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I. EINLEITUNG

Die Dobermann-Kardiomyopathie (DoCM) stellt eine hdufig auftretende Form
(Pravalenz 58,2 Prozent (%)) der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) dar, die mit
einem autosomal dominanten Erbgang einhergeht (MEURS et al., 2007; WESS et
al., 2010a). Der Krankheitsverlauf ist mit einer langsamen Progression assoziiert,
beginnend mit einem Myokardschaden auf zelluldrer Ebene, gefolgt von der
klinisch asymptomatisch verlaufenden okkulten Phase und anschlieBendem
symptomatischen dekompensierten Stadium (MOISE & FOX, 1999; OGRADY
& O'SULLIVAN, 2004; MEURS et al., 2007). Eine Diagnose der DoCM ist
gegenwirtig erst im okkulten Stadium moglich, basierend auf dem Nachweis von
ventrikuldiren Arrhythmien anhand eines 24-Stunden-Elektrokardiogramms
(EKG) und/oder einer linksventrikuldren systolischen Dysfunktion mittels
Echokardiographie. Hinsichtlich der Therapie, der Prognose sowie des
Zuchteinsatzes von Dobermidnnern in jungen Jahren, ist eine sichere
Diagnosestellung bereits im frithen Krankheitsstadium essentiell. Die Messung
der kardialen Troponin I (cTnl)-Konzentration erwies sich neben der elektro- und
echokardiographischen = Untersuchung als ein hilfreicher zusitzlicher
diagnostischer Test zur Identifikation von asymptomatischen Hunden im Stadium

I sowie im okkulten Stadium einer DoCM (WESS et al., 2010b).

Ziele dieser Doktorarbeit waren die Untersuchung der in vitro Langzeitstabilitét
des c¢Tnl sowie die analytische und klinische Evaluierung eines neuen
hochsensitiven (hs) cTnl-Assays. Es erfolgte die Beurteilung der Eignung des hs
cTnl-Assays als Screening-Test fiir die DoCM, insbesondere im Hinblick auf eine
mogliche Diagnosestellung in einem frithen Stadium, in welchem ein Nachweis
der Krankheit anhand des diagnostischen Goldstandards nicht moglich ist.
AuBerdem wurden geeignete Cut-off-Werte zur Differenzierung zwischen
herzgesunden und an der DoCM erkrankten Patienten ermittelt. Des Weiteren
wurde der hs cTnl-Assays mit einem konventionellen cTnl-Test sowohl
analytisch als auch klinisch verglichen. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand
aus der Durchfithrung einer Follow-up-Studie, in der zum einen herzgesunde
Doberménner mit erhohten cTnl-Konzentrationen und zum anderen Patienten, die
an der DoCM erkrankt waren, aber einen niedrigen cTnl-Serumspiegel zeigten,

nachuntersucht wurden.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Dobermann-Kardiomyopathie

Die DCM stellt bei mittelgroen und groBen Hunderassen eine hédufige Ursache
fiir ein kongestives Herzversagen (CHF) sowie fiir einen plotzlichen Herztod dar.
Der Dobermann zéhlt zu den am haufigsten betroffenen Hunderassen (CALVERT
et al., 1982; CALVERT et al., 1997a; TIDHOLM et al., 2001; O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004), wobei in Amerika oder Kanada eine Privalenz von
45 — 63 % beschrieben wurde (HAZLETT et al., 1983; CALVERT et al., 1997b;
O'GRADY & HORNE, 1998; CALVERT & MEURS, 2000). In Europa konnte
eine dhnlich hohe kumulative Privalenz fiir die DoCM von 58,2 % nachgewiesen
werden. Meist sind Hunde mittleren oder fortgeschrittenen Alters betroffen
(WESS et al.,, 2010a). In Untersuchungen von CALVERT und Mitarbeitern
wiesen 77 % der an einer DoCM erkrankten Patienten ein Alter zwischen fiinf und
zehn Jahren auf, wobei Hunde im CHF ein Durchschnittsalter von 6,7 Jahren
zeigten (CALVERT et al., 1982; CALVERT et al., 1997b). In einer weiteren
Studie in welcher die Prdvalenz der DoCM in verschiedenen Altersgruppen
untersucht wurde waren 43,6 % der erkrankten Doberminner zwischen sechs und
acht Jahren alt und 44,1 % hatten das achte Lebensjahr iiberschritten (WESS et
al.,, 2010a). Einige Untersuchungen wiesen auf ein gehduftes Vorkommen der
DoCM bei Riiden hin (CALVERT et al.,, 1982; HAZLETT et al., 1983;
CALVERT et al., 1997a; CALVERT et al., 1997b; O'GRADY & HORNE, 1998;
CALVERT et al.,, 2000a). Dagegen lag in neueren Untersuchungen eine
homogene Geschlechtsverteilung vor (MEURS et al., 2007; WESS et al., 2010a).

Bei der DoCM handelt es sich um eine familidre Erkrankung, die mit einem
autosomal dominanten Erbgang einhergeht. In einer kiirzlich verdffentlichten
Studie konnte eine Assoziation zwischen genetischen Verdnderungen innerhalb
des caninen Chromosoms fiinf und dem Auftreten der DoCM nachgewiesen
werden. Da nur 50 % der erkrankten Doberménner der Studienpopulation das
Risikoallel innerhalb des Chromosoms fiinf aufwiesen, stellt dieses einen
bedeutenden, aber vermutlich nicht den einzigen genetischen Risikofaktor dar

(MAUSBERG et al., 2011).



II. Literaturiibersicht 3

Zu den histopathologischen Charakteristika der DoCM zihlen eine myofibrilldre
Degeneration, eine Myozytenatrophie und —lyse, eine Vakuolisierung sowie der
extensive Ersatz von Myokardzellen durch Kollagen und Fettzellen (fettige
Infiltration und Degeneration) (CALVERT et al., 1982; HAZLETT et al., 1983;
CALVERT et al., 1997a; EVERETT et al., 1999).

Bei der DoCM, die mit einer langsam verlaufenden Progression assoziiert ist,
konnen drei verschiedene Krankheitsstadien (I — III) unterschieden werden
(CALVERT et al., 1982; CALVERT et al.,, 1997a; CALVERT et al.,, 1997b;
PETRIC et al, 2002; O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Wihrend des
asymptomatisch verlaufenden Stadium I liegt ausschlieBlich ein Myokardschaden
auf  zellularer Ebene vor. Sowohl echokardiographisch als auch
elektrokardiographisch ist dieses Krankheitsstadium durch ein vollig unauffilliges
Herz gekennzeichnet, welches demnach auch nicht mit dem derzeitigen
diagnostischen  Goldstandard,  bestehend aus  24-Stunden-EKG  und
Echokardiographie, nachgewiesen werden kann. Stadium II verlauft aus Sicht der
Besitzer ebenfalls ohne das Auftreten von klinischen Symptomen einer
Herzkrankheit, weshalb dieses auch als okkulte Phase bezeichnet wird. Allerdings
ist das okkulte Stadium durch morphologische Veridnderungen des Herzens
und/oder ventrikulidre Arrhythmien, tiberwiegend in Form von ventrikuldren
Extrasystolen (VES), charakterisiert. Echokardiographisch liegt initial eine
linksventrikuldre  systolische  Dysfunktion  vor, gefolgt von einer
Volumeniiberladung des linken Ventrikels (LV) (HAZLETT et al.,, 1983;
CALVERT et al., 2000a; CALVERT et al., 2000b; OGRADY & O'SULLIVAN,
2004; O'GRADY et al., 2009). Zwei Studien konnten zeigen, dass Doberménner
im  okkulten  Stadium  sowohl elektrokardiographische als  auch
echokardiographische Abnormalititen aufweisen (O'GRADY & HORNE, 1998;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Andere dagegen beschreiben das Auftreten
von VES als erstes Anzeichen einer DoCM im okkulten Stadium (CALVERT et
al., 2000a; CALVERT et al., 2000b; CALVERT & MEURS, 2000; CALVERT &
WALL, 2001; WESS et al.,, 2010a). In Untersuchungen von WESS und
Mitarbeitern wies nur ein kleiner Anteil (13 %) der im okkulten Stadium
befindlichen Doberménner ausschlieBlich echokardiographische Veridnderungen
auf (WESS et al., 2010a). 25 - 30 % der Patienten sterben in der okkulten Phase

an einem durch ventrikuldre Arrhythmien verursachten plotzlichen Herztod
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(CALVERT et al., 2000a; CALVERT et al., 2000b). Das nachfolgende Stadium
IIT ist mit der Entwicklung von klinischen Symptomen aufgrund eines CHF
verbunden, in welchem wiederum 50 % an einem plotzlichen Herztod und 50 %
der Patienten an den Folgen des CHF versterben (HAZLETT et al., 1983;
CALVERT et al., 2000a; CALVERT et al., 2000b; OGRADY & O'SULLIVAN,
2004; O'GRADY et al, 2009). In einer Studie konnte beziiglich des
Krankheitsverlaufs eine unterschiedliche Geschlechtsverteilung belegt werden,
wobei bei Hiindinnen eine langsamere Progression nachgewiesen werden konnte.
AuBerdem zeigten diese auch in einem fortgeschrittenen Alter iberwiegend VES
ohne morphologische Veridnderungen des Herzens. Im Gegensatz dazu wiesen
Riiden zu einem fritheren Zeitpunkt der DoCM morphologische Abnormalitdten
auf, was mit der Entwicklung eines CHF (Stadium III) in jiingeren Jahren

assoziiert war (WESS et al., 2010a).

Bislang war eine Diagnosestellung erst ab dem okkulten Stadium moglich.
Hierbei stellen das 24-Stunden-EKG (Holter-EKG) sowie die konventionelle
Echokardiographie den derzeitigen diagnostischen Goldstandard dar (CALVERT
& BROWN, 1986; CALVERT et al., 2000a). Obwohl ein Kurzzeit-EKG aufgrund
der geringen Sensitivitit ein Holter-EKG nicht ersetzen kann ist das Auftreten von
nur einer VES in fiinf Minuten mit einer Spezifitidt von 96,7 % und einem positiv
pradiktiven Wert von 85,6 % auf eine bestehende DoCM im okkulten Stadium
(> 100 VES in 24 Stunden) hinweisend (WESS et al., 2010c). Um die kardiale
Funktion echokardiographisch beurteilen zu konnen, kommen iiberwiegend die
linksventrikuldren Dimensionen in der Systole (LVIDs) sowie in der Diastole
(LVIDd) zum FEinsatz. Hierbei werden fiir den Dobermann je nach Studie
unterschiedliche Referenzwerte verwendet. Fiir herzgesunde Doberménner liegt
die obere Grenze der physiologischen LVIDd bei 47 Millimeter (mm), die der
LVIDs bei 38 mm. Als an der DoCM erkrankt werden Patienten beurteilt, deren
LVIDd > 49 mm betriagt (CALVERT et al., 2000a; CALVERT & BROWN, 2004;
O'GRADY et al., 2009). Dagegen existieren verschiedene Cut-off-Werte
beziiglich der LVIDs fiir kranke Doberminner. CALVERT und Mitarbeiter
definieren eine systolische Dysfunktion ab einer LVIDs > 40 mm, O°'GRADY und
Mitarbeiter dagegen erst ab einer LVIDs > 42 mm. In einer neueren Studie von
WESS und Mitarbeitern wurden unter Beriicksichtigung des Geschlechts neue

Cut-off-Werte fiir die M-Mode-Echokardiographie erstellt und mit bisher zum
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Einsatz kommenden (,,alten) Cut-off-Werten verglichen. In Tabelle 1 sind sowohl
die neuen als auch die alten Cut-off-Werte mit der jeweiligen Sensitivitdt und

Spezifitit dargestellt (WESS et al., 2010d).

Tabelle 1: Darstellung der von WESS und Mitarbeitern ermittelten neuen Cut-
off-Werte der M-Mode-Echokardiographie fiir die Diagnosestellung einer
Dobermann-Kardiomyopathie, unter Beriicksichtigung des Geschlechts (mm =
Millimeter, LVIDd = linksventrikuldre innere Dimension in der Diastole, LVIDs
= linksventrikulire innere Dimension in der Systole, & = minnliches Geschlecht,
Q = weibliches Geschlecht) (WESS et al., 2010d).

Cut-off Sensitivitiit Spezifitiit
(mm) (%) (%)
LVIDd alt & > 49 70,6 100,0
LVIDd neu & > 48 78.4 100,0
LVIDd alt @ > 49 55,0 100,0
LVIDd neu 9 > 46 86,7 99,3
LVIDs alt & > 39 62,7 100,0
LVIDs neu & > 36 82.4 99.0
LVIDs alt ¢ > 39 56,7 100,0
LVIDs neu ¢ > 36 88,3 99,7

In einer weiteren von WESS und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie konnte
gezeigt werden, dass im Vergleich zu den konventionellen M-Mode-Messungen
der linksventrikuldren Dimensionen, die Bestimmung der linksventrikulidren
Volumina anhand der Simpson-Scheibchensummationsmethode (SSSM) die
Detektion einer systolischen oder diastolischen Dysfunktion zu einem friitheren
Zeitpunkt ermoglichen. Unter Verwendung der Cut-off-Werte von 95 Milliliter
pro Quadratmeter (ml/m2) (Sensitivitit 96,9 %, Spezifitit 96,3 %) fiir das
enddiastolische Volumen (EDV) und 55 ml/m> (Sensitivitidt 94,4 %, Spezifitit
97,4 %) fiir das endsystolische Volumen (ESV) des LV konnte, verglichen mit
dem M-Mode, eine deutlich hohere Sensitivitdt fiir die SSSM nachgewiesen

werden (WESS et al., 2010e).

Neben dem  diagnostischen  Goldstandard  (24-Stunden-EKG  und
Echokardiographie) erwiesen sich die kardialen Biomarker, N-terminales B-Typ

Natriuretisches Peptid (NT-proBNP) und das cTnl als hilfreiche zusitzliche
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Screening-Tests fiir die DoCM. Im Vergleich zu herzgesunden Doberménnern
zeigten an der DoCM erkrankte Patienten sowohl eine statistisch signifikant
hohere NT-proBNP- als auch eine signifikant erhohte cTnl-Konzentration in der
Zirkulation. Sogar bei jenen Patienten, die initial elektro- und
echokardiographisch als herzgesund beurteilt wurden, aber innerhalb der
folgenden 18 Monate eine systolische Dysfunktion und/oder VES im Sinne einer
DoCM entwickelten, konnten signifikant erhohte Konzentrationen dieser beiden
kardialen Biomarker festgestellt werden. Demnach war anhand der Analysen
dieser Biomarker eine Detektion der DoCM bereits im frithen Krankheitsstadium I
moglich, in welchem lediglich ein Myokardschaden auf zelluldrer Ebene vorliegt,
der zu diesem Zeitpunkt aber noch nicht mit der Entwicklung von ventrikuldren
Arrhythmien oder einer systolischen Dysfunktion assoziiert ist und demnach auch
nicht mit dem derzeitigen diagnostischen Goldstandard nachgewiesen werden
kann. Aus diesem Grund besteht bei Doberminnern, die elektro- und
echokardiographisch als herzgesund eingestuft werden, aber eine erhohte NT-
proBNP- oder cTnl-Konzentration aufweisen der Verdacht auf eine bestehende
DoCM, weshalb bei diesen regelmifige kardiologische Kontrolluntersuchungen
mittels Echokardiographie und 24 Stunden-EKG durchgefiihrt werden sollten
(WESS et al., 2010b; WESS et al., 2011). Generell wird fiir den Dobermann eine
jdhrliche kardiologische Routineuntersuchung auf eine bestechende DoCM
empfohlen (CALVERT et al., 2000a; CALVERT et al.,, 2000b; CALVERT &
WALL, 2001; WESS et al., 2010b). Weisen elektro- und echokardiographisch
unauffillige Patienten allerdings eine erhohte NT-proBNP- oder cTnl-
Konzentration auf sollten bei diesen kardiologische Kontrolluntersuchungen in
kiirzeren Zeitabstianden erfolgen (WESS et al., 2010b; WESS et al., 2011). Fiir die
Differenzierung zwischen herzgesunden Hunden und an der DoCM erkrankten
Patienten wurde fiir das NT-proBNP ein Cut-off-Wert von 400 Pikomol pro Liter
und fiir das c¢Tnl eine Konzentration von 0,22 Nanogramm pro ml (ng/ml)

ermittelt (WESS et al., 2010b; WESS et al., 2011).

Die Therapie muss je nach erhobenen kardiologischen Untersuchungsbefunden
und klinischen Symptomen fiir jeden Patienten individuell angepasst werden
(CALVERT, 1986; O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Bei Patienten im
okkulten Stadium einer DoCM wird eine antiarrhythmische Therapie bei

Auftreten von schnellen isolierten VES, komplexen Tachyarrhythmien



II. Literaturiibersicht 7

(multiforme VES, Couplets, Triplets, Bi-, Trigemini, Salven) sowie Synkopen
empfohlen, um das Risiko fiir das Eintreten eines plotzlichen Herztodes zu
minimieren (CALVERT, 1995; MEURS, 2002). Durch den Einsatz von
Benazeprilhydrochlorid, einem Inhibitor des Angiotensin Converting Enzyms
(ACE), konnte die Dauer des okkulten Stadiums der DoCM verlidngert und somit
der Eintritt des CHF signifikant verzogert werden (O'GRADY et al., 2009). Die
Therapie des dekompensierten Stadium III reicht von Diuretika iiber ACE-
Inhibitoren bis hin zu positiv inotropen Medikamenten. Im Vergleich zu einer
Placebogruppe ist eine Therapie mit Pimobendan, einem Inodilatator, bei
Patienten im CHF mit signifikant lingeren Uberlebenszeiten assoziiert. Bei
Vorliegen von Arrhythmien sollten diese ebenfalls mit entsprechenden
antiarrhythmischen Medikamenten therapiert werden (CALVERT & BROWN,
1986; FUENTES et al., 2002; MEURS, 2002; MOISE, 2002; O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004; O'GRADY et al., 2008). Die klinische Relevanz einer
Therapie mit Pimobendan bereits im okkulten Stadium einer DoCM ist

gegenwertig noch nicht bekannt (PROSEK & ETTINGER, 2010).

2. Kardiale Troponine

2.1. Allgemeines

Troponine (Tn) stellen myofibrilldre Proteine dar, die zusammen mit dem Aktin
und Tropomyosin das Aktinfilament der quergestreiften Muskulatur bilden
(Abbildung 1). Die Tn sind an der Kalzium (Ca**)-mediierten Interaktion
zwischen den beiden kontraktilen Proteinen, Aktin und Myosin, beteiligt und
regulieren somit die Kontraktion sowie die Relaxation der quergestreiften

Muskulatur.
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Abbildung 1: Darstellung des Aktinfilaments der quergestreiften Muskulatur,
bestehend aus Aktin, Tropomyosin und den drei Komponenten des
Troponinkomplexes (TnC = Troponin C, Tnl = Troponin I, TnT = Troponin T)
(GORDON et al., 2000)

Entlang des Aktinfilaments tritt das Tn, welches in einer spezifischen Region
eines jeden Tropomyosinmolekiils gebunden ist (EBASHI et al., 1969), mit einer
Periodizitiat von 38 Nanometern auf (OHTSUKI et al., 1967). Das Tn stellt kein
einzelnes Protein dar, sondern besteht vielmehr aus drei Untereinheiten, dem
Troponin C (TnC), Troponin T (TnT) und Troponin I (Tnl), wobei jede dieser
Komponenten eine spezifische Funktion aufweist (TAKEDA et al., 2003;
SOLARO et al., 2008). Der Tn-Komplex ist sowohl im Myokard als auch in der
Skelettmuskulatur fiir die Regulation der Ca**-mediierten Kontraktion essentiell
(TAKEDA et al., 2003). Allerdings handelt es sich bei den verschiedenen Tn-
Untereinheiten des Herz- sowie des Skelettmuskels um antigenetisch
differenzierbare und somit gewebespezifische Isoformen (DHOOT et al., 1978;
DHOOT & PERRY, 1979). Die kardialen Tn (cTn)-Isoformen stellen in der
Medizin die Biomarker der Wahl fiir den Nachweis einer myokardialen

Zellschidigung dar (BABUIN & JAFFE, 2005).

