androgene und nicht Ostrogene die geschlechtsalgimg Unterschiede
zwischen den BNP- und NT-proBNP-Werten mediiereHABIG et al., 2007). In

dieser Studie wurde keine Assoziation von BNP untpkbBNP mit dem
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Ostrogen-Status gefunden, dafiir aber eine posKeaelation mit der sex-

hormone binding globuline (SHBG)-Konzentration wide negative Korrelation
mit freiem Testosteron. Diese Beobachtungen weddech eine Untersuchung an
Rattenatrien bestatigt, in der Testosteron die seteung von ANP hemmte
(DENG & KAUFMAN, 1993). Die zuvor bemerkte Korrelah der NP mit

Ostrogen erklaren Chang und Mitarbeiter mit dem tiggsdes SHBG durch
héhere Ostrogenkonzentrationen, wodurch es zu igadrKonzentrationen an
freiem Testosteron kommt (CHANG et al., 2007).

Zwischen den Gewichts- und Altersgruppen konnten Rénterschied der NP-
Konzentrationen konnte festgestellt werden. Diesgebnisse bestéitigen die
Resultate von anderen Studien (DEFRANCESCO et28D7; OYAMA et al.,
2008; KELLIHAN et al., 2009). Allerdings konnte iginer Untersuchung an
gesunden CKCS demonstriert werden, dass die PlaSmaroANP-Werte der
Patienten mit zunehmendem Gewicht sanken und mnisclareitendem Alter
anstiegen (ERIKSSON et al., 2001). Auch wurden imere aktuellen Studie
niedrigere NT-proANP-Werte in einer Population vidimergewichtigen Hunden
im Vergleich zu einer normalgewichtigen Kontrollppe nachgewiesen
(SCHWARTZ et al., 2011). Eine Studie mit Dobermanneeigte signifikant
erhohte NT-proBNP-Konzentrationen bei Hunden, diier &ls acht Jahre waren
(WESS et al., 2011). Auch humanmedizinischen Studherichteten, dass NP-
Konzentrationen mit erhéhtem body mass index (BMijken und bei alteren
Menschen ansteigen (REDFIELD et al., 2002; KRAUSE&Ral., 2005). Die
Unterschiede zwischen diesen Studien und der gariden konnten eventuell
durch die Tatsache erklart werden, dass die Pati@ntdieser Untersuchung nach
ihrem absoluten Alter und Gewicht eingeteilt wordend. In den Studien, die
Alters- und Gewichtsunterschiede feststellten, wargeweils nur eine Rasse,
namlich CKCS (ERIKSSON et al., 2001) oder Dobernar{(MVESS et al., 2011),
untersucht oder die Patenten nach BMI gruppiertH{®@RTZ et al., 2011). In
der vorliegenden Studie sind demnach von die RagsRasse unterschiedliche
Lebenserwartung (EGENVALL et al.,, 2000) und BMI micberucksichtigt

worden.
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3. Natriuretische Peptide als prognostische Parameter

In Publikation 2 wurde gezeigt, dass der klinis&tatus bei Erstvorstellung und
die NT-proBNP-Konzentration sieben bis 30 Tage ndtterapiebeginn die
besten prognostischen Parameter fir die kardialsai@giberlebenszeit bei

Patienten im Herzversagen aufgrund einer MKE sind.

Einige veterindrmedizinische Studien haben bemdstlich gemacht, dass die
Plasma-Konzentrationen von NP prognostische Augsafjebei Patienten im
CHF haben. Greco und Mitarbeiter stellten in eiRgotstudie fest, dass erhohte
ANP-Konzentrationen mit einer geringeren Uberlekeitsbei Hunden assoziiert
sind (GRECO et al., 2003). MacDonald und Mitarbekemen zu dem Schluss,
dass die Mortalitdt bei Hunden mit symptomatischB(E auch Uber erhohte
BNP-Werte vorhergesagt werden kann (MACDONALD et aD03). In einer
multivariaten Analyse zeigten Serres und Mitarbeitlass anhand eines NT-
proBNP-Wert von > 1500 pmol/l die sechsmonatige détbenszeit von Patienten
mit MKE in ISACHC-Klasse Il und Il unabhangig voanderen Variablen
prognostiziert werden kann (SERRES et al., 2009om&armart und Mitarbeiter
berichteten, dass NT-proBNP als Marker fur erhdtetalitat bei Patienten mit
symptomatischer und asymptomatischer MKE geeignedin s kdnnte
(MOONARMART et al., 2010).