2.2 Aufbau und Funktion

Die Funktion des Tn-Komplexes liegt in der Regulation der kontraktilen
Interaktion zwischen Aktin und Myosin. Bei dem TnC handelt es sich um die
Ca”*-bindende, bei dem TnT um die tropomyosinbindende und bei dem Tnl um
die inhibitorische Untereinheit. Sobald das TnC Ca** bindet, kommt es innerhalb
des Aktinfilaments zu einer Lageverdnderung des Tn-Tropomyosin-Komplexes,

wodurch die Bindungsstellen fiir Myosin freigelegt werden (Abbildung 2). Die
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dadurch ermoglichte  Aktin-Myosin-Wechselwirkung resultiert in einer
anschliefenden zelluldren Muskelkontraktion. Das Tnl verhindert dagegen diese
Lageverianderung des Tn-Tropomyosin-Komplexes bis es zu einer erneuten Ca**-
Bindung an TnC kommt, wodurch die inhibitorische Wirkung des Tnl aufgehoben
wird. TnT bindet einerseits den Troponinkomplex iiber Tropomyosin an das
Aktinfilament und ist andererseits fiir die Ca**-regulierende Funktion des Tn-
Komplexes essentiell (COLLINSON et al., 2001; OHTSUKI & MORIMOTO,
2008).

LA
I roypoaming o n
1 L1}
I ropranin ~
- T T
cormplex Ehoal
Inl k
—
T
B W 3151 = MAyosin binding
sites exposec]
(B Iml
(B B cai
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Mlyosin bimding site Mivesin head
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Lageverdnderung des Troponin-
Tropomyosin-Komplexes durch Kalzium-Bindung an Troponin C (A =
Darstellung des Aktinfilaments der Ldnge nach, B = Darstellung des
Aktinfilaments im Querschnitt, Ca*t = Kalzium, Tnl = Troponin I, TnC =
Troponin C, TnT = Troponin T) (COOPER, 2000).

2.3. Isoformen
Alle drei Komponenten des Tn-Komplexes weisen gewebespezifische Isoformen

auf (DHOOT et al., 1978; DHOOT & PERRY, 1979).
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2.3.1. Struktur und Spezifitit

Es existieren zwei Isoformen des TnC (161 und 162 Aminosduren (AS)), die
allerdings keine kardiale Spezifitit aufweisen, da das kardiale Troponin C (cTnC)
auch in der Skelettmuskulatur exprimiert wird. Aus diesem Grund hat das ¢cTnC
keine Bedeutung als Diagnostikum fiir eine myokardiale Zellschiddigung erlangt
(CUMMINS & PERRY, 1978; SCHREIER et al.,, 1990; PARMACEK &
LEIDEN, 1991). Dagegen werden in den Herzmuskelzellen gewebespezifische
Isoformen des Tnl und TnT exprimiert, das ¢cTnl und das kardiale TnT (cTnT).
Diese sind anhand von Immunoassays von jenen Isoformen des Skelettmuskels
differenzierbar, da sie sich in einigen wesentlichen Epitopen unterscheiden.
Aufgrund dieser kardialen Gewebespezifitit gelten das cTnl sowie das cTnT als
Diagnostikum der Wahl fiir die nichtinvasive Diagnose einer myokardialen
Zellschidigung (GREASER & GERGELY, 1973; LIPPI et al., 2009). Das
Myokard weist nur eine Isoform des ¢Tnl auf (CUMMINS & PERRY, 1978),
welche weder im Skelettmuskel noch in einem anderen extrakardialen Gewebe
exprimiert wird (CUMMINS & PERRY, 1978; BABUIN & JAFFE, 2005). Das
cTnl stellt ein aus 210 AS bestehendes lineares Protein dar, das ein
Molekulargewicht von 22,5 Kilodalton (kDa) erreicht. AuB3erdem besitzt es am N-
terminalen Ende einen, aus 32 AS bestehenden, posttranslationalen Rest
(BABUIN & JAFFE, 2005). Aufgrund dieser AS-Sequenz sowie den
Strukturunterschieden (42 — 45 %) zu den Isoformen des Skelettmuskels war die
Entwicklung von hochspezifischen monoklonalen Antikérpern (AK) moglich, die
keine Kreuzreaktivitit mit extrakardialen Isoformen zeigten (LARUE et al.,
1992). TnT tritt dagegen in mehreren Isoformen auf, die eine variable Sequenz im
Bereich des N- und C-terminalen Endes aufweisen (ANDERSON et al., 1995;
PERRY, 1998). Allerdings ist nur eine cTnT-Isoform, bestehend aus 260 AS
(Molekulargewicht von 37 kDa), fiir das physiologische adulte Myokard des
Menschen sowie der meisten Vertebraten charakteristisch (JIN & LIN, 1988). Das
fetale Myokard enthilt zusitzlich Isoformen der Skelettmuskulatur, die allerdings
wihrend der spiten fetalen Entwicklung durch cTnl und cTnT ersetzt werden
(TOYOTA & SHIMADA, 1981; SAGGIN et al., 1989). Dagegen wird das cTnl
wihrend der Entwicklung weder im Skelettmuskel noch in einem anderen
extrakardialen Gewebe exprimiert (TOYOTA & SHIMADA, 1981). Auch eine
de- oder regenerative Myopathie ist kein Ausloser einer cTnl-Expression

(BODOR et al., 1995). Dagegen kommt es im kardialen Gewebe (ANDERSON et
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al., 1995) sowie in der erkrankten Skelettmuskulatur zu einer Reexpression der
fetalen cTnT-Isoformen (BODOR et al., 1997). Die heutzutage zum Einsatz
kommenden cTnT-Assays verwenden allerdings hochspezifische AK zur
Detektion des cTnT, die keine Kreuzreaktivitdt mit diesen reexprimierten, fetalen
cTnT-Isoformen aufweisen (RICCHIUTI et al., 1998a; RICCHIUTI & APPLE,
1999). Folglich besitzen Assays zur Messung der zirkulierenden cTnT-
Konzentration und cTnl-Tests eine dquivalente kardiale Spezifitit (BABUIN &
JAFFE, 2005).

2.3.2. Zelluliire Verteilung, Freisetzung und Elimination

Innerhalb der Herzmuskelzellen liegen die cTn iiberwiegend in strukturell
gebundener Form (Tn-Tropomyosin-Komplex) vor. Daneben verbleibt ein kleiner
Anteil ungebunden im Zytosol gelost. Das frei im Zytosol vorliegende
Kompartiment macht etwa 6 - 8 % des totalen cTnT und nahezu 2 - 4 % des
absoluten cTnl aus (KATUS et al., 1991; ADAMS et al., 1994). Aufgrund dieser
intrazelluldren Kompartimentierung weist die Freisetzung der cTn meist einen
biphasischen  Verlauf auf (MAIR, 1999). Infolge einer akuten
Herzmuskelzellschddigung kommt es zu einem initialen Austritt der frei im
Zytosol gelosten c¢Tn, was in einem frithzeitigen Anstieg der cTn-
Blutkonzentration resultiert. Im Anschluss folgt eine verzogerte Freisetzung der
strukturgebundenen cTn, welche mit einem anhaltend erhohten cTn-Serumspiegel
assoziiert ist (KATUS et al., 1991; ADAMS et al., 1994; JAFFE et al., 1996). Die
Serumhalbwertszeit des cTnl betrdgt bei Labortieren sowie bei Hunden etwa
sechs Stunden, die des cTnT dagegen nur zwei Stunden. Kontinuierlich erhdhte
cTn-Konzentrationen weisen demnach auf eine anhaltende myokardiale
Zellschiadigung hin (PROSEK & ETTINGER, 2010). Nach einem akuten
Myokardinfarkt (AMI) konnen beim Menschen innerhalb der ersten zwei bis vier
Stunden erhohte cTn-Konzentrationen im Blut detektiert werden (JAFFE et al.,
2006; MORROW et al., 2007). Spitzenkonzentrationen werden dagegen erst nach
zwolf bis 48 Stunden erreicht, gefolgt von einem langsamen Konzentrationsabfall
nach sieben bis zehn Tagen des cTnl und zehn bis 14 Tagen des cTnT
(CUMMINS et al., 1987, GOLDMANN et al., 2001; BABUIN & JAFFE, 2005).
Hunde mit experimentell induzierten AMI zeigten eine #hnliche
Freisetzungskinetik mit dem einzigen Unterschied, dass die

Maximalkonzentrationen bereits nach zehn bis 16 Stunden und somit zu einem
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fritheren Zeitpunkt erreicht werden. Eine mogliche Erkldarung hierfiir stellt eine
schnellere Entwicklung der Myokardnekrose unter experimentellen Bedingungen
dar (CUMMINS & CUMMINS, 1987). Liegt allerdings eine fokale
Myokardverletzung vor, wie es bei einer Myokardkontusion nach Thoraxtrauma
oder interventioneller Katheterisation der Fall ist, kommt es zu einem Anstieg der
zirkulierenden cTn-Konzentration innerhalb von vier bis acht Stunden mit einer
anschlieenden rapiden Konzentrationsabnahme in den darauffolgenden zwei bis
drei Tagen (SCHOBER et al., 1999). In welcher Form die c¢Tn infolge einer
myokardialen Zellschadigung in der Zirkulation auftreten, ist von enzymatischen
Abbauvorgingen durch zytosolische Proteasen abhingig (GAZE &
COLLINSON, 2008). Innerhalb nekrotischen Gewebes, kommt es aufgrund der
rapiden enzymatischen Spaltung des ¢Tnl (> 90 %) zu einer Akkumulation von
kurzen cTnl-Spaltprodukten (KATRUKHA et al., 1998). Das zirkulierende c¢Tnl
sowie das ¢cTnT konnen sowohl in freier Form (intakt oder als enzymatisches
Spaltprodukt) als auch mit anderen cTn-Untereinheiten komplexgebunden
(binédrer ¢cTnl-C-, terndrer cTnT-I-C-Komplex) vorliegen (BODOR et al., 1992;
COLLINSON et al., 2001; GAZE & COLLINSON, 2008). Das in die Zirkulation
freigesetzte cTnl weist wiederum eine hohe Anfilligkeit gegeniiber Proteolyse,
Phosphorylierung sowie Oxidation auf, wodurch es zu Konformationsinderungen
und zur Entstehung von verschiedenen Peptiden, die unterschiedliche Stabilititen
aufweisen, kommt. Beim Menschen konnte fiir das freie cTnl gegeniiber der
komplexgebundenen Form (bi- oder terndr) eine wesentlich geringere Stabilitét
ermittelt werden. Das N- und C-terminale Ende des cTnl haben sich dabei als
besonders instabil erwiesen, da diese einer schnellen proteolytischen Spaltung
unterliegen. Aufgrund dieser Instabilitdt sollten in cTnl-Assays AK gegen die
stabile Core-Region des cTnl eingesetzt werden, die zwischen den AS-Resten
30 und 110 lokalisiert ist (KATRUKHA et al., 1998). Nach einem Myokardinfarkt
liegen beim Menschen iiber 97 % des freigesetzten cTnl komplexgebunden mit
cTnC vor (KATRUKHA et al., 1997; VARGA et al., 2009). Aufgrund einer sehr
kurzen Halbwertszeit von circa 5 Minuten, macht das freie cTnl dagegen nur
einen kleinen Anteil in der Zirkulation aus (JAFFE et al., 1996). Die beim Tier in
der Zirkulation dominierende cTnl-Form ist gegenwiértig nicht bekannt (ADIN et
al., 2005; VARGA et al.,, 2009). cTnT liegt beim Menschen infolge eines
Myokardinfarkts in geringen Mengen intakt oder als Spaltprodukt im Blut vor. Da

sich rekombinantes cTnT im Serum gegeniiber proteolytischen Abbauprozessen
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als stabil erwiesen hat, werden die in der Zirkulation auftretenden cTnT-
Spaltprodukte mit groBer Wahrscheinlichkeit bereits vor deren Freisetzung in der
geschidigten Herzmuskelzelle gebildet (KATRUKHA et al., 1998). Obwohl der
exakte Eliminationsmechanismus der cTn derzeit noch weitgehend ungeklart ist,
wird eine Beteiligung des retikuloendothelialen Systems vermutet (FREDA et al.,
2002). Untersuchungen weisen auflerdem auf eine renale Ausscheidung von
kleinen cTnT-Fragmenten hin, was eine Erkldrung fiir die hohe Prédvalenz von
erhohten cTnT-Konzentrationen bei Patienten mit Nierenversagen darstellen
wiirde (DIRIS et al., 2004). Die Fragestellung ob eine cTn-Freisetzung nach einer
reversiblen myokardialen Zellschiddigung erfolgen kann oder nur in Verbindung
mit einer irreversiblen Myokardnekrose auftritt, wird gegenwirtig kontrovers
diskutiert. Von manchen wird immer noch die Meinung vertreten, dass eine
Freisetzung der cTn ausschlieBlich das Resultat einer irreversiblen
Zellmembranschadigung darstellt, da eine reversible Ischiamie infolge eines
Belastungstests beim Menschen nicht mit einem cTn-Konzentrationsanstieg
assoziiert war (CARLSON et al., 2002). Andere Studien weisen dagegen deutlich
auf eine durch reversible Ischamie bedingte cTnl-Freisetzung hin (HAMM et al.,
1992; FENG et al., 1998; RIFAI et al., 1999; WU & FORD, 1999; NEUMAYR et
al., 2001). Unter anderem konnten mehrere Untersuchungen eine transiente cTn-
Freisetzung nach anstrengendem Ausdauersport belegen (RIFAI et al., 1999;
NEUMAYR et al., 2001). Als zugrundeliegende Ursache wird eine Freisetzung
der im Zytosol gelosten c¢Tn, infolge einer reversiblen Zellmembranschadigung,

vermutet (FENG et al., 1998; RIFAI et al., 1999; NEUMAYR et al., 2001).

2.3.3.  Invitro Stabilitit

CTnT erwies sich bei einer Lagerungstemperatur von -80 Grad Celsius (°C) iiber
einen Zeitraum von zwolf Monaten als stabil. Dagegen konnten unter denselben
Lagerungsbedingungen nach 24 Monaten eine Abnahme der Konzentration von
0,007 ng/ml nachgewiesen werden, wobei die klinische Signifikanz dieser
lagerungsbedingten Konzentrationsreduktion laut Autoren derzeit noch unklar ist
(BASIT et al., 2007). Untersuchungen von COLLINSON und Mitarbeitern
ergaben keine signifikanten cTnT-Konzentrationsabweichungen nach einer
Lagerungsdauer von bis zu fiinf Jahren bei einer Temperatur von -70 °C
(COLLINSON et al., 2001). Anhand von fiinf wiederholten Messungen der cTnl-

Konzentration aus bei Raumtemperatur gelagerten Serumproben (n = 11) im
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Abstand von jeweils 24 Stunden konnten keine gerichteten Abweichung der cTnl-
Resultate festgestellt werden. Demnach kann der Serumprobenversand per Post
und ohne besondere KiihlungsmaBnahmen an ein zustindiges Labor erfolgen
(SCHOBER et al., 2002¢). PRICE und Mitarbeiter konnten die Instabilitdt der
cTn, vor allem im Bereich der terminalen Epitope, bei einer Lagerungstemperatur
von 15 — 20 °C nachweisen (PRICE et al., 2000). O’'BRIEN und Mitarbeiter
stellten eine kontinuierliche Abnahme der cTnl-Konzentration um 18 %, 17 %
und 15 % in Kontrollproben hoher, mittlerer und niedriger cTnl-Konzentration
nach einer fiinftigigen Lagerung bei 4 °C fest. Bei einer Lagerungstemperatur von
-20 °C erwies sich das Kontrollmaterial zwar als stabiler, aber auch hier konnte
nach fiinf Tagen eine Reduktion der cTnl-Werte um circa 6 % ermittelt werden.
Dagegen war eine Aufbewahrung der Proben bei -80 °C fiir drei Monate mit
keinem Konzentrationsabfall assoziiert (O'BRIEN et al., 2006). In einer weiteren
Studie wurde die Stabilitit des cTnl nach einer Lagerungsdauer von zwei Jahren
bei -20 °C untersucht. Dabei konnte eine durchschnittliche Abnahme der cTnl-
Konzentration um circa 15 % nachgewiesen werden, was mit einer relativ guten
Langzeitstabilitit vereinbart wurde (BROTHAG, 2003). Die in vitro Stabilitét des
cTnl scheint aufgrund der fehlenden Assay-Standardisierung von dem zur
Analyse eingesetzten Test abhidngig zu sein. Wird die cTnl-Analyse nicht
umgehend nach der Blutprobengewinnung durchgefiihrt kann es bei Verwendung
von verschiedenen Assays, aufgrund von proteolytischen Abbauprozessen der
involvierten Epitope, zu erheblichen Abweichungen der Resultate kommen (SHI
et al., 1999). Im Vergleich zu cTnl-Assays deren AK gegen das instabile N- oder
T-terminale Ende gerichtet sind, war der Einsatz von AK gegen die stabile Core-
Region des cTnl mit einer deutlich hoheren Stabilitit des cTnl assoziiert

(KATRUKHA et al., 1998).

2.34. Serologischer Nachweis

Wie bei vielen anderen Proteinen oder Hormonen erfolgt der labordiagnostische
Nachweis von zirkulierenden cTn mithilfe von Immunoassays, unter Anwendung
von meist mehreren poly- oder monoklonalen AK, die gegen humanes c¢Tnl oder

cTnT gerichtet sind (SCHOBER et al., 2002c).
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2.3.5. Interspezieshomologie

Die Funktion sowie die molekulare Struktur der phylogenetisch stark
konservierten cTn-Proteine sind mit einer hohen Interspezieshomologie assoziiert,
was den Einsatz von fiir die Humanmedizin entwickelte cTn-Tests auch bei
anderen Spezies ermoglicht (WILKINSON & GRAND, 1978; PEARLSTONE et
al., 1986; PARMACEK & LEIDEN, 1991; O'BRIEN et al., 1997b; OYAMA &
SOLTER, 2004). Mit Hilfe von Sequenzanalysen konnte an geklonten felinen und
caninen cTnl-Genen eine ausgeprigte Nukleotid- und AS-Sequenzhomologie
zwischen diesen beiden Spezies nachgewiesen werden. Gegeniiber dem humanen
cTnl-Gen wurde fiir das canine eine 95%ige und fiir das feline cTnl-Gen eine
96%ige Homologie ermittelt. Im Gegensatz zu dem humanen und caninen cTnl ist
die AS Glutaminsiure*/Glycin® in der Sequenz des felinen c¢Tnl nicht enthalten.
Dagegen weisen sowohl das feline als auch das canine cTnl die AS Alanin® auf,
die wiederum dem humanen cTnl fehlt (RISHNIW et al., 2004). Dennoch existiert
in der Region des cTnl, die iiblicherweise als antigene Determinante (Epitop)
verwendet wird, eine stark ausgeprigte Sequenzhomologie zwischen Hunden,
Katzen, Menschen, Mausen und Ratten. Innerhalb dieser Region unterscheiden
sich die cTnl-Proteine von Hund und Katze gegeniiber dem humanen cTnl
lediglich in einer AS (COLLINSON et al., 2001), wobei eine vollige
Ubereinstimmung bei Hund und Katze vorliegt (RISHNIW et al., 2004).
Zahlreiche andere Studien konnten zeigen, dass eine Messung der cTn anhand von
cTn-Assays, die fiir die Humanmedizin entwickelt wurden, bei vielen

Saugetierarten moglich ist (O'BRIEN et al., 1997b; FREDERICKS et al., 2001).

2.3.5.1. Konventionelle Assays

Die ersten Testsysteme fiir die Bestimmung der cTn wurden in den spiten 80er
Jahren entwickelt (WELLS & SLEEPER, 2008). Es existieren cTn-Assays von
unterschiedlichen Generationen bei denen die analytische Nachweisgrenze sowie
die Messgenauigkeit in den letzten Jahrzenten stetig verbessert wurden. Diese
Testgenerationen unterscheiden sich hinsichtlich der verwendeten AK, der
Sensitivitit und Spezifitdt, der Heterogenitit der verwendeten humanen cTn-
Standards sowie der definierten Referenzwerte (JAFFE et al., 2000; LABUGGER
et al., 2000). Derzeit werden multiple cTnl-Assays von verschiedenen Herstellern
angeboten, die allerdings keiner einheitlichen Standardisierung unterzogen sind

(WU et al., 1998; SHI et al., 1999; CHRISTENSON et al., 2001). Dagegen wird
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der cTnT-Assay von nur einem Hersteller vermarktet und ist somit patentiert und

standardisiert (JAFFE et al., 2000; LABUGGER et al., 2000).

2.3.5.2. Hochsensitive Assays

In der Humanmedizin wurde bereits in dem Konsensusdokument der European
Society of Cardiology (ESC) und des American College of Cardiology (ACC) die
cTn-Analyse als der labordiagnostische Goldstandard fiir den Nachweis einer
akuten Myokardschidigungen definiert, wobei als einheitlicher Cut-off-Wert fiir
die Diagnose eines Myokardinfarkts die 99. Perzentile einer gesunden
Referenzpopulation festgelegt wurde (ALPERT et al., 2000). Dieser Grenzwert
wurde in den neuen Richtlinien beibehalten (THYGESEN et al., 2007).
Zusitzliche wurde von den cTn-Assays eine ausreichende Messprizision mit
einem Variationskoeffizient (VK) von zehn Prozent oder weniger im Bereich
dieses Cut-off-Wertes gefordert (ALPERT et al., 2000; THYGESEN et al., 2007),
um Fehlklassifikationen aufgrund von Testungenauigkeiten im untersten
Messbereich zu minimieren. Diese empfohlene Prizision (VK < 10 % am
Referenzwert der 99. Perzentile) konnte allerdings mit den bisherig verfiigbaren
konventionellen cTn-Assays nicht konstant erreicht werden. Aus diesem Grund
wurden fiir die meisten cTn-Assays Cut-off-Werte, die den empfohlenen
Referenzwert der 99. Perzentile {iberschritten, willkiirlich festgelegt
(MOHAMMED & JANUZZI, 2010). Erst mit der Entwicklung einer neuen
Immunoassay-Generation, den sogenannten ,hoch- oder ultrasensitiven* cTn-
Tests ist eine akkurate Messung der cTn-Konzentration mit der gegenwadrtig
empfohlenen Prizision moglich (MOHAMMED & JANUZZI, 2010). Diese hs
Tests sind im Vergleich zu den konventionellen cTn-Assays in der Lage bis zu
zehnfach niedrigere cTn-Konzentrationen (Konzentrationen unterhalb der
99. Perzentile) zu detektieren, wodurch nun auch geringgradige strukturelle
Veridnderungen des Myokards, wie sie beispielsweise in der Frithphase des
Myokardinfarkts auftreten, nachweisbar sind (TATE, 2008). Aulerdem fiihrte der
Einsatz von hs cTn-Assays zu der Erkenntnis, dass ein Nachweis von ¢Tn in der
Zirkulation bei den meisten Probanden der Referenzpopulation méglich ist, wobei
die hierfiir zugrundeliegende Ursache derzeit noch nicht geklirt ist. Allerdings
wird die Interpretation von geringgradig erhohten cTn-Konzentrationen dadurch

zusitzlich verkompliziert (GIANNITSIS et al., 2010).
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2.3.5.3. Limitationen
Obwohl die Analyse der zirkulierenden cTn-Konzentrationen den gegenwirtigen
Goldstandard zum Nachweis einer myokardialen Zellschiddigung darstellt, weist

diese einige Limitationen auf.

2.3.5.3.1. Standardisierung

Wie bereits unter 2.3.5.1. erwihnt, wird derzeit eine Vielfalt an cTnl-Assays von
verschiedenen Herstellern auf dem Markt angeboten, wobei allerdings jegliche
Teststandardisierung fehlt. Es werden sowohl unterschiedliche AK als auch
verschiedene cTn-Priparate fiir die Assay-Kalibration verwendet. AuBerdem
weist das cTnl in der Zirkulation multiple Formen (komplexgebunden oder durch
Oxidation sowie enzymatische Prozesse modifizierte Formen) auf, welche von
einigen in den verschiedenen cTnl-Tests zum Einsatz kommenden AK detektiert
werden konnen, von anderen dagegen nicht (WU et al., 1998; SHI et al., 1999;
CHRISTENSON et al., 2001). Die Variabilitit der zirkulierenden cTn-
Spaltprodukte und der damit verbundenen Epitopinstabilitdt kann entweder mit
einer Detektion und daher mit einer Erhohung des Testergebnisses oder bei
Nichterkennung, bedingt durch strukturelle Verdnderungen innerhalb der
antigenen Determinanten, mit einer Abnahme der cTn-Resultate (falsch negativ)
assoziiert sein (SCHOBER et al., 2002¢). Aus diesem Grund sollten in cTnl-
Assays bevorzugt AK eingesetzt werden, die gegen die stabile Core-Region des
cTnl gerichtet sind (KATRUKHA et al.,, 1998). Aufgrund der fehlenden
Standardisierung konnen die Grenzwerte der cTnl-Assays trotz desselben
Testsubstrates um das Zehnfache und mehr differieren, was fiir den klinischen
Gebrauch ein wesentliches Problem darstellt (LARUE et al., 1992; FERRIERES
et al., 1998; KATRUKHA et al., 1998; DASGUPTA et al., 2000; SAADEDDIN
et al., 2003). Jeder Test weist deshalb einen eigenen ermittelten Cut-off-Wert auf.
Ein Vergleich von cTnl-Resultaten aus verschiedenen Studien in denen
unterschiedliche cTnl-Assays zum FEinsatz kamen, ist aus diesem Grund
ausgeschlossen (APPLE, 1999; PANTEGHINI et al., 2004). Im Gegensatz dazu
ist der von nur einem Hersteller vermarktete cTnT-Assay patentiert und
standardisiert. Demnach existiert fiir das ¢TnT auch nur ein einziger Grenzwert,
wodurch Studienvergleiche beziiglich der cTnT-Konzentrationen ermoglicht

werden (JAFFE et al., 2000; LABUGGER et al., 2000).
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2.3.5.3.2. Interferenzen

Neben der fehlenden Standardisierung stellen auch falsch positive cTnl-Resultate,
die durch die Anwesenheit von interferierenden Substanzen im Blut verursacht
werden konnen ein Problem innerhalb der cTn-Analytik dar. Zu den moglichen
Ursachen, die mit einem falsch positiven Testergebnis assoziiert sein konnen
zdhlen heterophile AK, Anti-Tn-AK, rheumatoide Faktoren, Fibrin in der zu
analysierenden Blutprobe, Hdmolyse, Himoglobindmie, Lipidimie, gesteigerte
Aktivitdit der alkalischen Phosphatase, Hyperproteinimie sowie eine

Hyperbilirubinimie (LAGNEAU et al., 1999; LUM & SOLARZ, 2006).

2.3.5.3.3. Reproduzierbarkeit

Eine essentielle Voraussetzung fiir das Erhalten von verlédsslichen Testresultaten
stellt eine gute Reproduzierbarkeit dar. Die gegenwirtigen cTn-Assays weisen
allerdings die Problematik auf, dass sich die Reproduzierbarkeit mit abnehmender
cTn-Konzentration  verschlechtert. =~ Dabei  ist gerade der niedrige
Konzentrationsbereich, in welchem aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit
hiufig widerspriichliche Testergebnisse beobachtet werden, fiir das weitere
Management des Patienten und wichtige therapeutische Entscheidungen

ausschlaggebend (MCNEIL, 2007).

24. Verwendung

Die Analyse von cTnl und ¢TnT gilt derzeit aufgrund ihrer hohen Sensitivitit und
nahezu absoluten Spezifitit, sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Tiermedizin, als labordiagnostischer Goldstandard fiir den Nachweis einer
myokardialen Zellschadigung. Wegen der deutlich hoheren myokardialen
Gewebespezifitit sowie der hoheren klinischen Sensitivitit fiir die Detektion eines
Myokardschadens wurden die klassischen Biomarker, die Laktatdehydrogenase
(LDH), die Creatin-Kinase (CK) sowie deren Isoenzym-MB (CK-MB), durch die
cTn verdringt (ROBERTS & SOBEL, 1973; GERHARDT et al., 1999;
MORROW et al., 2007). Ein Anstieg der cTn zeigt zwar eine Schidigung des
Myokards an, allerdings kann keine Aussage iiber die zugrundeliegende Ursache
getroffen werden. Neben der Identifikation von myokardialen Zellschdadigungen
kommen die c¢Tn auch innerhalb der Risikostratifizierung zum Einsatz, da die
cTn-Konzentration mit dem klinischen Schweregrad der zugrundeliegenden

Erkrankung sowie der Lebenserwartung korreliert (O'BRIEN, 2008). Anhand von
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cTn-Messungen konnen Permeabilitidtsstorungen, eine fokale Entziindung oder
Nekrosen der kardialen Myozyten sehr frithzeitig und teilweise noch vor einer
histologischen Nachweisbarkeit festgestellt werden (LAUER et al.,, 1997).
AuBerdem kommen die cTn in préiklinischen Studien an Labortieren wie Hunden,
Ratten und Schweinen zum Einsatz, um das kardiotoxische Potential
verschiedener Substanzen und kardiovaskuldrer FEingriffe beim Menschen
beurteilen zu konnen. Chemotherapeutika, antiretrovirale Pharmazeutika, aber
auch chirurgische Eingriffe am Herzen, die mit einer kardialen Toxizitit
verbunden sind werden unter anderem hierbei untersucht. Des Weiteren wird die
Wirksamkeit von kardioprotektiven Medikamenten fiir den Einsatz in der
Humanmedizin als zusitzliche Agentien fiir Therapien, die kardiale

Nebenwirkungen aufweisen, eruiert (O'BRIEN, 2008).

2.4.1. Humanmedizin

In der Humanmedizin stellen die ¢cTn, aufgrund der hohen Gewebespezifitit, der
diagnostischen Sensitivitit, der niedrigen basalen Blutkonzentration, der rapiden
Freisetzung sowie der Persistenz in der Zirkulation, den diagnostischen
Goldstandard fiir den Nachweis einer myokardialen Zellschidigung dar. Es
besteht eine gute Korrelation zwischen der cTn-Serumkonzentration und
histopathologischen Myokardveridnderungen, dem Ausmall der myokardialen
Zellschiadigung, der klinischen Symptomatik sowie der Prognose (O'BRIEN,
2006, 2008). Myokardschdden, die durch ein ischdmisches Ereignis verursacht
wurden, fiihren zu einem stirkeren cTn-Konzentrationsanstieg (> 11 fach)
(ALEHAN et al., 2003) als solche, die durch eine nicht-ischdmisches Ursache
(z.B. Myokarditis) bedingt sind (3 — 5 fach) (LANG et al., 2000). Die cTn-
Analyse kommt in der Humanmedizin vor allem als nichtinvasives Diagnostikum
eines akuten Koronarsyndroms (ACS) sowie zur Risikostratifizierung von
Patienten mit ACS zum Einsatz (LAMB et al., 2004). Des Weiteren werden die
c¢Tn zum Nachweis einer chronischen oder beginnenden DCM und Hypertrophen
Kardiomyopathie, sowie eines myokardialen Traumas oder einer systemischen
Hypertonie eingesetzt (PROSEK & ETTINGER, 2010). Als kardiale Biomarker
weisen das cTnl und das c¢TnT eine gleichwertige Aussagekraft auf. Eine
Ausnahme stellen Patienten mit einer eingeschriankten renalen Funktion dar
(LAMB et al., 2004). Weitere mit einem cTn-Konzentrationsanstieg assoziierte

Ursachen sind in Tabelle 2 aufgelistet.



II. Literaturiibersicht 20

Tabelle 2: Ursachen einer erhohten Konzentration der kardialen Troponine in
Abwesenheit eines akuten Koronarsyndroms (THYGESEN et al., 2007
MOHAMMED & JANUZZI, 2010)

Kardiale Amyloidose

Kardiale Kontusion

Herzchirurgie

Kardioversion

Verschluss eines Atriumseptumdefekts

Koronarspasmus

Kardiale Ursachen Dilatative und hypertrophe Kardiomyopathie

Herzversagen (akut/chronisch)

Myokarditis, Perikarditis

Perkutane Koronarintervention

Post Herztransplantation

Radiofrequenz-Ablation

Tachy- oder Bradykardie, Herzblock

Schwerkranke Patienten

Chemotherapeutika (hohe Dosen)

Sympathomimetika

Primére pulmonale Hypertension

Pulmonale Embolie

Lungentdem

Extrakardiale Ursachen Chronische Niereninsuffizienz

Apoplexie

Subarachnoidale Hamorrhagien

Vergiftungen (Skorpion- oder Quallenstich)

Sepsis

Verbrennungen (> 30 % der Korperoberfliche)

Extremer Ausdauersport
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2.4.1.1. Diagnose eines akuten Myokardinfarkts

Beim Menschen kommt es zur Entstehung eines AMI durch Ablosung einer
arteriosklerotischen ~ Plaque in  die  Koronararterien,  gefolgt  von
Thrombozytenaggregation, Koagulation und damit verbundener Gefaokklusion
oder distaler Embolisation. Die Folge stellt eine myokardiale Ischamie dar, die in
einem Zelluntergang resultiert (ALPERT et al., 2000; COLLINSON & STUBBS,
2003). Von den im Jahr 1979 durch die World Health Organization festgelegten
Kriterien (passende Anamnese und klinische Priésentation,
elektrokardiographischer Nachweis einer Ischdmie sowie erhohte kardiale
Enzyme) mussten zwei positiv sein, um die Diagnose AMI stellen zu konnen. Im
Jahre 2000 wurden durch die ESC und ACC neue Empfehlungen fiir die Diagnose
eines AMI veroffentlicht. Demnach sollte ein akuter, beginnender oder kiirzlich
aufgetretener Myokardinfarkt durch den Nachweis eines typischen Anstiegs und
Abfalls der myokardialen Nekrosemarker (cTn oder CK-MB) in Kombination mit
mindestens einem der folgenden Kriterien diagnostiziert werden: Symptome einer
Ischidmie (z.B. Thoraxschmerzen), Entwicklung einer pathologischen Q-Welle im
EKG, Ischiamie bedingte EKG-Veridnderungen (neu auftretende Veridnderungen
der ST-T-Welle) oder arterielle Koronarintervention (z.B. Angioplastie).
AuBlerdem konnte die Diagnosestellung durch den Nachweis von pathologischen
Befunden eines AMI erfolgen. Dabei stellten die cTn die bevorzugten Biomarker
dar und eine alternative Messung der CK-MB sollte nur durchgefiihrt werden,
falls eine Bestimmung der ¢Tn nicht verfiigbar war. Somit galten die kardialen
Biomarker als fundamentales Diagnostikum eines AMI, da klinische Symptome
sowie EKG-Verdnderungen unspezifisch oder sogar vollig fehlen konnen
(ALPERT et al., 2000). Aufgrund von neuen Erkenntnissen in der Forschung,
Diagnostik und Therapie kam es im Jahr 2007 durch ein Joint-ESC/American
College of Cardiology Foundation (ACCF)/American Heart Association
(AHA)/World Heart Federation (WHF)-Task-Force zu einer Neudefinition des
AMI. Wesentliche Anderungen stellten neben der Hinzunahme von bildgebenden
Verfahren, ergidnzend zu den kardialen Biomarkern (bevorzugt cTn), die
Klassifizierung des AMI in fiinf Typen (sieche Anhang Tabelle 20) dar. Laut
diesen neuen Empfehlungen kann bei Vorliegen eines EKG mit infarkttypischer
ST-Streckenhebung die Diagnose AMI primér anhand der Klink und des EKG-
Befundes gestellt werden, um eine Verzogerung von therapeutischen

Entscheidungen durch das Warten auf cTn-Ergebnisse zu verhindern. Handelt es
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sich dagegen um einen AMI ohne ST-Streckenhebung stellen kardiale Biomarker,
bevorzugt cTn, neben der Klinik ein wichtiges Diagnostikum dar. Fiir die sichere
Diagnose eines AMI ist sowohl eine den Grenzwert iiberschreitende cTn-
Konzentration als auch eine infarkttypische cTn-Kinetik (signifikanter Anstieg
und Abfall der cTn-Konzentrationen im Zeitverlauf) wihrend seriellen
Blutentnahmen essentiell. Da die cTn-Konzentration circa zwei bis vier Stunden
nach beginnender Myokardschddigung ansteigt (JAFFE et al., 2006; MORROW
et al., 2007) sollte eine Blutentnahme zum Zeitpunkt der Vorstellung sowie sechs
bis neun Stunden danach erfolgen (THYGESEN et al., 2007).
Spitzenkonzentrationen treten dagegen erst nach 18 — 24 Stunden auf (ALPERT et
al., 2000). In Fillen in denen wihrend dieser Zeitspanne keine erhohten cTn-
Werte nachgewiesen werden, aber ein starker klinischer Verdacht auf einen AMI
besteht, sind zusitzliche cTn-Analysen nach zwolf und 24 Stunden erforderlich
(MACRAE et al., 2006). Eine infarkttypische cTn-Kinetik ist zur Differenzierung
eines AMI von einer chronisch erhohten cTn-Konzentrationen notwendig, wie sie
beispielsweise bei Patienten mit chronischem Nierenversagen auftritt (JAFFE,
2006). In den neuen Richtlinien wurden die 99. Perzentile einer gesunden
Referenzpopulation als einheitlicher Grenzwert beibehalten. Zusétzlich wurde von
den zum FEinsatz kommenden Labortests eine ausreichende Messprizision mit
einem VK von maximal zehn Prozent im Bereich dieses Cut-off-Wertes gefordert,
um Fehlklassifikationen aufgrund von Testungenauigkeiten im untersten
Messbereich zu minimieren. Bei Vorliegen von erhohten cTn-Konzentrationen in
Abwesenheit von klinischen Hinweisen auf eine Ischimie ist eine Suche nach
anderen mit myokardialer Zellschiddigung assoziierten Erkrankungen (kardial oder

extrakardial) angezeigt (THYGESEN et al., 2007).