Die vorliegende Studie hat jedoch erstmals in degteXindrmedizin die

prognostische Aussagekraft von NT-proBNP und proAPzwei verschiedenen
Untersuchungstagen untersucht und verglichen. Arg dar Erstvorstellung
waren alle Patienten das erste Mal im Herzversagefierdem wurde die
Therapie auf eine Behandlungsstrategie (Furosemitd uPimobendan)

standardisiert, um auszuschliel3en, dass untersichedMedikamente einen
Einfluss auf die Uberlebenszeit haben.

Patienten im Stadium CHIEF C2 (mildes bis moderateszversagen) am ersten
Untersuchungstag lebten signifikant langer als eéP&tn in C3 (schweres bis
lebensbedrohliches Herzversagen). Dieser Befuniérscimabhéngig von der NT-
proBNP-Konzentration zu sein, da ein Vergleich M&rproBNP-Werte zwischen
Patienten in C2 und C3 keinen signifikanten Unteiest zeigte. Uber ein
signifikant langeres Uberleben bei Patienten mitBVi§ ISACHC-Klasse Il im

Vergleich zu Patienten in ISACHC-Klasse Il bermht auch Serres und
Mitarbeiter (SERRES et al., 2009). In zwei weiter&tudien konnten in
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multivariablen Analysen anhand der Schwere deiddhen Symptome allerdings
keine Aussagen hinsichtlich des Uberlebens getmofferden (BORGARELLI et
al., 2008; HAGGSTROM et al., 2008).

Eine NT-proBNP-Konzentration < 965 pmol/l ermittett Zeitraum von sieben
bis dreiBig Tagen nach Therapiestart war mit eisagnifikant hoheren
Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert. Im Gegenstazu konnte die NT-
proBNP-Konzentration am ersten Untersuchungstagnekeinformationen
hinsichtlich des Uberlebens bieten. Diese Ergebnisgissen allerdings mit
Vorsicht interpretiert werden, da die statistiscAassagekraft aufgrund der

kleinen Patientenpopulation niedrig ist.

Es ist unklar, warum die prognostische Aussageki@itproANP in dieser Studie
niedriger war als die von NT-proBNP. Allerdingsnstnt dieses Ergebnis mit
Berichten aus der Human- und Veterindrmedizin lbengelche zeigten, dass
BNP und NT-proBNP, aber nicht ANP, NT-proANP un@dANP unabhangige
Risikofaktoren fur die Mortalitdt im Herzversagearstellen (TSUTAMOTO et
al., 1999; STANEK et al., 2001; MOONARMART et #010).

Die Resultate der vorliegenden Studie stimmen méneth zahlreicher
humanmedizinischer Berichte Uber Patienten im Cbiréin. Aus diesen Studien
geht hervor, dass die BNP- und NT-proBNP-Werte téabig von anderen
Variablen nach Therapiebeginn fir CHF besser mih ddinischen Outcome
korrelierten als die Werte am Tag der Erstvorstg)I(CHENG et al., 2001;
BETTENCOURT et al., 2004; LOGEART et al., 2004; DHWAL et al., 2009).
Zusatzlich zeigten diese Studien, dass eine hghezentuale Reduktion dieser
Werte ebenfalls mit einer besseren Uberlebenszesoziiert war. In der
vorliegenden Untersuchung konnte kein Zusammenhawgschen der
prozentualen Anderung der NP-Konzentrationen umdiéerlebenszeit gefunden
werden. Diese Diskrepanz zu den humanmedizinisct&adien liegt
wahrscheinlich an der kleinen Studienpopulation \d@tiegenden Studie. Es ist
maoglich, dass statistisch signifikante Unterschierles diesem Grund nicht

entdeckt wurden.