2.4.1.2. Risikostratifizierung und Management

Neben der Verwendung als bedeutendes Diagnostikum fiir einen AMI kommen
die ¢Tn auch zur Risikostratifizierung von Patienten mit ACS zum Einsatz
(MORROW et al., 2007). Verschiedene Studien an Patienten mit ACS konnten
eine enge Korrelation zwischen erhohten cTn-Konzentrationen und dem
Schweregrad einer epikardialen Koronararterienerkrankung sowie einer
reduzierten myokardialen mikrovaskuldren Perfusion nachweisen (HAMM et al.,
1999; WONG et al., 2002). Des Weiteren stellen die c¢Tn hilfreiche Richtwerte
beziiglich des Patientenmanagements dar. MORROW und Mitarbeiter konnten
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nachweisen, dass Patienten mit einem klinisch gesicherten ACS und nur
geringgradig erhohten cTn-Konzentrationen ein deutlich hoheres Risiko fiir einen
erneuten Myokardinfarkt oder den Tod zu erleiden aufwiesen. Solche Patienten
profitieren von einem frithzeitigen invasiven Management (Koronarangiographie
mit anschlieBender Revaskularisation), im Vergleich zu einer konservativen
Therapie. Im Gegensatz dazu war ein frithes invasives Vorgehen bei Patienten
ohne erhohte cTn-Konzentrationen mit keinem klinischen Vorteil assoziiert
(MORROW et al.,, 2001). Das AusmaBl der =zeitlichen cTn-
Konzentrationsverdnderungen erlaubt eine Differenzierung zwischen einem AMI
und chronisch erhohten cTn-Konzentrationen, wie sie beispielsweise bei anderen
kardialen oder extrakardialen Krankheiten auftreten. Die cTn-Kinetik kann aber
auch zur Beurteilung eines thrombolytischen Therapieerfolgs und der damit
verbundenen Reperfusion der betroffenen Arterie herangezogen werden. Folglich
ist das friihzeitige Auftreten von cTn-Spitzenkonzentrationen mit einer
erfolgreichen Thrombolyse und Reperfusion vergesellschaftet (positiver
pradiktiver Wert > 90 %) (TANASIJEVIC et al., 1999; DE LEMOS et al., 2001).
Besteht bei einem Patienten aufgrund der von ihm gezeigten klinischen
Symptome der Verdacht auf eine Reinfarktion ist eine sofortige cTn-Analyse
indiziert, wobei ein 20%iger Anstieg der cTn-Konzentration die Diagnose
Reinfarktion bestitigt (APPLE & MURAKAMI, 2005; JAFFE, 2008). Des
Weiteren kann mittels cTn-Bestimmungen der Therapieerfolg eines CHF ermittelt
werden, da nach erfolgreicher Therapie der akuten Episode, die cTn-Werte haufig

wieder in den Referenzbereich abfallen (LA VECCHIA et al., 2000).

2.4.1.3. Prognose

Neben dem Einsatz in der Diagnostik, der Risikostratifizierung sowie dem
Management eines AMI, weisen die cTn auch eine prognostische Aussagekraft
auf. Bei Patienten mit klinischen Anzeichen einer Ischimie und erhohten cTn-
Werten konnte, im Vergleich zu Patienten mit in der Zirkulation nicht
nachweisbaren cTn, ein schlechteres Outcome festgestellt werden (KONTOS et
al., 2004; EGGERS et al., 2007). Ein Nachweis von zirkulierenden cTn anhand
von hs cTn-Assays wies bei Patienten, die an stabilen Erkrankungen der
Koronararterien leiden, ebenfalls auf eine hohere Inzidenz des Herzversagens und
des kardiovaskuldr bedingten Todes hin (OMLAND et al., 2009). Dabei ist die

Prognose der Patienten mit einer durch Ischimie verursachten myokardialen
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Zellschiadigung von dem AusmaBl der Konzentrationserhohung abhingig
(STUBBS et al., 1996; MORROW et al., 2001; HASSAN et al., 2009). In einer
von HASSAN und Mitarbeiter durchgefiihrten Studie konnte nachgewiesen
werden, dass anhand der cTnT-Spitzenkonzentration Aussagen iiber die
vorliegende Infarktgrofle, die linksventrikuldre Funktion innerhalb drei Monaten
sowie iiber das Auftreten von nachteiligen kardialen Ereignissen innerhalb eines
Jahres getroffen werden konnen (HASSAN et al., 2009). Des Weiteren stellten
sich die cTn als potente Indikatoren fiir rezidivierende ischdmische Ereignisse bei
Patienten mit ACS heraus, wobei auch das Sterberisiko innerhalb dieser
Patientenpopulation bewertet werden konnte (HEIDENREICH et al., 2001).
Patienten, die an einem ACS erkrankt waren, wiesen eine hohere Mortalitdtsrate
auf, falls zum Vorstellungszeitpunkt erhohte cTnl-Konzentrationen festgestellt
wurden. Das Ausmal} des cTn-Anstiegs scheint hierbei mit dem Mortalitétsrisiko
zu korrelieren (ANTMAN et al., 1996). Auch bei den nicht durch ein ACS
bedingten Ursachen, wiesen erhohte cTn-Konzentrationen auf eine nachteilige
Prognose hin (AMMANN et al., 2003; ANAND et al., 2004; WAXMAN et al.,
2006).

2.4.1.4. Vor- und Nachteile von hochsensitiven Assays

Verschiedene Studien, die die Anwendung von hs cTn-Assays (Nachweisgrenze
unterhalb der 99. Perzentile einer gesunden Referenzpopulation) untersuchten,
konnten hinsichtlich der Identifikation von Patienten mit AMI eine signifikante
Verbesserung der Sensitivitit, im Vergleich zu konventionellen cTn-Tests,
nachweisen. APPLE und Mitarbeiter evaluierten die diagnostische Prézision des
ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays der Firma Siemens Medical Solutions
Diagnostics (Referenzwert der 99. Perzentile < 0,04 ng/ml) fiir die Diagnose eines
AMI. Hierbei wurden Plasmaproben von Patienten mit ACS zum Zeitpunkt der
Vorstellung (Baseline-Wert) sowie sechs bis 24 Stunden (Follow-up-Wert) spiter
analysiert. Die Verwendung der Baseline-cTnl-Konzentrationen ergab eine
Sensitivitdt von 74 %, was eine deutliche Verbesserung im Vergleich zu den von
konventionellen cTn-Tests gezeigten Sensitivitdten (3 - 33 %) darstellt (TUCKER
et al.,, 1997, ZIMMERMAN et al., 1999; NEWBY et al., 2001). Auch die
Sensitivitit der Follow-up-Konzentrationen zeigte, im Vergleich zu den
konventionellen Tests (50 — 92 %) (TUCKER et al., 1997; ZIMMERMAN et al.,
1999; NEWBY et al., 2001), mit 94% eine Optimierung. Allerdings war die
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Verbesserung der Sensitivitdt mit einer Abnahme der Spezifitit fiir die Diagnose
eines AMI verbunden. CTn-Assays der ersten Generation wiesen klinische
Spezifitiaten von tiber 90 % auf (JAFFE et al., 2006). Dagegen lag diese fiir den
ADVIA Centaur® Tnl-Ultra bei 84 % fiir die Baseline-Konzentrationen und bei
81 % fiir die Follow-up-Konzentrationen (APPLE et al., 2008b). Diese Reduktion
der Spezifitit verdeutlicht, dass durch die Anwendung von hs cTn-Tests der
Anteil an Patienten mit erhohten cTn-Konzentrationen, verursacht durch andere
Erkrankungen als einen AMI, angestiegen ist (KELLER et al., 2009; REICHLIN
et al., 2009). Aus diesem Grund werden serielle Blutentnahmen zur Beurteilung
der cTn-Kinetik empfohlen, um Fehldiagnosen zu vermeiden (FESMIRE, 2001;
APPLE et al., 2009). Gegeniiber den Standard-cTn-Assays konnten REICHLIN
und Mitarbeiter bei verschiedenen hs Tests ebenfalls eine signifikant hohere
diagnostische Prizision zum Zeitpunkt der Vorstellung sowie innerhalb der ersten
drei Stunden, nach Auftreten von Symptomen eines AMI nachweisen (REICHLIN
et al., 2009). In einer weiteren Studie stieg dadurch die Identifikation von
Patienten mit erhohten cTnl-Konzentrationen zum Vorstellungszeitpunkt um
61 % an. Dagegen ergab ein konventioneller Test initial negative cTnl-Resultate
und ein Anstieg der cTnl-Konzentration konnte erst zu einem spiteren Zeitpunkt
detektiert werden (MELANSON et al., 2007). Der Einsatz von hs cTn-Assays war
demnach mit einem bedeutenden Fortschritt in der Friihdiagnostik des ACS
verbunden und Patienten, die von einem invasivem Management profitieren
wiirden, konnten friihzeitig identifiziert werden (VENGE et al., 2002; EGGERS et
al., 2004; AMODIO et al.,, 2007; REICHLIN et al., 2009). Aufgrund der
verbesserten analytischen Sensitivitit der cTn-Assays wurde ein deutlicher
Riickgang in der Diagnosestellung einer instabilen Angina pectoris von 60 % auf
30 % vernommen (JAMES et al., 2003). Mit der Einfithrung von hs cTn-Tests
wird die Hiufigkeit dieser Diagnose voraussichtlich weiterhin abnehmen
(MOHAMMED & JANUZZI, 2010). Bei Patienten mit anhand von
konventionellen Tests diagnostizierter instabilen Angina pectoris (serielle
negative Testergebnisse) konnte unter Verwendung eines hs cTnl-Tests ein
Anstieg der cTnl-Konzentration nachgewiesen werden. Den Autoren zufolge sind
durch eine Ischimie bedingte Schmerzen im Ruhezustand nur in seltenen Fillen
nicht mit einer myokardialen Zellschddigung verbunden (WILSON et al., 2009).
Auch der Nachweis einer durch Chemotherapeutika verursachten Kardiotoxizitit

war anhand von hs cTn-Assays zu einem fritheren Zeitpunkt moglich
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(MOHAMMED & JANUZZI, 2010). Hinsichtlich der Risikostratifizierung nach
Auftreten eines AMI wiesen Assays mit hohen Sensitivititen auBerdem eine
bessere pradiktive Aussagekraft auf. Jegliche cTn-Konzentration deren Wert die
99. Perzentile einer gesunden Referenzpopulation iiberschritten hat, war bei

Patienten mit ACS mit einer hoheren Mortalitit assoziiert (NEWBY et al., 2001).

2.4.2. Tiermedizin

Die c¢Tn wurden bereits bei etlichen Spezies (Ratten, Méausen, Hamstern,
Kaninchen, Meerschweinchen, Hunden, Katzen, Schweinen, Pferden, Rindern,
Schafen, nicht-humane Primaten) untersucht, um unter anderem deren
Anwendbarkeit als nichtinvasives Diagnostikum in der Human- und Tiermedizin
zu evaluieren (GUNES et al., 2010). Zahlreiche Studien an verschiedenen
Tierarten konnten erhohte cTn-Konzentrationen bei diversen Krankheiten und

Konditionen nachweisen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Krankheiten/Konditionen bei verschiedenen Tierarten, die mit einer
Erhohung der cTn-Konzentration assoziiert sind (WELLS & SLEEPER, 2008;
WELLS et al., 2009; SERRA et al., 2010; SNYDER et al., 2010).

Kongestives Herzversagen

Hypertrophe und dilatative Kardiomyopathie

Endokardiose

Arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie (Boxer)

Kardiale Ursachen Subaorten- und Pulmonalstenose

Myokarditis

Perikarderguss

Experimentell induzierter Myokardinfarkt

Atrioventrikuldrer Block 3. Grades

Babesiose

Ehrlichiose

Infektionskrankheiten [T cpiospirose

Maul- und Klauenseuche

Sepsis
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Toxische Ursachen

Adrenergika (Isoproterenol, Phenylpropanolamin)

Doxorubicin, Daunorubicin

Monensin

Fumonisin B1

Schlangengifte

Sonstige Ursachen

Trauma (Kontusion, traumatische Reticuloperitonitis, kardiale

Punktion)

Magendilatation und —volvulus

Pulmonale Krankheiten (extrakardiale Dyspnoe)

Pyometra

Hypoxie

Nierenversagen

Epilepsie

Hochgradige Anstrengung

Thromboembolie

Feline Hyperthyreose

Animie (Hamatokrit < 20 %)

Pankreatitis

Viszerale Neoplasien, Lymphom, intrakranielles Meningiom

Unkontrollierter Hyper- und Hypoadrenokortizismus

Schwerwiegende Kolik

Signifikanter Gewichtsverlust

Steroidresponsive Meningitis-Arteritis

Rhabdomyolyse

Hitzschlag

Demnach stellen die cTn auch beim Tier hs und spezifische Biomarker einer

myokardialen Zellschidigung dar, unabhingig von der zugrundeliegenden

Ursache fiir die Myokardschiddigung. Hierbei korreliert der Konzentrationsanstieg
der cTn ebenfalls mit dem Schweregrad des Myokardschadens (CUMMINS &
CUMMINS, 1987; VOSS et al., 1995; O'BRIEN et al., 1997a; RICCHIUTI et al.,
1998b; ADAMS, 1999). Ein progressiver Anstieg der cTn-Konzentration bei

seriellen Messungen ist mit einer andauernden Herzmuskelnekrose und einer

schlechten Prognose vergesellschaftet (CUMMINS & CUMMINS,

1987;

RICCHIUTTI et al., 1998b; ADAMS, 1999).
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2.4.2.1. Anwendung beim Hund

Bei gesunden Hunden sind die cTn nicht oder nur in geringen Mengen in der
Zirkulation nachweisbar (O'BRIEN et al., 1997a; SCHOBER et al.,, 1999;
SLEEPER et al., 2001; DEFRANCESCO et al., 2002). Dagegen konnen kardiale
sowie diverse extrakardiale Erkrankungen mit einer myokardialen Zellschddigung
assoziiert sein und folglich zu einem Konzentrationsanstieg der c¢Tn in der
Zirkulation fiithren. Obwohl die diagnostische Aussagekraft der cTn praktisch
gleichzusetzen ist, konnte in einer Metaanalyse von SCHOBER und Mitarbeitern
nachgewiesen werden, dass das c¢Tnl im Vergleich zu dem cTnT, zu einem
fritheren Zeitpunkt und frequenter ansteigt (SCHOBER et al., 2002b). Die fiir
dieses Phidnomen zugrundeliegende Ursache ist derzeit noch weitgehend
ungeklirt. Allerdings wird eine stirkere strukturelle Bindung zwischen dem ¢TnT
und dem Tropomyosin vermutet (PROSEK & ETTINGER, 2010). Des Weiteren
weist cTnT eine etwas geringere Spezifitit als das cTnl auf, da eine
Niereninsuffizienz mit einem unspezifischen cTnT-Konzentrationsanstieg
assoziiert ist. AuBlerdem kann unter bestimmten Bedingungen cTnT in der
Skelettmuskulatur gebildet werden, wobei die cTnT-Assays der zweiten und
dritten Generation allerdings in der Lage sind kardiales c¢TnT von
Skelettmuskelisoformen zu differenzieren (WILLGING et al., 1998; ADAMS,
1999).

Fir die Bestimmung des caninen cTnl kamen aufgrund der fehlenden
Standardisierung diverse Assays aus der Humanmedizin zum Einsatz. Bei dem in
vorliegender Dissertation fiir den Dobermann zu evaluierenden ADVIA Centaur®
Tnl-Ultra handelt es sich um einen hs cTnl-Assay der Firma Siemens Healthcare

Diagnostics (Eschborn, Deutschland).

Nach Wissen des Autors wurde der ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay bis dato
lediglich in zwei veroffentlichten Studien beim Hund angewendet. APPLE und
Mitarbeiter fiihrten cTn-Analysen bei verschiedenen Spezies unter Anwendung
von diversen kommerziell erhiltlichen cTn-Immunoassays durch. In dieser Studie
konnte anhand von cTnl-Messungen aus Serumproben von Beagle Hunden mittels
des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays eine gute Immunoreaktivitit ermittelt
werden. Die analytische Imprézision ergab einen VK < 20 % (APPLE et al.,
2008a). In einer kiirzlich von Serra und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie wurde

ebenfalls die Anwendung von verschiedenen cTn-Assays, inklusive dem ADVIA
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Centaur® Tnl-Ultra, bei Hunden, Katzen, Pferden, Milchvieh, Ratten und
Kaninchen evaluiert. Eine Detektion erhohter cTnl-Konzentrationen bedingt
durch eine primédre (kardiale Erkrankungen oder Applikation von kardiotoxischen
Substanzen) oder sekunddre (extrakardiale FErkrankungen) myokardiale
Zellschiadigung konnten mit Hilfe des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays bei
allen Spezies nachgewiesen werden. Dagegen wiesen gesunde Hunde, Katzen und
Milchkithe cTnl-Konzentrationen < 0,052 ng/ml und gesunde Pferde sogar
sechsfach niedrigere cTnl-Konzentrationen als die erstgenannten drei Spezies auf

(SERRA et al., 2010).

2.4.2.1.1. Kardial bedingter Troponin-Konzentrationsanstieg

Im Vergleich zum Menschen, bei dem die haufigste Ursache fiir einen
Myokardinfarkt eine Arteriosklerose darstellt, tritt dieses Krankheitsbild beim
Hund duBerst selten auf. Bei dieser Spezies wird dagegen ein Myokardinfarkt
meist durch eine septische Embolie einer Koronararterie sekundir zu einer
bakteriellen Endokarditis verursacht (KITTLESON, 1998). Anhand von
experimentell induzierten Myokardinfarkten bei Hunden konnte ermittelt werden,
dass etwa drei bis vier Stunden nach Induktion die cTn in der Zirkulation
ansteigen. Dabei erreichten das c¢Tnl eingipflig, nach zwolf bis 16 Stunden und
das ¢TnT zweigipflig, nach 24 und 120 Stunden ihre Maximalspiegel (VOSS et
al., 1995; RICCHIUTI et al., 1998b). Anschliefend kam es zu einer allméhlichen
Reduktion der cTn-Blutkonzentrationen. Physiologische Werte der c¢Tnl-
Konzentration wurden nach acht bis zehn Tagen und der cTnT-Konzentration
nach zehn bis 14 Tagen erreicht. Des Weiteren wurde eine positive Korrelation
zwischen den absoluten cTn-Serumspiegeln und der Infarktgrofle nachgewiesen
(CUMMINS & CUMMINS, 1987; VOSS et al., 1995; O'BRIEN et al., 1997a;
RICCHIUTI et al., 1998b). Die von Hunden gezeigte zeitliche cTn-Kinetik sowie
das Ausmall des Konzentrationsanstiegs ist mit der des Menschen vergleichbar
(MAIR et al., 1995a; MAIR et al, 1995b). Hunde, die an einer
Mitralklappenendokardiose (ME), DCM oder Subaortenstenose (SAS) erkrankt
waren, konnten anhand der cTn-Konzentrationen identifiziert werden. Dabei
schien das AusmaBl des Konzentrationsanstiegs mit dem Schweregrad der
Erkrankung sowie der Prognose zu korrelieren (DEFRANCESCO et al., 2002;
OYAMA & SISSON, 2004; TARDUCCI et al., 2004; SPRATT et al., 2005).
SPRATT und Mitarbeiter untersuchten den diagnostischen Wert von cTnl sowohl
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bei erworbenen (Perikarderguss (PE), ME, DCM) als auch bei angeborenen
(persistierender Ductus Arteriosus Botalli (PDA), Ventrikelseptumdefekt (VSD),
Pulmonalstenose (PS), SAS) Herzerkrankungen. Im Vergleich zu den
herzgesunden Kontrolltieren wiesen die Hunde mit erworbenen Herzkrankheiten
signifikant hohere cTnl-Konzentrationen auf, wobei Tiere mit klinischen
Symptomen eines CHF die hochsten Werte erreichten (SPRATT et al., 2005). Im
Gegensatz dazu konnte bei Hunden mit angeborenen Herzerkrankungen kein
signifikanter cTn-Konzentrationsanstieg nachgewiesen werden, was mit
Untersuchungsergebnissen von pidiatrischen Patienten in der Humanmedizin
tibereinstimmt (TAGGART et al., 1996; HIRSCH et al., 1997; LIPSHULTZ et al.,
1997). Kontrire Resultate ergab allerdings eine weitere Studie, in der bei sieben
von 23 (30,4 %) Hunden mit hochgradiger PS, cTnl-Werte oberhalb des
Referenzbereichs sowie eine positive Korrelation zwischen dem c¢Tnl-
Serumspiegel und dem maximalen Druckgradienten iiber der Pulmonalklappe
nachgewiesen werden konnte (SAUNDERS et al., 2009). Des Weiteren wurde
die vorherig genannte Studienpopulation von SPRATT und Mitarbeitern gemif
der International Small Animal Cardiac Health Council’s (ISACHC)
Klassifikation (Anhang Tabelle 21) unterteilt. Hunde in Klasse II und IIIA wiesen
signifikant hohere cTnl-Blutkonzentrationen auf als herzgesunde Patienten oder
solche in Klasse IA und IB. Unter Verwendung eines cTnl Cut-off-Wertes von
0,095 ng/ml konnten mit einer Sensitivitdit von 96 % und einer Spezifitit von
88 % Patienten ab der ISACHC Klasse II identifiziert werden (SPRATT et al.,
2005). OYAMA und SISSON konnten ebenfalls einen signifikanten Unterschied
in der cTnl-Blutkonzentration bei Hunde mit kardialen Erkrankungen (ME, DCM,
SAS) und gesunden Kontrolltieren feststellen, wobei 47 % von 93 herzkranken
Patienten erhohte cTnl-Werte aufwiesen (OYAMA & SISSON, 2004). Im
Gegensatz zu der vorherig genannten Studie war das Vorliegen einer SAS mit
einem signifikanten cTnl-Konzentrationsanstieg assoziiert, was mit der groleren
Patientenanzahl (30 versus zwei) in Verbindung gebracht werden kann (OYAMA
& SISSON, 2004; SPRATT et al.,, 2005). Eine malige aber signifikante
Korrelation bestand bei Hunden mit einer ME, DCM oder SAS zwischen der
kardialen Hypertrophie (exzentrisch oder konzentrisch) und der cTnl-
Konzentration. Des Weiteren korrelierte die cTnl-Konzentration, im Falle einer
ME oder DCM mit der linksventrikuldren systolischen Funktion. Unter

Anwendung eines cTnl Cut-off-Wertes von 0,2 ng/ml konnte eine prognostische
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Signifikanz bei Hunden, die an einer DCM erkrankt waren, ermittelt werden.
Patienten mit cTnl-Konzentrationen oberhalb dieses Grenzwertes wiesen eine
mediane Uberlebenszeit von 112 Tagen auf, wohingegen ein cTnl-Wert unter
0,2 ng/ml mit einer deutlich lingeren Uberlebenszeit (357 Tagen)
vergesellschaftet war (OYAMA & SISSON, 2004). LJUNGVALL und
Mitarbeiter konnten mit ihren Untersuchungen ebenfalls einen cTnl-
Konzentrationsanstieg mit zunehmenden Schweregrad der ME bestitigen.
Nachweisbare cTnl-Konzentrationen konnten bei 67 % der gesamten
Studienpopulation (81 Hunde) festgestellt werden, wobei ein signifikanter
Unterschied in der cTnl-Konzentration zwischen allen vier Studiengruppen
(gesund: Verhiltnis zwischen dem linken Atrium (LA) und der Aorta (Ao) < 1,5,
keine Mitralklappeninsuffizienz (MI); milde ME: La/Ao < 1,5, MI-Jet < 30 %;
moderate ME: La/Ao < 1,8, MI-Jet < 50 %; schwerwiegende ME: La/Ao > 1,8,
MlI-Jet > 50 %) ermittelt werden konnte. Patienten, die an einer moderaten oder
schwerwiegenden ME erkrankt waren, wiesen signifikant hohere cTnl-Resultate
auf als herzgesunden Hunde. AuBBerdem war eine hochgradige ME, im Vergleich
zu den mild und moderat erkrankten Hunden, mit signifikant héheren cTnl-
Konzentrationen assoziiert (LIUNGVALL et al., 2010). Untersuchungsergebnisse
von GUGLIELMINI und Mitarbeitern stimmten mit vorherig genannten
Erkenntnissen {iiberein. Hunde mit dekompensierter ME und nachweisbarer
pulmonaler Hypertension (PH) zeigten signifikant héhere cTnl-Konzentrationen
als Patienten mit kompensierter ME (mit oder ohne PH) oder herzgesunde
Kontrolltiere. Der Vergleich zwischen den dekompensierten Hunden mit und ohne
PH ergab keinen signifikanten cTnl-Konzentrationsunterschied. Des Weiteren
konnte kein signifikanter Unterschied in der cTnl-Konzentration zwischen
Patienten mit priakapillirer PH und jenen mit dekompensierter ME (mit oder ohne
PH) ermittelt werden. Eine maéBige, aber signifikante Korrelation wurde bei
Hunden mit PH zwischen der Hohe des cTnl-Serumspiegels und dem kalkulierten
systolischen Druck in der Pulmonalarterie gefunden. Bei Hunden mit ME (mit
oder ohne PH) korrelierte die cTnl-Konzentration auflerdem mit folgenden
echokardiographischen Parametern: LA/Ao, LVIDd/Ao und LVIDs/Ao. Kein
Zusammenhang konnte dagegen mit der Verkiirzungsfraktion (Fractional

Shortening = FS) ermittelt werden (GUGLIELMINI et al., 2010).
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Hunde im okkulten Stadium einer DCM zeigten, im Vergleich zu herzgesunden
Patienten ebenfalls signifikant hohere cTnl-Serumspiegel. Fiir die Identifikation
solcher Patienten wies das cTnl in einer Studie allerdings nur eine relativ niedrige
pradiktive Aussagekraft auf. Unter Verwendung eines Cut-off-Wertes von
0,03 ng/ml betrug die Sensitivitit 88,9 %, die Spezifitit dagegen nur 41, 8 %,
wodurch iiberwiegend falsch-positive Testergebnissen entstanden (OYAMA et
al., 2007). In einer aus 336 Doberminnern bestehenden Studienpopulation konnte
anhand von insgesamt 653 cTnl-Analysen ein signifikanter cTnl-
Konzentrationsanstieg bei an der DoCM erkrankten Hunden, im Vergleich zu
herzgesunden Doberminnern, detektiert werden. Innerhalb der drei verschiedenen
Subgruppen des okkulten Krankheitsstadiums (ausschlieBlich VES, ausschlie3lich
echokardiographische  Veriénderungen, = Kombination aus VES  und
echokardiographischen Veridnderungen) lag kein signifikanter Unterschied in der
cTnl-Konzentration vor. Dagegen wiesen die symptomatischen, dekompensierten
Patienten, im Vergleich zu jenen im okkulten Stadium, signifikant hohere cTnl-
Serumspiegel auf. Sogar klinisch unauffillige Doberminner, die zum
Untersuchungszeitpunkt mittels des diagnostischen Goldstandards als herzgesund
beurteilt wurden, aber in der Folgeuntersuchung (maximaler Zeitabstand von
18 Monaten) Abnormalititen im  24-Stunden-EKG  und/oder der
echokardiographischen Untersuchung aufwiesen, zeigten einen signifikant
erhohten cTnl-Serumspiegel. Anhand eines Cut-off-Wertes von 0,22 ng/ml
konnten mit einer Sensitivitdt von 78,9 % und einer Spezifitit von 87,3 % alle der
oben genannten Krankheitsgruppen sowie die Patienten mit einer beginnenden,
aber mit dem diagnostischen Goldstandard noch nicht nachweisbarer DoCM,
ermittelt ~werden. Demnach konnten mithilfe dieses Grenzwertes
echokardiographische (Sensitivitit 86,6 %, Spezifitit 87,3 %) sowie
elektrokardiographische (Sensitivitit 70,5 %, Spezifitit 87,3 %) Abnormalititen
vorhergesagt werden. Kein Zusammenhang konnte zwischen der cTnl-
Konzentration und der Anzahl an VES innerhalb 24 Stunden detektiert werden.
Diesen Studienergebnissen zufolge stellt die cTnl-Analyse vor allem in der
frithen, mit dem diagnostischen Goldstandard noch nicht nachweisbaren Phase der
DoCM, ein niitzlicher zusitzlicher Screening-Test dar (WESS et al., 2010b).
Untersuchungen bei Boxern, die an einer Arrhythmogenen rechtsventrikuldren
Kardiomyopathie (ARVC) erkrankt waren, ergaben ebenfalls einen signifikanten

Anstieg der cTnl-Konzentration gegeniiber gesunden Boxern. Allerdings konnte
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hier eine signifikante Korrelation zwischen der cTnl-Konzentration und der
Anzahl an VES in 24 Stunden identifiziert werden. AuBlerdem bestand ein
Zusammenhang zwischen dem cTnl-Spiegel und der Komplexitit der

ventrikuldren Arrhythmien (BAUMWART et al., 2007).

Erkrankungen des Perikards stellten sich als eine weitere kardiale Ursache fiir
einen Anstieg der cTnl-Konzentration heraus. Hunde mit PE zeigten im Vergleich
zu herzgesunden Kontrolltieren signifikant hohere cTnl-Serumspiegel (SHAW et
al., 2004; LINDE et al, 2006). Fir c¢TnT konnte dagegen kein
Konzentrationsunterschied detektiert werden. Im Gegensatz zu einem
idiopathischen PE war ein kardiales Hamangiosarkom als zugrundeliegende
Ursache mit signifikant hoheren cTnl-Werten assoziiert. Zwischen den beiden
letztgenannten Gruppen konnte ebenfalls keine Differenz in der cTnT-
Konzentration festgestellt werden. Des Weiteren bestand keine Korrelation
zwischen der gemessenen Grofle des Héidmangiosarkoms und dem cTnl-
Serumspiegel (SHAW et al., 2004). Eine retrospektive Studie von LINDE und
Mitarbeitern konnte allerdings die diagnostische Anwendbarkeit von c¢Tnl zur
Differenzierung der zugrundeliegenden Atiologie eines PE nicht bestitigen.
Hunde mit idiopathischem PE wiesen im Vergleich zu Patienten mit einem
neoplastisch  (unter anderem Himangiosarkom) bedingten PE, keinen
signifikanten Unterschied in der mittleren cTnl-Konzentration auf (LINDE et al.,
2006). CHUN und Mitarbeiter stellten einen Vergleich zwischen den cTnl-
Konzentrationen von Hunden mit kardialem Himangiosarkom, extrakardialem
Hémangiosarkom, nicht durch ein Himangiosarkom bedingter PE (idiopathischer
PE, Perikarditis, Melanom, Mesotheliom, Chemodektom) und Hunden mit
anderen extrakardialen Neoplasien als ein Hdmangiosarkom auf. Die cTnl-
Analysen bei Hunde mit kardialem H&dmangiosarkom waren gegeniiber den
anderen drei Gruppen mit einer signifikant erhohten mittleren cTnl-
Plasmakonzentration assoziiert, was wiederum mit den vorherig genannten
Resultaten von SHAW und Mitarbeitern {iibereinstimmt. Zwischen den drei
iibrigen Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der cTnl-Konzentration
detektiert werden. Des Weiteren wurde ein Cut-off-Wert zur Differenzierung der
zugrundeliegenden Atiologie eines PE ermittelt. Anhand von cTnl-Resultaten, die
eine Konzentration von 0,25 ng/ml iiberschritten, konnten mit einer Sensitivitét

von 81 % und einer Spezifitit von 100 % Hunde mit einem durch ein
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Hamangiosarkom bedingten PE identifiziert werden. cTnl-Plasmakonzentrationen
von 2,45 ng/ml oder hoher (Sensitivitdt von 44 % und Spezifitit von 100 %),
wiesen dagegen bei Patienten mit extrakardialem Hidmangiosarkom auf eine

kardiale Beteiligung hin (CHUN et al., 2010).

In einer von FONFARA und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie erwies sich das
cTnl ebenfalls als ein niitzlicher Biomarker sowohl zur Beurteilung des
Schweregrads als auch der Prognose einer Herzerkrankung. Hunde deren cTnl-
Analysen Werte unter 0,15 ng/ml ergaben wurden entweder als herzgesund
beurteilt oder wiesen stabile Herzkrankheiten (kongenital oder erworben) in einem
frihen Krankheitsstadium auf. Auflerdem waren derartig niedrige cTnl-
Serumspiegel mit den lingsten Uberlebenszeiten vergesellschaftet. cTnl-
Konzentrationen iiber 0,15 ng/ml waren dagegen mit einem weiter
fortgeschrittenen kardialen Krankheitsstadium und einer signifikanten Reduktion
der Uberlebenszeit verbunden. Patienten mit cTnl-Konzentrationen zwischen
0,151 und 1,0 ng/ml {iiberlebten im Durchschnitt 24 Monate, wohingegen eine
cTnl-Konzentration iiber 1,01 ng/ml mit einer medianen Uberlebenszeit von drei
Monaten assoziiert war. Bei Hunden mit Serumkonzentrationen iiber 1,01 ng/ml
konnte anhand einer einmalig durchgefithrten cTnl-Messung keine
Differenzierung zwischen Patienten, die iiberlebten und solchen die verstarben,
erfolgen. Uberlebende Patienten zeigten allerdings in einer Folgeuntersuchung
nach maximal zwei Monaten eine signifikante Reduktion der cTnl-Konzentration,
im Vergleich zu jenen Hunden, die verstarben. Diesen Untersuchungsresultaten
zufolge konnten anhand von seriellen cTnl-Analysen sowohl die Progression
einer kardialen Erkrankung als auch das Ansprechen auf eine kardiale Therapie
evaluiert werden. Hierbei stellten cTnl-Serumspiegel, die den Wert von 1,0 ng/ml
iberschritten sowie ein persistenter Anstieg der cTnl-Konzentration Indikatoren

einer schlechten Prognose dar (FONFARA et al., 2010b).

SCHOBER und Mitarbeiter konnten bei fiinf von sieben Hunden mit bakterieller
Endokarditis erhohte cTn-Serumspiegel ermitteln (cTnl bis maximal 131,2 ng/ml
und cTnT bis 1,60 ng/ml). Bei weiteren 13 Hunden bestand der Verdacht auf eine
Myokarditis aufgrund von elektrokardiographisch erhobenen Befunden. Mittels
wiederholten cTn-Analysen konnte bei vier Patienten diese Verdachtsdiagnose
bestdtigt werden (cTnl maximal 420,4 ng/ml und cTnT bis 2,39 ng/ml). Positive

histopathologische Resultate lagen zusitzlich bei zwei Hunden vor. Dagegen
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konnte bei acht Hunden anhand der seriellen cTn-Messungen eine Myokarditis

ausgeschlossen werden (SCHOBER et al., 2002b).

Des Weiteren wurde der Effekt von kardiovaskuldren Katheterisationen auf die
canine cTnl-Konzentration untersucht. Ein signifikanter Anstieg der cTnl-
Konzentration konnte 24 — 240 Stunden nach einer Ballonvalvuloplastie sowie
einer Schrittmacherimplantation detektiert werden. Eine solche statistische
Signifikanz konnte dagegen nach einer transarteriellen Coilembolisation zum
Verschluss eines PDA nicht ermittelt werden. Patienten deren Intervention mit
einem groferen Zeitaufwand verbunden war, wiesen dabei signifikant hohere
cTnl-Werte auf. Demnach sind diese einem hoheren Risiko, eine myokardiale
Zellschdadigung zu erleiden ausgesetzt. Kein Zusammenhang konnte zwischen der
cTnl-Konzentration und perioperativen Komplikationen oder dem Kurzzeit-
Outcome (zehn Tage) beobachtet werden (SAUNDERS et al., 2009; SHIH et al.,
2009).

In verschiedenen Studien konnten erhohte cTnl-Werte bei Hunden mit
Bradyarrhythmien (kompletter atrioventrikuldrer (AV)-Block, AV-Block zweiten
Grades Typ High Grade, Sick Sinus Syndrome, Vorhofstillstand) detektiert
werden (CHURCH et al., 2007; SHIH et al.,, 2009; FONFARA et al., 2010a;
TRAFNY et al., 2010). Zum Vorstellungszeitpunkt wiesen Hunde mit
Bradyarthythmien, unabhiingig von deren zugrundeliegender Atiologie,
signifikant erhohte cTnl-Serumspiegel auf. Eine Schrittmacherimplantation war
zwar mit einer signifikanten Reduktion der cTnl-Konzentrationen
vergesellschaftet, allerdings lagen diese bei 64 - 82 % auch post-interventionell
oberhalb des Referenzbereiches (SHIH et al., 2009; FONFARA et al., 2010a;
TRAFNY et al., 2010).

Bedauerlicherweise ist der Nutzen dieser Untersuchungsergebnisse aufgrund der
fehlenden Standardisierung der cTnl-Assays limitiert, da ein Vergleich von cTnl-
Werten, die von unterschiedlichen Geriten analysiert wurden nicht stattfinden
kann (ADIN et al., 2006). Ahnliche Studien, die unter Anwendung von cTnT-
Assays durchgefiihrt wurden, konnten bei etwa 30 % der Hunde mit erworbenen
Herzerkrankungen gesteigerte cTnT-Serumspiegel nachweisen. Diese Resultate
stehen im Einklang mit jenen Untersuchungen, die zeigen konnten, dass das cTnl
im Vergleich zu dem cTnT eine hohere Sensitivitdt aufweist (DEFRANCESCO et
al., 2002; TARDUCCI et al., 2004).
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2.4.2.1.2. Extrakardial bedingter Troponinkonzentrationsanstieg

Neben kardialen Krankheiten existieren diverse extrakardiale Ursachen, die zu
einer sekundiren myokardialen Zellschidigung und folglich zu einem Anstieg des
cTnl-Serumspiegels fithren. Sowohl bei gesunden Menschen als auch bei
gesunden Hunden stellte sich das Alter als physiologischer Einflussfaktor auf die
cTnl-Konzentration heraus, wobei ein hoheres Lebensalter mit einem
signifikanten Anstieg dieser assoziiert war (OYAMA & SISSON, 2004; O'BRIEN
et al., 2006; CLERICO et al., 2008; SAUNDERS et al., 2009; LJUNGVALL et
al., 2010; SERRA et al., 2010; WESS et al., 2010b). Demgegeniiber konnte beim
Hund keine Korrelation zwischen der cTnl-Konzentration und dem Geschlecht
festgestellt werden (WESS et al., 2010b). Ein Zusammenhang zwischen dem
cTnl-Blutspiegel und dem Korpergewicht wird dagegen kontrovers diskutiert
(SAUNDERS et al., 2009; SERRA et al., 2010; WESS et al., 2010b).

Des Weiteren wurde der Einfluss von korperlicher Belastung auf den cTnl-
Serumspiegel untersucht. Schlittenhunde, die an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen an einem Kurzstreckenrennen (25,7 Kilometer (km) in 52 — 60 Minuten)
teilnahmen, zeigten unmittelbar nach beiden Rennen einen geringen aber
signifikanten Konzentrationsanstieg. Hierbei wurde der obere Referenzbereich
allerdings nicht iiberschritten (WAKSHLAG et al., 2010). Im Gegensatz dazu
konnten signifikant erhohte und den Referenzwert iiberschreitende cTnl-
Konzentrationen  bei  Schlittenhunden = wihrend  eines  fiinftdgigen
Langstreckenrennens (160 km pro Tag) nachgewiesen werden (MCKENZIE et
al., 2007). Untersuchungen an gesunden Racing Greyhounds, die nicht an einem
Rennen teilgenommen hatten, konnten im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren
anderer Hunderassen eine signifikant hohere mittlere cTnl-Konzentration

(0,10 ng/ml versus 0,02 ng/ml) eruieren (LAVECCHIO et al., 2009).

In zwei Studien an Hunden, die ein stumpfes Thoraxtrauma und folglich eine
Myokardkontusion erlitten, wurde in 55 % (SCHOBER et al., 1999) und 75 %
(BURGENER et al., 2006) der Fille serologisch erhohte cTnl-Konzentrationen
nachgewiesen, wobei die posttraumatischen Maximalkonzentrationen nach zwolf

bis 24 Stunden erreicht waren.