Normalerweise wird die Entscheidung, wann und wesTherapie bei Patienten
im CHF geéandert wird, aufgrund von subjektiver Enagilon der klinischen und
radiologischen Symptome sowie der Beurteilung vdumeBgebnissen getroffen.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dedss NT-proBNP-
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Bestimmung eventuell erfolgreich genutzt werdenrténum die Behandlung
von Patienten im CHF anzupassen. So kdnnte mam diestimmten Wert
festlegen, auf den die NT-proBNP-Konzentrationemngad der Therapie sinken
sollen. Es gibt bereits einige humanmedizinischedigh, die darauf hindeuten,
dass eine durch NP geleitete Therapie erfolgreiclsein konnte als
TherapiemalRnahmen, die sich allein an klinischeim@gmen orientieren
(TROUGHTON et al., 2000; JOURDAIN et al.,, 2007). cemerseits gibt es
Hinweise, dass beim Menschen hohe initiale BNP-@&/@thier konstant hoch
bleiben und nicht auf niedrigere Werte sinken, gsdnitial niedrigere Werte tun
(DHALIWAL et al., 2009). Dies wirde den Nutzen vabsoluten Werten als Ziel
limitieren. In der Veterindrmedizin existiert eiRdotstudie, die eine Korrelation
zwischen den Anderungen der NT-proBNP-Werte und &escheidungen
aufgrund klinischer Symptome der behandelnden Arbg& Hunden mit
symptomatischer MKE zeigen konnte (ACHEN et al.,020 Hierzu sind
allerdings weitere Studien notwendig, um zu untgea, ob NP verwendet

werden kénnen, um den Therapieerfolg in der Vedenredizin zu evaluieren.

Zwischen den beiden Uberlebensgruppen wurde keterschied in Bezug auf
Alter, Kreatinin- und Harnstoff-Konzentration, Fsgemiddosis oder
echokardiographische Parameteren zu beiden Unbtemsgszeitpunkten

gefunden. Im Gegensatz dazu berichteten Haggstraoh Mitarbeiter eine

Assoziation zwischen Uberleben und Furosemiddésisatininkonzentration und
LA/Ao (HAGGSTROM et al., 2008). Auch Serres und aflieiter fanden

signifikante Unterschiede zwischen einigen echakgrdphischen Parametern
beim Vergleich von Patienten, die 6 Monate Ubedebund Patienten, die 6
Monate nicht Uberlebten. Der Grund fur diese Uwmt@ede zwischen der
vorliegenden Studie und den oben genannten konméelew an der kleinen
Studienpopulation liegen. AuRerdem wurden nur Rtdig die ihren zweiten
Untersuchungstag erlebten in die Studie eingesstioDie Werte der Patienten,
die nach ihrem ersten Untersuchungstag starbetenhéventuell die Ergebnisse
verandert. Andererseits stimmen die vorliegendesuRate mit Studien aus der
Humanmedizin Uberein, welche zeigten, dass die BNRd NT-proBNP-

Konzentrationen  aussagekraftiger fir das  Uberlebewaren  als

echokardiographische oder klinische Parameter (GRBRR et al., 2003;

LOGEART et al., 2004).
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Fur die Evaluation der prognostischen Aussagekrdér NP war die

Studienpopulation aufgrund der strengen Einschhissien sehr klein, was die
statistische Aussagekraft reduziert. Aul3erdem waer Zeitpunkt der

Nachuntersuchung nicht standardisiert. Die zweitdetsuchung musste zwar
innerhalb von 30 Tagen nach Erstvorstellung stetén, aber es ist nicht
auszuschlieBen, dass die NT-proBNP- und proANP-Kotationen an

verschiedenen Tagen unterschiedliche Informatidiederten. AuRerdem konnte
der Zeitpunkt der ersten Blutabnahme nicht stansiertl werden, da manche
Patienten zu instabil waren, um sofort nach Eiahefig Blut zu nehmen. Daher
wurden bei diesen Patienten Blutproben erst biddzh nach Beginn der Therapie
genommen, was wahrscheinlich niedrigere NP-Konaénotren zur Folge hatte.
Eine weitere wichtige Limitation ist der potenteslEinfluss von biologischen
Schwankungen der NP-Werte auf die Ergebnisse ddiegenden Studie. Die

Variabilitat der NP im CHF wurde bis jetzt in deretérinarmedizin nicht

untersucht, ist aber nach einigen humanmedizinisc®i@idien moglicherweise
signifikant (BRUINS et al., 2004; O'HANLON et a2007).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die Mitralklappenendokardiose (MKE) macht ungefahr5 % der
Herzerkrankungen beim Hund aus (DETWEILER & PATTERE 1965).
Kardiale Biomarker, wie das aminoterminale pro-BaTwgatriuretische Peptid
(NT-proBNP) und das pro-atriale natriuretische ReBL — 67 (proANP) kdnnten
bei der Diagnosestellung und Schwergradeinteiluitijelth sein, wenn eine
Untersuchung mittels Ultraschall nicht verfugbdr Au3erdem gibt es Hinweise
darauf, dass natriuretische Peptide (NP) auch dfitigih der Prognosestellung
bei Patienten im Herzversagen von Nutzen sein in(BERRES et al., 2009).