Kardiovaskuldre Komplikationen (myokardiale Degeneration und Nekrose)
konnten auch im Zusammenhang mit einem Magentorsion-Volvulus-Komplex

festgestellt werden. Von 85 Hunden mit diagnostizierter Magendrehung konnten



II. Literaturiibersicht 37

bei 87 % erhohte c¢Tnl- und bei 51 % erhohte cTnT-Konzentrationen
nachgewiesen werden, wobei die hochsten Werte 48 bis 72 Stunden nach
chirurgischer Versorgung detektiert wurden. Des Weiteren bestand eine
signifikante Korrelation zwischen dem Ausmal} des Konzentrationsanstiegs und
dem Schweregrad der elektrokardiographischen Abnormalitdten, der Prognose
sowie den histopathologischen Befunden. Durch das Erstellen von Cut-Off-
Werten fiir cTnl (4,05 ng/ml) und c¢TnT (0,030 ng/ml) konnte mit einer
Sensitivitit von 67 — 100 % und einer Spezifitit von 72 — 87 % ein letaler
Ausgang prognostiziert werden (SCHOBER et al., 2002a). Untersuchungen von
BURGENER und Mitarbeitern zur selben Thematik ergaben dhnliche Resultate.
93 % der Patienten mit Magentorsion wiesen erhohte cTnl-Werte auf, wobei ein
Anstieg der cTnT-Konzentration nur in 57 % der Fille stattfand. Maximalspiegel
wurden allerdings bereits 24 — 48 Stunden nach der chirurgischen Versorgung

detektiert (BURGENER et al., 2006).

Nierenversagen stellt eine weitere extrakardiale Ursache fiir einen cTnl-
Konzentrationsanstieg dar. 70 — 80 % der Hunde mit diagnostizierter
Niereninsuffizienz wiesen, im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren ohne eine
kardiale oder weitere systemische Erkrankung, einen signifikant erhohten cTnl-
Serumspiegel auf (PORCIELLO et al.,, 2008; SHARKEY et al., 2009). Keine
Korrelation konnte zwischen der cTnl-Konzentration und dem Schweregrad der
Azotamie sowie einer Hypertension festgestellt werden (PORCIELLO et al.,
2008).

CTnl-Analysen zur Differenzierung zwischen Hunden mit Dyspnoe aufgrund von
CHF und jenen Patienten mit extrakardial bedingter Atemnot erwiesen sich als
nicht hilfreich. Ein Nachweis von erhohten cTnl-Serumspiegeln fand in beiden
Patientengruppen statt, allerdings ohne signifikanten Konzentrationsunterschied

(PROSEK et al., 2007).

Des Weiteren war sowohl eine prikapilldre als auch eine postkapillire PH mit
einem signifikanten Anstieg der cTnl-Konzentration verbunden (siehe auch Punkt
2.4.2.1.1). Eine méaBige, aber signifikante Korrelation konnte zwischen der ¢Tnl-
Konzentration und dem Schweregrad einer PH nachgewiesen werden

(GUGLIELMINI et al., 2010).
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Studien an Hiindinnen, die aufgrund einer Pyometra vorstellig wurden, konnten
bei 12 % und 28 % der Patienten erhohte cTnl-Konzentrationen nachweisen. Ein
signifikanter Unterschied in dem cTnl-Serumspiegel konnte allerdings gegeniiber
der gesunden Kontrollgruppe nicht ermittelt werden. Patienten mit erhohten cTnl-
Konzentrationen tendierten zu einer gesteigerten Mortalitit (HAGMAN et al.,
2007). Eine Korrelation zwischen der cTnl-Konzentration und dem Vorliegen
eines Systemic Inflammatory Response Syndrome wird kontrovers diskutiert
(HAGMAN et al., 2007; DINIZ et al., 2008). Ein Anstieg des postoperativen
cTnl-Serumspiegels wurde bei 39 % der Hiindinnen detektiert. Laut den Autoren
ist der klinische Nutzen dieser Resultate aber ungewiss (PELANDER et al.,
2008).

SCHOBER und Mitarbeiter konnten bei elf septischen Hunden zum Teil massiv
erhohte cTn-Serumspiegel (bis 475,4 ng/ml fiir cTnl und 4,61 ng/ml fiir cTnT)
nachweisen. Eine cTnl-Konzentration von iiber 40 ng/ml war mit einem letalen

Ausgang vergesellschaftet (SCHOBER et al., 2002b).

Eine Infektion mit Ehrlichia canis war ebenfalls mit einer gesteigerten cTnl-
Konzentration assoziiert, wobei eine akute Infektion die hochsten cTnl-Werte
ergab. 33 % der infizierten Hunde wiesen echokardiographisch linksventrikulére
Abnormalitdten (Volumeniiberladung, systolische Dysfunktion, Hypertrophie) auf
(DINIZ et al., 2008). Bei Hunden, die an einer klinisch komplizierten Babesiose
erkrankt waren, konnten ebenfalls erhohte Konzentrationen an zirkulierenden cTn
detektiert werden. Des Weiteren wurde eine Assoziation zwischen der cTnl-
Konzentration und histologischen Myokardveridnderungen, dem Schweregrad der
klinischen Symptome sowie der Mortalitdt festgestellt. Kein Zusammenhang
konnte dagegen mit dem Auftreten von EKG-Veridnderungen detektiert werden.
Eine Ausnahme stellten hierbei VES dar, die mit hohen cTnl-Serumspiegeln
vergesellschaftet waren (LOBETTI et al., 2002). Das cTnl erwies sich bei caninen
Infektionen mit Leptospira interrogans (Serovar: australis) als potentieller
prognostischer Marker. Bei elf von 16 infizierten Hunden konnte ein gesteigerter
cTnl-Serumspiegel (0.4 — 60,1 ng/ml) eruiert werden. Patienten, die an den
Folgen der Leptospirose verstraben, zeigten signifikant hohere c¢Tnl-

Konzentrationen, als jene die iiberlebten (MASTRORILLI et al., 2007).

Eine retrospektive Studie zeigte, dass 73 % der Hunde bei denen aufgrund eines

Lymphoms oder eines Osteosarkoms eine Therapie mit Doxorubicin durchgefiihrt
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wurde erhohte cTnl-Serumspiegel aufwiesen. Anhand der cTnl-Konzentration
konnten keine préadiktiven Aussagen iiber die Entwicklung einer Doxorubicin
induzierten Kardiomyopathie getroffen werden. Jene Patienten, bei denen
echokardiographisch ~ eine  Doxorubicin  induzierten = Kardiomyopathie
diagnostiziert wurde, wiesen allerdings bereits vor der Ausbildung von klinischen

Symptomen erhohte cTnl-Serumspiegel auf (SELTING et al., 2004).

Zwei Studien untersuchten die Auswirkungen von Schlangenbissen auf den c¢Tn-
Serumspiegel. PELANDER und Mitarbeiter konnten bei 33,5 % von insgesamt
24 Hunden, die aufgrund eines Kreuzotter (Vipera berus)-Bisses vorstellig
wurden, erhOhte cTnl-Konzentrationen entweder mit oder ohne EKG-
Veridnderungen nachweisen. Es bestand keine Korrelation zwischen der Hohe der
cTnl-Konzentration und dem Auftreten von EKG-Abnormalititen (PELANDER
et al., 2010). Untersuchungen an Hunden, die eine Vipera palaestinae Vergiftung
erlitten, konnten einen Anstieg der cTn-Konzentration wihrend ihres stationédren
Aufenthaltes bestitigen (cTnT in 25 % und c¢Tnl in 65 % der Fille). Aulerdem
konnte eine Korrelation zwischen dem Auftreten von Arrhythmien und der ¢TnT-
Konzentration detektiert werden, welche fiir ¢Tnl nicht nachweisbar war. Des
Weiteren war ein erhohter cTnT-Spiegel mit einer gesteigerten Herzfrequenz in
den ersten 24 Stunden nach Einlieferung und mit einem lidngeren Klinikaufenthalt

verbunden (SEGEYV et al., 2008).

Ein Anstieg der cTn-Konzentration wurde ebenfalls bei steroidresponsiver
Meningitis-Arteritis (SNYDER et al., 2010), intrakraniellem Meningiom (KENT
et al., 2010), Rhabdomyolyse (WELLS et al., 2009), Hitzschlag (MELLOR et al.,
2006), Andmie, Lymphom, viszerale Neoplasien, Pankreatitis, unkontrolliertem
Hypo- und Hyperadrenokortizismus sowie signifikanten Gewichtsverlust

nachgewiesen (SERRA et al., 2010).
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Patienten

Die Patientenpopulation umfasste 341 reinrassige Doberménner (170 Hiindinnen
und 171 Riiden), die im Rahmen einer prospektiven Langzeitstudie iiber die
DoCM in der kardiologischen Abteilung der Medizinischen Kleintierklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen im Zeitraum zwischen Juni 2004 und
Januar 2011, vorgestellt wurden. Von diesen liegen eine oder mehrere
vollstandige kardiologische Folgeuntersuchungen vor, weshalb insgesamt
524 Untersuchungen von 341 Doberminnern in die Datenanalyse aufgenommen

werden konnten.

2. Ein- und Ausschlusskriterien

Der Einschluss in die Studie erfolgte ausschlieBlich bei Hunden, die phinotypisch
dem Bild eines reinrassigen Dobermanns entsprachen. In die Studie wurden
gesunde, definitiv an der DoCM erkrankte Hunde oder Patienten aufgenommen,
bei denen der Verdacht auf eine bestehende DoCM aufgrund von erhohten
kardialen Biomarkern in der Zirkulation bestand. Zum Ausschluss aus der Studie
fiihrten anamnestische oder klinische Hinweise auf eine bestehende systemische
Erkrankung sowie das gleichzeitige Vorliegen einer anderen kardialen Krankheit
(angeboren oder erworben), auBler einer DoCM. Des Weiteren wurden Hunde aus
der Studie ausgeschlossen, welche nicht eindeutig in eine der sechs verschiedenen

Patientengruppen (siehe Kapitel III Punkt 5.1. — 5.4.) zugeordnet werden konnten.

3. Untersuchungen

Bei jedem Dobermann wurde sowohl bei Erstvorstellung als auch bei den
Folgeuntersuchungen eine ausfiihrliche Anamnese erhoben sowie eine griindliche
klinische und kardiovaskulidre Untersuchung durchgefiihrt, um das klinische Bild
zu beurteilen und andere systemische Krankheiten weitgehend ausschliefen zu
konnen. Des  Weiteren wurden die Patienten einer sorgfiltigen
echokardiographischen und elektrokardiographischen (Kurzzeit-EKG und
Langzeit-EKG iiber 24 Stunden) Untersuchung unterzogen. Auflerdem erfolgte

bei jedem Studienpatienten eine Blutentnahme fiir die Bestimmung von kardialen
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Biomarkern, unter anderem des cTnl. Folgeuntersuchungen fanden bei als
herzgesund beurteilten Patienten mindestens einmal jdhrlich statt, wihrend
erkrankte Doberminner sowie Hunde, bei denen der Verdacht auf eine
beginnende DoCM bestand, in kiirzeren Zeitabstinden (nach drei bis sechs

Monaten) einer Kontrolluntersuchung unterzogen wurden.

3.1. Signalement und Anamnese

Zuerst wurde das phinotypische Erscheinungsbild nach dem Standard des
Dobermann-Vereins beurteilt, um Hybriden aus der Studienpopulation
ausschlieBen zu konnen. Bei dem GroBteil der Studienteilnehmer konnte die
Reinrassigkeit anhand von StammbZumen oder Zuchtpapieren nachgewiesen
werden. Durch die Anamnese wurde das genaue Alter, Geschlecht und Gewicht
ermittelt. Des Weiteren wurde eine ausfiihrliche Befragung {iiber bisherige
Erkrankungen, derzeitige Pharmakotherapien sowie iiber das Auftreten von
kardialen Symptomen, wie Leistungsintoleranz, Synkopen, Tachypnoe, Dyspnoe,

Husten oder Zyanose durchgefiihrt.

3.2. Klinische und kardiovaskulire Untersuchung

Alle Patienten wurden sorgféltig klinisch untersucht. Bei der kardiovaskuldren
Untersuchung waren insbesondere Herzauskultation bei gleichzeitiger Palpation
des arteriellen Pulses sowie die Beurteilung der Schleimhautfarbe, der kapilldren
Fiillungszeit und der Jugularvenen (Jugularvenenpuls beziehungsweise Stauung

der Jugularvenen) von Bedeutung.

3.3. Elektrokardiographie
Zur Feststellung von moglichen Arrhythmien wurden sowohl ein Kurzzeit- als

auch ein Langzeit-EKG iiber 24 Stunden angefertigt.

3.3.1. Kurzzeit-Elektrokardiographie

Das Kurzzeit-EKG wurde in rechter Seitenlage mit dem Gerét Cardiovit® AT - 10
der Firma Schiller Medizintechnik GmbH (Ottobrunn, Deutschland) durchgefiihrt.
Es wurde sowohl ein Ausdruck der drei Standardableitungen nach Einthoven
(Ableitung I, I und III) und Goldberger (aVR, aVL, aVF) sowie einer
Brustwandableitung auf Hohe des Herzspitzenstofes iiber zehn Sekunden als auch

ein Ausdruck der Ableitung II nach Einthoven iiber 5 Minuten angefertigt.
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3.3.2. Langzeit-Elektrokardiographie

Neben der echokardiographischen Untersuchung gilt das 24-Stunden-EKG
(Holter-EKG) als Goldstandard fiir die Diagnose einer DoCM (CALVERT &
BROWN, 1986; CALVERT et al., 2000a), weshalb bei jedem Patienten ein
solches angefertigt wurde. Des Weiteren ist ein Holter-EKG hilfreich bei der
Entscheidung, ob eine antiarrhythmische Therapie indiziert ist sowie zur
Therapiekontrolle bei bestehender Antiarrhythmikaapplikation. Es wurde eine
kontinuierliche EKG-Registrierung iiber 24 Stunden digital aufgezeichnet und
gespeichert, wobei die Hunde ihrem {iblichen Tagesablauf in gewohnter
Umgebung nachgehen sollten. Zum Einsatz kamen die Gerite Custo Flash® 200
und 220 der Firma Arcon Systems GmbH (Starnberg, Deutschland) sowie das
Geriit Amedtec ECGpro® der Firma Amedtec Medizintechnik Aue GmbH (Aue,
Deutschland). Zur kutanen Befestigung der selbstklebenden EKG-Elektroden
wurden an der rechten seitlichen Brustwand drei und an der linken seitlichen
Brustwand zwei kleine Stellen freigeschoren. Diese waren beidseits vertikal
untereinander und hinter dem Schulterblatt angeordnet und wurden mit 70%igem
Alkohol entfettet. Die Elektroden wurden anschlieBend mit dem entsprechenden
Holter-Gerit verbunden und mit einer speziellen Holtertasche oder -weste auf
dem Riicken des Patienten befestigt. Die iiber 24 Stunden digital gespeicherte
EKG-Aufzeichnung wurde im Anschluss offline mit dem entsprechenden
Softwareprogramm (Custo Tera oder Amedtec) automatisch analysiert. Bei dieser
automatischen Datenanalyse traten oftmals Fehler auf, da beide Holter-Gerite aus
der Humanmedizin stammen. Aus diesem Grund wurde immer eine nachtrigliche

manuelle Uberpriifung und Bearbeitung der Daten durchgefiihrt.

34. Echokardiographie

Die echokardiographische Untersuchung erfolgte bei jedem Patienten mit dem
Ultraschallgeriit Vivid® 7 der Firma General Electric Medical Systems (Horten,
Norwegen). Der verwendete Ultraschallkopf wies eine Frequenz von
2,0/4,3 Megahertz auf. Die Fokusposition, die Tiefeneinstellung und die Gain
wurden so gewihlt, dass ein optimales zweidimensionales Graubild erzielt werden
konnte. Gleichzeitig wurde ein einkanaliges EKG wihrend der gesamten
echokardiographischen Untersuchung abgeleitet, das sowohl zur Feststellung
moglicher Arrhythmien als auch der offline Datenanalyse diente. Alle

Doberménner wurden 1im unsedierten Zustand auf einem speziellen
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kardiologischen  Untersuchungstisch in rechter und linker Seitenlage
echokardiographisch untersucht. Um ausreichend Kontakt zwischen dem
Schallkopf und der Thoraxwand zu erhalten wurde diese zundchst mit
medizinischem  Alkohol  vorbereitet und  anschlieBend  ausreichend
Ultraschallkontaktgel verwendet. Dadurch konnte auf eine Rasur verzichtet
werden. Wihrend der Echokardiographie wurden von allen Patienten Aufnahmen
der zweidimensionalen Standard- und M-Mode-Untersuchungen sowie Blutfluss-

und Gewebedoppleraufnahmen digital gespeichert.

34.1. Zweidimensionale und M-Mode Echokardiographie

In rechter Seitenlage wurden die rechtsparasternale Lédngs- und Kurzachse
dargestellt. Zunichst erfolgte eine subjektive Beurteilung der rechtsparasternalen
Liangsachse im Vierkammerblick beziiglich der ventrikularen und atrialen
Dimensionen, der myokardialen Kontraktilitit sowie der Morphologie und
Motilitdt der AV-Klappen. Um eine objektive Aussage iiber die LVIDd und
LVIDs treffen zu konnen, wurden M-Mode-Aufnahmen angefertigt. Hierbei
wurde der Cursor des M-Modes senkrecht zur Liangsachse des LV und apikal der
maximalen Mitralklappendffnung positioniert. Die subjektive Evaluierung der
Morphologie des linksventrikuldren Ausflusstrakts sowie der Aortenklappe wurde
im rechtsparasternalen Fiinfkammerblick durchgefiihrt. Die Aufnahmen der
rechtsparasternalen Kurzachse erfolgten auf Hohe der Papillarmuskeln, der
Herzbasis, sowie des Apex. Erstgenannte Schnittebene lie3 eine weitere
subjektive Beurteilung der linksventrikuldren Dimensionen (LVIDd, LVIDs) und
der myokardialen Kontraktilitit zu. Fiir die objektive Messung der Dimensionen
wurde erneut der M-Mode genutzt, wobei der Cursor durch die Mitte des LV
gelegt wurde. Dadurch sollten zwei symmetrische Herzhilften entstehen, um eine
Unter- oder Uberschitzung der Messwerte zu vermeiden. In der
rechtsparasternalen Kurzachse auf Hohe der Herzbasis, wurde neben der
subjektiven Beurteilung des rechtsventrikuldren Ausflusstrakts und der
Pulmonalklappe, = der Durchmesser der Ao und des LA bestimmt. Im
linksapikalen Vierkammerblick erfolgte erneut die subjektive Evaluierung der
Vorhof- und Ventrikeldimensionen, der myokardialen Kontraktilitit sowie der
AV-Klappen. Zusitzlich wurde der linksventrikuldre Ausflusstrakt im

linksapikalen Fiinfkammerblick beurteilt.



III. Material und Methoden 44

3.4.2. Blutflussdoppler

Es wurden sowohl von rechtsparasternal als auch von linksapikal die AV- und
Semilunarklappen mit Hilfe des Farbdopplers griindlich auf das Vorhandensein
von Turbulenzen, Insuffizienzen oder Stenosen untersucht. AuBerdem kam der
Blutflussdoppler zum Einsatz um angeborene Herzerkrankungen, wie einen
Atriumseptumdefekt, VSD oder PDA ausschlieBen zu konnen. Des Weiteren
wurden mit dem gepulsten und dem kontinuierlichen Spektraldoppler die
Einflussprofile iber den AV-Klappen angefertigt und die
Blutflussgeschwindigkeiten in der Ao, der Pulmonalarterie und von

Klappeninsuffizienzen, falls vorhanden, gemessen.