Ziel der vorliegenden Studie war es, die NT-proBNBAd proANP-
Konzentrationen zwischen verschiedenen Stadien NB(E und einer
herzgesunden Kontrollgruppe zu vergleichen undElafiuss von Gewicht, Alter
und Geschlecht auf die Konzentration der NP zursathen. Aul3erdem sollte
die prognostische Aussagekraft der NP bei Patigntasrekompensierten Stadium
der MKE untersucht werden.

Es wurden 559 Blutproben aus den Jahren 2005 Hi® 20n 116 gesunden
Hunden und 236 Patienten mit MKE in verschiedent&di8n untersucht. Alle
Patienten wurden echokardiographisch und bei r@spischer Symptomatik
zusatzlich rontgenologisch untersucht und anhandsemodifizierten Systems
des Canine Heart failure International Expert For(®HIEF) in verschiedene
Schweregrade eingeteilt. Von jedem Patienten wBlle genommen und die
NT-proBNP und proANP-Konzentrationen im Plasma ibasit. Aufl3erdem

wurde bei 27 Hunden im CHF mittels Kaplan-Meier-¥em die prognostische
Aussagekraft der initialen NP-Werte bei Erstvotated im akuten Herzversagen
(Tag 1) mit den NP-Werten einer Nachuntersuchuelgesi bis dreif3ig Tage nach
Beginn mit einer standardisierten Therapie verglithWeiterhin wurden die
Patienten nach ihrer Uberlebenszeit in zwei Grup@d@months-survivors und
non-survivors) eingeteilt und Ultraschallparamet&mtwasserungsdosis und

Kreatinin- und Harnstoff-Konzentrationen zwischeesén Gruppen verglichen.

Die Konzentrationen von NT-proBNP und proANP stiregait zunehmender
Schwere der Erkrankung an. Mit einem Cutoff-Werh \i07 pmol/l fir NT-
proBNP und 1578 fmol/ml fur proANP konnten Hundet ™MKE im CHF
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(Stadium C + D) von asymptomatischen MKE-Patier(@®@dium B) mit einer
Sensitivitat von 83 % und einer Spezifitat von 88wb 86 % unterschieden
werden. Zwischen der gesunden Kontrollgruppe urtgtitan im Stadium B und
zwischen Patienten mit (B2) und ohne Kammerverguiftgen (B1) konnte nicht
zuverlassig differenziert werden. Fir NT-proBNP usdANP wurde bei den
gesunden Kontrolltieren ein signifikanter Untergchizwischen den intakten
weiblichen (598 pmol/l bzw. 1026 fmol/ml) und dertakten mannlichen Tieren
(315 pmol/l bzw. 836 fmol/ml) festgestellt. KeineoKelation konnte zwischen
den NP-Werten und Alter und Gewicht gefunden werdtatienten in CHIEF-
Klasse C3 an Tag 1 und mit einem NT-proBNP-Wert 65 mol/l am

Nachuntersuchungstag hatten eine signifikant hoénat@hrscheinlichkeit zu
versterben als Patienten in Klasse C2 und einenpidBNP-Wert unter 965
pmol/l. Zwischen der survivor und non-survivor-Gpep bestand beziglich
Furosemiddosis, proANP-, Kreatinin- und Harnstofirkentration und

Echoparameter kein statistisch signifikanter Urieies.

Es konnte gezeigt werden, dass mithilfe der NPeR&h im Herzversagen
erkannt werden kénnten. Allerdings schienen NP-#/ertht geeignet um eine
subklinische Herzerkrankung zu entdecken und Ratiem Stadium Bl von
Patienten in Stadium B2 zu unterscheiden. Aul3ertdefen sich anhand der
Schwere der Symptome bei Erstvorstellung im CHF ded NT-proBNP-Wert
nach Therapie-Beginn Aussagen Uber die Mortalitéeffan. Wie in
humanmedizinischen Studien war der NT-proBNP-Wexthn Therapiebeginn
aussagekraftiger als die Konzentration bei dervérstellung (CHENG et al.,
2001). ProANP-Werte, prozentuale Anderung der NRt#Vewischen den
Untersuchungstagen, Kreatininkonzentration, ecli&graphische Parameter
und Furosemiddosis hatten in dieser Studie keimgmastische Aussagekraft.
Diese Ergebnisse zeigen, dass NP Ultraschalludieusigen nicht ersetzen
kénnen, um Patienten mit MKE zu identifizieren ueh Schweregrad genau zu
bestimmen. Mithilfe der NP-Werte lie3en sich bess®nssagen zur Prognose zu
treffen und Patienten identifizieren, die moglickeise von frequenteren
Kontrolluntersuchungen oder einer Therapieanpasspngfitieren konnten.
Weiterhin gibt diese Studie Hinweise darauf, dams Idterpretation von NT-
proBNP- und proANP-Werten unter Beriicksichtigung @eschlechts erfolgen