3.4.3. Simpson-Scheibchensummationsmethode

Die Ermittlung des linksventrikuldaren EDV und ESV erfolgte mit Hilfe der
SSSM. Diese wurde sowohl in dem rechtsparasternalen als auch in dem
linksapikalen  Vierkammerblick angewendet. Voraussetzungen fiir die
Anwendung der SSSM sind ein optimaler Anschallwinkel, um eine Unter- oder

Uberschitzung des LV zu vermeiden sowie die vollstindige Darstellung des LV.

4. Offline-Datenanalyse

Die Analyse der digital gespeicherten Aufnahmen (zweidimensionale Standard-
und M-Mode-Untersuchungen, Blutflussdopplerstudien) fand im Anschluss der
echokardiographischen Untersuchung offline mit Hilfe der EchoPac® Software

der Firma General Electric Medical Systems (Horten, Norwegen) statt.

4.1. Linksventrikulire Volumina
Die objektive Ermittlung der linksventrikuldren Volumina erfolgte in der
rechtsparasternalen sowie in der linksapikalen Lingsachse, jeweils im

Vierkammerblick, anhand der SSSM (Abbildung 3).
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Diastole Systole

Abbildung 3: Echokardiographische Darstellung des linken Ventrikels und
Messung des enddiastolischen sowie des endsystolischen Volumens anhand der
Scheibchensummationsmethode nach Simpson, im rechtsparasternalen (oben) und
linksapikalen (unten) Vierkammerblick. Links im Bild erfolgt die Messung in der
Enddiastole, rechts dagegen in der Endsystole (WESS et al., 2010e).

Es wurde sowohl das linksventrikulire EDV als auch das ESV bestimmt.
Aufnahmen bei denen der LV subjektiv zu klein erschien (Unterschidtzung durch
einen falschen Anschallwinkel) oder im Schallfenster nicht vollstindig dargestellt
werden konnte, wurden aus der Auswertung ausgeschlossen. Die Bestimmung der
Enddiastole und der Endsystole erfolgte anhand des mitlaufenden EKG sowie mit
Hilfe der Mitralklappenmotilitit (Klappenodffnung beziehungsweise —schluss) im
zweidimensionalen Bild. Das EDV wurde nach dem Mitralklappenschluss zum
Zeitpunkt der isovolumetrischen Kontraktionszeit gemessen, wobei die
Bestimmung des ESV bei maximaler Kontraktion des LV kurz vor der Offnung
der Mitralklappe, wihrend der isovolumetrischen Relaxationszeit, erfolgte. Zur
Messung der Simpson-Scheibchensummation wurde die innere Kontur des
linksventrikuldren Endokards, beginnend und endend an dem

Mitralklappenannulus, mit einer fortlaufenden Linie umrandet. AnschlieBend
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erstellte die Auswertungssoftware automatisch eine Verbindungslinie zwischen
den Insertionsstellen des anterioren und posterioren Mitralklappensegels.
Senkrecht zu dieser wurde im Anschluss eine weitere Linie, ausgehend von der
Mitte dieser Verbindungslinie bis zum Endokard der Herzspitze halbautomatisch
gezogen, wodurch die Bestimmung des linksventrikulédren
Liangsachsendurchmessers erfolgte. In einem nichsten Schritt fand eine
automatische Unterteilung des markierten linksventrikuldren Volumens in
gleichgroBe Scheibchen statt, wodurch das EDV sowie das ESV des LV
rechnergestiitzt berechnet werden konnte. Eine Normalisierung auf die Patienten-
und somit auf die HerzgroBe erfolgte anhand der Korperoberfliche (Body Surface

Area =BSA) in m>.

4.2. Linksventrikulire Durchmesser und Verkiirzungsfraktion

Die objektive Bestimmung der linksventrikuliren Durchmesser sowie der FS
erfolgte in der rechtsparasternalen Lings- und Kurzachse mit Hilfe der digital
gespeicherten M-Mode-Aufnahmen (Abbildung 4). Hierbei wurden folgende
Messwerte des LV ermittelt: LVIDd, LVIDs, Stiarke der linksventrikulidren freien
Wand in der Diastole (LVFWd) und Systole (LVFWs), Stirke des

interventrikulidren Septums in der Diastole (IVSd) und Systole (IVSs).

Abbildung 4: M-Mode-Aufnahmen des linken Ventrikels in der
rechtsparasternalen Kurzachse (links) sowie in der rechtsparasternalen Lingsachse
(rechts).

Aus dem ermittelten LVIDd und LVIDs wurde die FS berechnet, die ein Maf} der
systolischen Funktion des LV darstellt. Falls in den gespeicherten M-Mode-
Aufnahmen keine korrekte Positionierung des M-Mode-Cursors stattgefunden hat,
wurde wihrend der offline Analyse der anatomische M-Mode in der richtigen

Position durch ein zweidimensionales Bild gelegt, um eine Unter- oder
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Uberschitzung der linksventrikuliren Dimensionen zu vermeiden.

4.3. Durchmesser des linken Atriums und der Aorta

Um eine objektive Aussage iiber die GroB3e des LA treffen zu konnen, wurde in
der zweidimensionalen rechtsparasternalen Kurzachse auf Hohe der Herzbasis,
der Durchmesser der Ao sowie des LA gemessen und ins Verhiltnis (LA/Ao)
gesetzt. Die Dimension des LA galt als physiologisch, wenn LA/Ao den Wert von
1,5 nicht iiberschritten hat (HANSSON et al., 2002).

5. Einteilung in Patientengruppen

Die Einteilung der Studienpopulation erfolgte anhand der echo- und
elektrokardiographisch erhobenen Untersuchungsbefunde in herzgesund, last

normal, okkult und dekompensiert.

5.1. Herzgesund

Als herzgesund wurden asymptomatische Patienten beurteilt, die sowohl in der
Anamnese als auch in der klinischen kardiovaskuldren Untersuchung keine
Auffilligkeiten zeigten. In der echokardiographischen Untersuchung waren aufler
trivialen Klappeninsuffizienzen keine pathologischen Verianderungen erlaubt. Die
Messwerte des EDV durften maximal 95 ml/m? betragen, die des ESV maximal
55 ml/m>. LA/Ao durfte den Wert von 1,5 nicht iiberschreiten. In der
elektrokardiographischen Untersuchung musste ein regelméfiger Sinusrhythmus
oder eine respiratorische Sinusarrhythmie vorliegen. Eine Anzahl von < 50 VES
in 24 Stunden wurde als physiologischer Befund erachtet. Eine bestehende
Verabreichung von Medikamenten mit Wirkung auf das kardiovaskuldre System

war nicht erlaubt.

5.2 Last normal

Als ,]last normal* wird die letzte elektro- und echokardiographisch unauffillige
Untersuchung eines Patienten bezeichnet, der 1im Rahmen einer
Folgeuntersuchung innerhalb der folgenden 18 Monate pathologische
Verdnderungen im Sinne einer DoCM entwickelte. Demnach wurde die letzte
elektro- und echokardiographisch unauffillige Untersuchung jener Patienten
retrospektiv der Studiengruppe ,,last normal* zugeordnet, bei denen innerhalb der
folgenden 18 Monate > 100 VES in 24 Stunden und/oder echokardiographische

Abnormalitdten nachgewiesen werden konnten.
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5.3. Okkult

Hunde, die in das okkulte Stadium der DoCM eingeteilt wurden zeigten keine
klinischen Symptome einer Herzerkrankung. Demnach lieferte die Anamnese
keine Hinweise auf das Vorliegen einer DoCM und musste unauffillig sein. In der
klinischen kardiovaskuldren Untersuchung durften diese Doberménner
pathologische Verdnderungen aufweisen, die auf eine bestehende DoCM
zuriickgefiihrt werden konnten. Abhingig von den erhobenen elektro- und
echokardiographischen Befunden, wurden solche Patienten in drei verschiedene
Untergruppen eingeteilt (ausschlieBlich VES, ausschlieBlich
echokardiographische Veridnderungen oder eine Kombination aus VES und
echokardiographischen Verinderungen). Ab dem okkulten Stadium galt eine
Vorbehandlung mit Antiarrhythmika, ACE-Inhibitoren, positiv inotropen

Medikamenten oder eine Kombination aus diesen nicht als Ausschlusskriterium.

5.3.1. AusschlieBlich ventrikulire Extrasystolen

Im 24-Stunden-EKG lagen bei diesen Hunden > 100 VES vor, wobei die
echokardiographische Untersuchung den Kriterien eines herzgesunden
Dobermanns entsprach. Supraventrikuldre Extrasystolen, supraventrikulédre
Tachyarrhythmien sowie Abweichungen der mittleren elektrischen Herzachse und
der EKG-Morphologie (P-Welle, QRS-Komplex) waren ebenfalls erlaubt. Um
eine mogliche extrakardiale Ursache fiir die Entstehung von VES weitgehend
ausschliefen zu konnen wurde bei Patienten, die erstmalig eine Anzahl zwischen
50 und 300 VES in 24 Stunden und eine unauffillige Echokardiographie
aufwiesen, eine vollstindige Kontrolluntersuchung nach drei Monaten
durchgefiihrt. Erst wenn in dieser > 100 VES bei einer unauffilligen
echokardiographischen Untersuchung vorlagen, wurden die betroffenen Patienten
in dieses Krankheitsstadium (ausschlieBlich VES) eingeordnet. Als fraglicher
Befund galt eine Anzahl an VES zwischen 50 und 100 in 24 Stunden, weshalb
solche Patienten aus der Studie ausgeschlossen wurden, falls keine
Folgeuntersuchung vorlag oder diese keine eindeutige Zuordnung in eines der

Stadien zugelassen hat.
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5.3.2. AusschlieBlich echokardiographische Verinderungen

In der Echokardiographie wiesen diese Patienten eine eindeutige linksventrikulédre
systolische Dysfunktion (ESV > 55 ml/m?) mit oder ohne einhergehender
Volumeniiberladung des LV (EDV > 95 ml/m®) auf. Die elektrokardiographische
Untersuchung dagegen erfiillte die Kriterien eines herzgesunden Dobermanns
(< 50 VES in 24 Stunden). Zusitzlich konnte bei diesen Tieren eine sekundédre MI
(MI  mit  zentralem  Jetverlauf, aufgrund einer linksventrikulére
Volumeniiberladung) und daraus resultierender VergroBerung des LA

(LA/Ao > 1,5) vorliegen.

5.3.3. Ventrikuliire Extrasystolen und echokardiographische
Veranderungen

Dieser Untergruppe wurden Dobermidnner zugeordnet, die sowohl

elektrokardiographische als auch echokardiographische Veridnderungen, wie unter

5.3.1. und 5.3.2. erldutert, aufwiesen.

5.4. Dekompensiert

Hunde im dekompensierten Stadium mussten entweder zum Zeitpunkt der
Vorstellung oder in der Vergangenheit vor Beginn mit einer kardialen Therapie,
kardiale Symptome eines CHF, wie Tachypnoe, Dyspnoe oder Husten, aufweisen.
Waren die Hunde nicht bereits durch den Haustierarzt vorbehandelt, wurde
umgehend mit einer, dem jeweiligen Patienten angepasster Therapie (Diuretika,
ACE-Inhibitoren, positiv inotrope Medikamente, Antiarrhythmika oder eine
Kombination  aus  diesen),  begonnen. Diese  Patienten  zeigten
echokardiographische Verinderungen entweder mit oder ohne das zusitzliche
Vorliegen von Arrhythmien, entsprechend den Kriterien, die auch fiir das okkulte
Stadium galten (Kapitel III Punkt 5.3.). Zusitzlich musste bei den
dekompensierten Patienten das Verhiltnis zwischen LA und Ao den Wert von

1,5 uiberschreiten.
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6. Analyse des kardialen Troponin I

Zur Bestimmung der cTnl-Blutkonzentration kamen zwei verschiedene Tests aus
der Humanmedizin zum Einsatz. Es wurden sowohl
Ethylendiamintetraessigsdure- (EDTA)-Plasmaproben als auch Serumproben fiir

die Analyse verwendet.

6.1. Blutprobengewinnung, Verarbeitung und Lagerung

Die Entnahme von 20 ml Blut erfolgte iiberwiegend aus einer der beiden Venae
jugulares mit einer sterilen Butterfly-Kaniile und einer 20 ml Spritze. Das
gewonnene Blut wurde anschlieBend sofort in Serumréhrchen sowie in mit EDTA
als Antikoagulanz beschichtete Rohrchen iiberfiihrt. Fiir die Gewinnung von
EDTA-Plasma erfolgte unmittelbar im Anschluss eine zehnminiitige
Zentrifugation bei 4 °C und 3500 Umdrehungen pro Minute. Die Serumproben
wurden dagegen erst nach ausreichender Gerinnung fiir 15 - 20 Minuten bei 25 °C
und 4000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Das erhaltene EDTA-Plasma
sowie das Serum wurden schlieflich in Polystyrol-Rohrchen abpipettiert, in
multiple Aliquote unterteilt und bis zur Probenanalyse bei -80 °C gelagert. Ein
Serum-Aliquot wurde allerdings nicht tiefgefroren, sondern fiir die cTnl-Analyse
anhand des Immulite® 2000 Troponin I-Tests (Firma Siemens Healthcare
Diagnostics, Eschborn, Deutschland) am selben Tag an das zustidndige
Fremdlabor (IDEXX Laboratories, Ludwigsburg, Deutschland) versandt. Des
Weiteren erfolgte ein Sammelversand der bei -80 °C tiefgefrorenen Proben auf
Trockeneis zu IDEXX Laboratories, wo eine weitere cTnl-Analyse unter
Verwendung eines neuen hs cTnl-Assays durchgefithrt wurde. Die Lagerung
dieser bei -80 °C tiefgefrorenen Proben betrug unterschiedlich lange Zeitraume
(maximal fiinf Jahre und 77 Tage), die von den jeweiligen Zeitpunkten der

Blutprobenentnahmen abhingig waren.

6.2. Beschreibung der Testverfahren

Fiir die Analysen der cTnl-Konzentration kamen zwei, fiir die Humanmedizin
entwickelte, cTnl-Assays der Firma Siemens Healthcare Diagnostics (Eschborn,
Deutschland) zum Einsatz. Bei dem Immulite® 2000 Troponin I-Test handelt es
sich um einen konventionellen Test, bei dem ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay
dagegen um einen hs Assay. Alle cTnl-Analysen wurden von dem Fremdlabor

IDEXX Laboratories nach den jeweiligen Herstellerangaben durchgefiihrt.
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6.2.1. ADVIA Centaur® Tnl-Ultra

Bei dem ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Test handelt es sich um einen Sandwich-
Immunoassay, der mit drei verschiedenen AK und direkter Chemilumineszenz
(CL) arbeitet (SIEMENS, 2008a). Die CL stellt ein Prozess dar, bei dem durch
eine chemische Reaktion elektromagnetische Strahlung im Bereich des sichtbaren
Lichts emittiert wird (FAN et al., 2009). Das Test-Reagenz enthilt einen
polyklonalen Ziege-Anti-Tnl-AK (Signal-AK), der mit Acridiniumester markiert
ist sowie zwei biotinylierte monoklonale Maus-Anti-Tnl-AK (Capture-AK). Die
zwei von den monoklonalen Capture-AK erkannten Epitope (AS-Sequenzen
87 — 91 und 41 — 49) sind innerhalb der stabilen Core-Region des cTnl lokalisiert.
Der Signal-AK bindet dagegen an die AS 27 - 39. Das Festphasenreagenz enthélt
magnetische Latexpartikel, die mit Streptavidin konjugiert sind. Mit Hilfe eines
Zusatzreagenzes werden nicht-spezifische Bindungen minimiert. Durch Bindung
dieser drei AK an das in der Probe enthaltene cTnl kommt es zur Entstehung eines
Immunkomplexes (AK-Antigen-Komplex), der sich anschliefend iiber Biotin mit
den streptavidin-markierten magnetischen Partikeln der Festphase verbindet
(CASALS et al.,, 2007; SIEMENS, 2008a). Die Auslosung der CL-Reaktion
erfolgt durch die Zugabe von zwei weiteren Reagenzien (Reagenz A und B),
wodurch das Acridiniumester zerfillt und Energie in Form von Licht freigesetzt
wird (RONALD & STIMSON, 1998; SIEMENS, 2008a). Diese Lichtemission
(CL) wird mit Hilfe eines Detektors in relativen Lichteinheiten (RLU) gemessen.
Dabei ist die Intensitédt der CL direkt proportional zu der in der Probe enthaltenen
cTnl-Konzentration (CASALS et al., 2007; FAN et al., 2009). Der Hersteller
empfiehlt fiir die Testdurchfithrung die Verwendung von Serum-, heparinisierten
Plasma- oder EDTA-Plasmaproben, wobei allerdings die Messung heparinisierter
und EDTA-Plasmaproben gegeniiber Serum um 1 % und 4 % niedrigere
Konzentrationswerte ergibt. Das fiir diesen Test benotigte Probenvolumen betrigt
100 Mikroliter (ul). Laut Herstellerangaben wurde der Test fiir die Anwendung
von humanem cTnl wie folgt evaluiert: Das Detektions-Limit liegt bei
0,006 ng/ml (ug/l), der Messbereich zwischen 0,006 und 50 ng/ml
(Konzentrationen die 50 ng/ml iibersteigen miissen verdiinnt und erneut analysiert
werden). Als Cut-Off-Wert fiir die Diagnose eines AMI ergab sich eine cTnl-
Konzentration von 0,04 ng/ml (99. Perzentile einer gesunden
Referenzpopulation), mit einem Range von 0,02 bis 0,06 ng/ml fiir die ADVIA

Centaur® Systemfamilie, abhingig von dem jeweiligen Probentyp, dem Geriit
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sowie der Reagenzcharge. Aulerdem wurde die von der ESC/ACC empfohlene
Messprizision von < 10 % am Referenzwert der 99. Perzentile erreicht (Gesamt-

VK von 10 % bei 0.03 ng/ml) (SIEMENS, 2008a).

6.2.2. Immulite® 2000 Troponin I

Der Immulite® 2000 Troponin I stellt ein Festphasen enzymmarkierter CL
immunometrischer Assay dar. Die Festphase (Kugel) ist mit einem monoklonalem
Maus-Anti-Tnl-AK (Capture-AK) beschichtet. Die Fliissigphase enthilt einen
polyklonalen Ziege-Anti-Tnl-AK (Signal-AK), der an alkalische Phosphatase
(Rinderkalbsdarm) konjungiert ist. Das in der zu untersuchenden Probe
enthaltende cTnl bildet mit dem Maus-Anti-Tnl-AK der Kugel und dem
enzymkonjugierten Ziege-Anti-Tnl-AK des Reagenz einen AK-Sandwich-
Komplex (Immunkomplex) (SIEMENS, 2008b). Beide AK erkennen zwischen
AS 33 und 110 gelegene Epitope des humanen cTnl (SCHARNHORST et al.,
2002). Durch einen Zentrifugal-Waschschritt werden die ungebundene
Patientenprobe sowie das ungebundene Enzymkonjugat entfernt. Nach Zusatz des
CL-Substrats zur Kugel kommt es zur Bildung des Messsignals proportional zu
der Menge des gebundenen Enzyms. Zur Testdurchfithrung kann nach
Herstellerangaben sowohl Serum als auch Heparin- und EDTA-Plasma verwendet
werden, wobei die Anwendung von EDTA-Plasma, im Vergleich zu
Serumproben, mit niedrigeren Konzentrationswerten assoziiert ist. Das
erforderliche Probenvolumen betragt 100 upl. Die untere Nachweisgrenze
(analytische Sensitivitidt) liegt bei 0,2 ng/ml und der Messbereich zwischen
0,2 und 180 ng/ml (SIEMENS, 2008b). Der Immulite® 2000 Troponin [-Assay
wurde bereits von O’Brien und Mitarbeiter fiir die Anwendung von caninen
Blutproben validiert (O'BRIEN et al., 2006). Der von IDEXX Laboratories fiir
den Hund erstellte obere Referenzwert liegt bei 0,5 ng/ml. Dagegen ermittelten
WESS und Mitarbeiter einen Cut-off-Wert von 0,22 ng/ml zur Differenzierung
zwischen herzgesunden und an der DoCM erkrankten Doberménnern (WESS et

al., 2010b).