sollte.
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VII. SUMMARY

Myxomatous mitral valve disease (MMVD) accounts &pproximately 75 % of
heart disease in dogs (DETWEILER & PATTERSON, 19&3rdiac biomarkers
like N-terminal pro-B-type natriuretic peptide (NoFeBNP) and pro-atrial
natriuretic peptide 31 — 67 (proANP) could be vésipful for diagnosis and
staging of this disease, if echocardiography isawailable. Furthermore, there is
evidence that natriuretic peptides (NP) may beulsef a prognostic biomarker in
patients in congestive heart failure (CHF) (SERRESI., 2009).

Aim of the present study was to compare NT-proBN& proANP concentrations
between different stages of MMVD and a healthy sdgroup and to evaluate
the influence of weight, gender and age on NP aunagons. Additionally,
prognostic information of NP regarding survivalpatients with decompensated
MMVD should be studied.

559 samples of 116 healthy individuals and 236epé#di in different stages of
MMVD were examined between 2005 and 2010. Everym@xation included
echocardiography and, if respiratory symptoms weesent, chest radiographs.
All dogs were classified according to a modified nb@ Heart failure
International Expert Forum (CHIEF) system and blsadhples for NT-proBNP
and proANP analysis were taken from every patiémt27 patients in CHF
association between initial (day 1) NP levels, Isugetween 7 to 30 days after
treatment start and survival was determined usiagl#&-Meier curves. Therapy
was standardized for all 27 patients. Also, pasiemtre divided into a 12-months
survivors and non-survivors and various variabigs ultrasound parameters,
furosemide-dosage or creatinine concentration weEn@pared between these

groups.

Concentrations of both NP increased with increaslisgase severity. Cut-off
values of 1207 pmol/l for NT-proBNP and 1578 fmdlfor proANP were able to
differentiate dogs with MMVD and CHF from asymptdioapatients with a
sensitivity of 83 % and a specificity of 85 and @6 respectively. Both NPs were
not able to discriminate reliably between the hgattontrol group and patients in
CHIEF B and between patients with (B2) and with(@) cardiac enlargement.
Intact female dogs (598 pmol/l and 1036 fmol/mlyl lsggnificantly higher values
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of both NT-proBNP and proANP than intact male d¢g%5 pmol/l and 836

fmol/ml). No correlation was found between both &fel age and weight. Dogs in
CHIEF C3 on day 1 and a follow-up NT-proBNP leveP8&5 pmol/l survived

significantly shorter than dogs in C2 and a NT-@#B concentration < 965
pmol/l. Only follow-up NT-proBNP levels, but not fasemide-dose, creatinine
and proANP concentrations or echocardiographicmaters were significantly
different between 12-month survivor and non-surkiogs.

The present study showed that NP in MMVD are usefuliscriminate patients
with CHF from patients with asymptomatic diseasewdver, due to large
overlap of NP concentrations between the groupsddiPt seem useful to detect
subclinical disease and to differentiate betweages B1 and B2. Furthermore, in
patients with symptomatic MMVD, heart failure claasinitial presentation and
NT-proBNP levels after treatment start are predstimr mortality. Similar to
studies in human medicine, NT-proBNP values afteatiment start were better
predictors than the concentrations at initial pnéstion (CHENG et al.,
2001CHENG et al., 2001). ProANP levels, percentaghiction in NP levels,
creatinine and urea concentration, echocardiogcapaiameters and furosemide
dose did not predict outcome.

These results show that NP can’t replace echoamaby to identify patients
with MMVD and to determine disease stage. Howetleey may be useful to
provide more specific information regarding progeasnd may detect patients,
which might benefit form closer monitoring or adjag therapy. Also this study
indicates that interpretation of NT-proBNP and pkidA values should include
consideration of gender-specific values.
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