6.3. Untersuchung der in vitro Langzeitstabilitit
Um die in vitro Langzeitstabilitdt des cTnl zu iiberpriifen wurden Serumproben
von Dobermidnnern mit nachweisbar erhohten cTnl-Konzentrationen zu zwei

verschiedenen Zeitpunkten analysiert. Die erste cTnl-Bestimmung erfolgte zum
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Probeentnahmezeitpunkt  (Untersuchungszeitraum), eine  weitere  nach
unterschiedlich langer Lagerung (maximal fiinf Jahre und 77 Tage) bei -80 °C.
Die cTnl-Analysen wurden jeweils mit dem gleichen Messgerit (Immulite® 2000
Troponin I) von dem Fremdlabor IDEXX Laboratories nach den jeweiligen

Herstellerangaben durchgefiihrt.

6.4. Testprazision des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra

Fiir die Evaluierung der Testprézision des hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays
wurden die Schwankungen eines Messwertes innerhalb einer Testreihe (Intra-
Assay) sowie die Schwankungen eines Messwertes zwischen unterschiedlichen
Testreihen an verschiedenen Tagen (Inter-Assay) ermittelt. Zur Beurteilung der
Intra-Assay Varianz wurden zwei Seren mit unterschiedlicher cTnl-Konzentration
unter Anwendung eines Testkits, jeweils zehnmal in Folge innerhalb eines
Messdurchlaufs analysiert. Die Bestimmung der Inter-Assay Varianz wurde
anhand von drei Serumproben mit unterschiedlicher cTnl-Konzentration
durchgefiihrt. Zwei von diesen Proben wurden jeweils einmal an zehn
aufeinanderfolgenden Tagen gemessen. Bei der dritten Probe wurde die c¢Tnl-
Konzentration aufgrund des niedrigen Probenvolumens dagegen nur an sieben

aufeinanderfolgenden Tagen analysiert.

6.5. Vergleich zweier Probentypen mit dem ADVIA Centaur® Tnl-
Ultra

Unter Anwendung des hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays wurde die cTnl-

Analyse bei Dobermidnnern mit nachweisbar erhohten cTnl-Konzentrationen

sowohl aus Serum- als auch aus EDTA-Plasmaproben durchgefiihrt und die

ermittelten Resultate auf Konzentrationsabweichungen iiberpriift.

6.6. Testvergleich

Es erfolgte ein analytischer sowie ein klinischer Testvergleich zwischen dem hs
ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay und dem konventionellen Immulite® 2000
Troponin I-Test. Hierfiir kamen cTnl-Resultate von Proben zum Einsatz, die
sowohl mit dem ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay als auch mit dem Immulite®
2000 Troponin I-Test analysiert wurden. cTnl-Bestimmungen mittels des
Immulite® 2000 Troponin I-Tests wurden aus Serumproben zum
Probeentnahmezeitpunkt durchgefiihrt. Messungen anhand des ADVIA Centaur®
Tnl-Ultra-Assays  erfolgten dagegen aus EDTA-Plasmaproben nach
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unterschiedlich langer Lagerung (maximal fiinf Jahre und 77 Tage) bei -80 °C.

7. Follow-up-Studie

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit bestand aus der Durchfithrung einer
Follow-up-Studie. In einer vorherigen Studie wurde das c¢Tnl beim Dobermann
unter Anwendung eines konventionellen cTnl-Assays (Immulite® 2000 Troponin
I) klinisch evaluiert. Fiir die Differenzierung zwischen herzgesunden und an der
DoCM erkrankten Hunden wurde in dieser ein Cut-off-Wert von 0,22 ng/ml
ermittelt (WESS et al., 2010b). Hierbei fielen einige Hunde auf, die anhand der
elektro- sowie der echokardiographischen Untersuchung als herzgesund beurteilt
wurden, aber eine cTnl-Konzentration > 0,22 ng/ml aufwiesen. Anhand von einer
oder mehreren Follow-up-Untersuchungen wurde der weitere Verlauf der ¢Tnl-
Konzentration dieser Doberminner beobachtet und eruiert, ob die cTnl-
Konzentration korrekterweise aufgrund einer bestehenden DoCM (Stadium I)
erhoht war, die Erkrankung aber erst zu einem spéteren Zeitpunkt mittels Elektro-
und Echokardiographie diagnostiziert werden konnte oder ob eine extrakardiale
Ursache fiir den Anstieg der cTnl-Konzentration verantwortlich war. Bis zur
Durchfithrung der ersten Follow-up-Untersuchung musste ein Zeitabstand von
mindestens sechs Monaten vergangen sein. Des Weiteren wurden jene
Doberménner einer oder mehrerer Follow-up-Untersuchungen unterzogen, die an
der DoCM erkrankt waren, allerdings eine cTnl-Konzentration < 0,22 ng/ml

aufzeigten.

8. Statistische Datenanalyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter Anwendung der Programme
SPSS® (Statistical Package for the Social Science) Version 18 fiir Windows und
MedCalc® Statistical Software Version 11.5.0.0. Als Signifikanzniveau wurde
p = 0,05 definiert. Die Daten wurden virtuell oder visuell sowie anhand des

Kolmogorov-Smirnov Tests auf Normalverteilung tiberpriift.

8.1. In vitro Langzeitstabilitit des kardialen Troponin I
Die in vitro Stabilitit des cTnl wurde mit Hilfe des t-Tests sowie der Bland-

Altman-Analyse (BLAND & ALTMAN, 1986) untersucht.
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8.2. ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay

Die Validierung des hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays erfolgte anhand einer
Intra- und Inter-Assay Varianzanalyse. Des Weiteren wurde auf mogliche
Konzentrationsabweichungen, die aus der Anwendung von zwei verschiedenen
Blutprobentypen resultieren konnen, gepriift. Nach der Berechnung von
verschiedenen Cut-off-Werten zur Differenzierung zwischen herzgesunden und an
der DoCM erkrankten Individuen, wurde anhand der ermittelten cTnl-
Konzentrationen ein Vergleich der sechs Studiengruppen (gesund, last normal,
ausschlieBlich VES, ausschlieBlich echokardiographische Verdnderungen, eine
Kombination aus elektro- und echokardiographischen Abnormalititen und

dekompensiert) untereinander durchgefiihrt.

8.2.1. Testprizision
Die Beurteilung der Testprizision erfolgte anhand einer Intra- und Inter-Assay

Varianzanalyse unter Berechnung der VK (VK (%) = SD / Mittelwert x 100).

8.2.2. Vergleich von Serum- und EDTA-Plasmaproben

Mit Hilfe der Bland-Altman-Analyse sowie des Mann-Whitney-U-Tests wurden
die cTnl-Resultate von zwei verschiedenen Blutprobentypen, Serum und EDTA-
Plasma, miteinander verglichen und auf mogliche Abweichungen der cTnl-

Konzentration iiberpriift.

8.2.3.  Einfluss des Alters auf die cTnl-Konzentration

Mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse wurde der Einfluss des Alters auf die
cTnl-Konzentration anhand der herzgesunden Kontrolltiere untersucht. Auflerdem
wurden die mittleren cTnl-Konzentrationen von drei verschiedenen Altersgruppen
unter Anwendung des  Mann-Whitney-U-Tests auf das Vorliegen einer

statistischen Signifikanz tiberpriift.

8.24. Vergleich der verschiedenen Krankheitsstadien
Anhand des ANOVA-Tests und anschlieBendem Mehrfachvergleich nach
Tamhane wurden die mittleren cTnl-Konzentrationen der verschiedenen

Studiengruppen untersucht und auf statistisch signifikante Unterschiede iiberpriift.
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8.2.5. Cut-off-Werte

Um an der DoCM erkrankte Patienten von der gesunden Kontrollgruppe
differenzieren zu  konnen, wurden mit Hilfe des  statistischen
Auswertungsprogramms MedCalc Receiver-Operator-Curves (ROC-Kurven)
erstellt und verschiedene Cut-off-Werte berechnet. Fiir die bessere Beurteilung
des Unterscheidungspotentials des cTnl wurden auBerdem die Fldchen unter den
Kurven (Area under Curve = AUC) herangezogen. Des Weiteren wurden die
ermittelten Cut-off-Werte hinsichtlich ihrer Sensitivitdt und Spezifitit untersucht.
Fiir die Differenzierung zwischen herzgesunden und an der DoCM erkrankten
Patienten wurden Cut-off-Werte gewdhlt, die eine hohe Sensitivitidt sowie eine

hohe Spezifitit aufweisen.

8.2.6. Korrelation mit der Anzahl an ventrikuliren Extrasystolen
Mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse wurde auf eine mogliche Korrelation

zwischen der cTnl-Konzentration und der Anzahl an VES in 24 Stunden gepriift.

8.3. Testvergleich
Es erfolgte ein Testvergleich zwischen dem hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-

Assay und dem konventionellen Immulite® 2000 Troponin I-Test.

8.3.1. Analytischer Vergleich
Mittels der Bland-Altman-Analyse und des Mann-Whitney-U-Tests fand ein
Vergleich zwischen den cTnl-Resultaten des hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-

Assay und dem konventionellen Immulite® 2000 Troponin I-Test statt.

8.3.2.  Klinischer Vergleich
Die Evaluierung der klinischen Konkordanz des hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-
Assays und des konventionellen Immulite® 2000 Troponin I-Tests erfolgte

anhand von ROC-Kurven sowie deren AUC.
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IV. ERGEBNISSE

1. Charakterisierung der Studienpopulation

Unter Anwendung des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays erfolgten cTnl-
Analysen bei insgesamt 341 Doberménnern (170 Hiindinnen und 171 Riiden). Die
Studienpopulation  setzte sich aus 179 herzgesunden Kontrolltieren
(101 Hiindinnen und 78 Riiden) und 162 an der DoCM erkrankten Hunden
(69 Hiindinnen und 93 Riiden) zusammen. Von den herzgesunden Kontrolltieren
wurde jeweils nur die aktuellste Untersuchung pro Tier in die Datenanalyse
aufgenommen. Dagegen gingen von den erkrankten Doberménnern alle
Untersuchungen (345 Untersuchungen) in die Auswertung ein. Das mittlere Alter
der Studienpopulation betrug 7,6 Jahre (Median 7,6 Jahre; Minimum 1,3 Jahre;
Maximum 16,2 Jahre), das mittlere Gewicht 35,8 Kilogramm (kg) (Median
36,0 kg; Minimum 23,4 kg; Maximum 49,2 kg). Die an der DoCM erkrankten
Patienten wurden anhand der unter Kapitel III Punkt 5 erlduterten Kriterien in
folgende Stadien unterteilt: last normal, okkult und dekompensiert. Eine weitere
Unterteilung des okkulten Stadiums erfolgte in Patienten mit ausschlielich VES,
ausschlieBlich echokardiographische Verianderungen und einer Kombination aus
VES und echokardiographischen Veridnderungen. In Tabelle 4 sind die Anzahl der
Studientiere, die Anzahl der Untersuchungen sowie die Verteilung der
physiologischen Parameter (Geschlecht, Alter und Gewicht) innerhalb der
einzelnen Gruppen dargestellt. Die Daten der physiologischen Parameter beziehen
sich hierbei auf alle Untersuchungen, die innerhalb der einzelnen Gruppen

durchgefiihrt wurden.
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Tabelle 4: Darstellung der Anzahl der Einzeltiere, der Anzahl der durchgefiihrten
Untersuchungen sowie der Verteilung von Alter in Jahren, Gewicht in Kilogramm
und Geschlecht. Die Daten der physiologischen Parameter beziehen sich auf alle,
innerhalb der einzelnen Studiengruppen, durchgefiihrten Untersuchungen (VES =
ventrikuldre Extrasystolen, Echo = echokardiographische Verinderungen,
dekomp. = dekompensiert, US = Untersuchungen, Mean = Mittelwert).

gesund | 1ast VES | Echo | VES + | dekomp.
normal Echo
Anzahl der Einzeltiere 179 29 45 24 41 23
Anzahl der US 179 29 119 61 100 36
Geschlecht Weiblich 101 11 29 9 13 7
mannlich 78 18 15 15 29 16
Mean 7.5 6,3 8.3 6,1 8,2 7.5
Median 7.3 6,7 8,4 6,0 8,2 7.8
Alter
Minimum 1,3 2,0 1,7 2.4 2.7 3,6
Maximum | 12,5 10,4 13,0 11,7 16,2 11,3
Mean 35,2 37,9 35,1 35,6 37,2 36,1
. Median 35,0 39,0 34,4 35,8 37,0 37,0
Gewicht
Minimum | 23,4 25,0 23,6 25,0 24.4 26,0
Maximum | 48,0 48,0 48,5 45,0 49,2 47.4

Beziiglich des Alters lag innerhalb aller Stadien eine Normalverteilung vor. Im
Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren, den Patienten mit ausschlieBlich
echokardiographischen Verdnderungen und dem Stadium last normal, wiesen
Doberménner mit ausschlieBlich VES ein signifikant hoheres Lebensalter auf.
Gegeniiber den Kontrolltieren, den Patienten mit ausschlieBlich VES und den
Doberménnern, die sowohl VES als auch echokardiographische Verinderungen
zeigten, waren jene Hunde mit ausschlieBlich echokardiographischen
Abnormalitdten signifikant jiinger. Des Weiteren wies das Stadium last normal,
im Gegensatz zu den Patienten mit einer Kombination aus VES und
echokardiographischen Veridnderungen, ein signifikant niedrigeres Lebensalter
auf. Kein signifikanter Altersunterschied lag zwischen den dekompensierten
Patienten und den restlichen Stadien vor. In Abbildung 5 ist die Verteilung des

Alters graphisch dargestellt.
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Abbildung 5: Boxplot zur Darstellung der Altersverteilung (in Jahren) der
einzelnen Stadien. Die Daten beziehen sich auf alle, innerhalb einer Gruppe,
durchgefiihrten Untersuchungen (VES = ventrikuldre Extrasystolen, Echo =
echokardiographische Veridnderungen).

Ein Uberblick iiber die erhobenen Befunde der elektrokardiographischen sowie

der echokardiographischen Untersuchungen ist in Tabelle 5 gegeben.
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Tabelle 5: Darstellung der Anzahl an ventrikuldren Extrasystolen, der
rechtsparasternalen linksventrikuldren enddiastolischen und endsystolischen
Volumina in Milliliter pro Quadratmeter, den rechtsparasternalen
linksventrikuldren enddiastolischen und endsystolischen Dimensionen in
Zentimetern sowie dem Verhiltnis zwischen linken Atrium und Aorta der
einzelnen Studiengruppen (VES = ventrikuldre Extrasystolen, Echo =
echokardiographische Veridnderungen, dekomp. = dekompensiert, EDV =
rechtsparasternales linksventrikuldres enddiastolisches Volumen, ESV =
rechtsparasternales linksventrikulidres endsystolisches Volumen, LVIDd =
linksventrikuldare innere Dimension in der Diastole, LVIDs = linksventrikulire
innere Dimension in der Systole, LA/Ao = Verhiltnis zwischen linken Atrium und

Aorta, Mean = Mittelwert, Min. = Minimum, Max. = Maximum, ml/m? =
Milliliter pro Quadratmeter, cm = Zentimeter, n = Anzahl der Untersuchungen).
Stadien gesund =" VES Echo MESS, dekomp.
normal Echo
n 179 29 119 61 100 36
Mean 8,3 12,9 3332,7 18,3 5564,0 3748,6
VES Median 4,0 6,0 1018,0 11,0 1371,5 318,0
Min. 0 0 102 0 101 4
Max. 49 47 45521 49 100000 31741
Mean 74,2 76,6 79,1 114,2 114,8 159,3
EDV
. Median 75,1 77,4 79,6 106,6 109,0 138,0
in
> | Min. 27.5 61,9 48,7 89,0 81,8 95,9
ml/m

Max. 94,7 94,2 94,9 201,4 162,0 267,5

Mean 37,8 40,1 41,2 73,5 72,3 111,2

ESV in | Median 37,7 39,4 41,7 69,1 66,8 98,1

ml/m” ["\fip, 20,6 25,2 22,5 55,5 55,8 56,0
Max. 54,6 54,9 54,8 160,0 | 117,7 | 2123
Mean 4,0 4,2 4,2 4,9 5,0 59
LVIDd | Median | 4.0 43 43 4,9 5,0 56
incem [\, 3,1 3,6 3.3 4.8 4,1 4,6
Max. 4,7 4.8 4.8 6,5 6,5 7,5
Mean 2,9 3,1 32 3,9 4,0 5,0
LVIDs | Median | 29 3,0 3,1 4,0 4,0 4.8
incm [\, 2,2 2,4 2,5 3,6 3,6 3,7

Max. 3,6 3,7 3,7 59 5,6 74




IV. Ergebnisse

61

Mean 1,3 1,3 1,3 1.4 1.4 2,1
LA/Ao Median 1,3 1,3 1,3 1,4 1,4 2,0
Min. 0,8 1,0 1,0 1,0 0,9 1,6
Max. 1,5 1,5 1,5 3,1 2,1 3,5

2. In vitro Langzeitstabilitiit des kardialen Troponin I

Die Untersuchung der in vitro Langzeitstabilitit des cTnl erfolgte anhand von
64 gepaarten Serumproben von 32 Doberménnern. Die erste cTnl-Messung fand
im Zeitraum der Blutprobenentnahme (Untersuchungszeitraum) statt, eine weitere
nach unterschiedlich langer Lagerung bei -80 °C. Die cTnl-Analysen wurden
jeweils mit dem gleichen Messgerit (Immulite® 2000 Troponin I) durch das
Fremdlabor durchgefiihrt. Die maximale Lagerungsdauer betrug fiinf Jahre und
77 Tage, die minimale Lagerungsdauer nahm einen Zeitraum von zwei Jahren und
acht Monaten ein. Abbildung 6 zeigt ein Dot & Line-Diagramm, indem die cTnl-
Konzentrationen der jeweiligen Serumpaare zum Probeentnahmezeitpunkt (cTnl;)

sowie nach Lagerung bei -80 °C iiber maximal fiinf Jahre und 77 Tage (cTnl,),

graphisch dargestellt sind.
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Abbildung 6: Dot & Line-Diagramm zur Darstellung der kardialen Troponin I-
Konzentrationen (in Nanogramm pro Milliliter) der jeweiligen Serumpaare zum
Probeentnahmezeitpunkt sowie nach Lagerung bei -80 °C iiber maximal fiinf
Jahre und 77 Tage. (¢cTnl 1 = kardiale Troponin I-Konzentration zum
Probeentnahmezeitpunkt, ¢Tnl 2 = kardiale Troponin I-Konzentration nach
Lagerung bei -80 Grad Celsius, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter).

Zwischen den beiden Messzeitpunkten ergab sich eine minimale Differenz von
0,002 ng/ml und eine maximale Differenz von 0,272 ng/ml. Die Bland-Altman-
Analyse (Abbildung 7) resultierte in einer mittleren Differenz (Mittelwert der
Differenzen) von 0,06 ng/ml fiir die gepaarten cTnl-Konzentrationen. Die
Standardabweichung der Differenzen betrug =+ 0,09 ng/ml. Das
95 %-Konfidenzintervall fiir den Mittelwert lag bei 0,03 ng/ml (Untergrenze)
respektive 0,09 ng/ml (Obergrenze). Die untere Ubereinstimmungsgrenze
(Mittelwert der Differenzen — 1,96 x Standardabweichung der Differenzen) nahm
den Wert von -0,11 ng/ml ein, die obere Ubereinstimmungsgrenze (Mittelwert der
Differenzen + 1,96 x Standardabweichung der Differenzen) lag bei 0,23 ng/ml.
Eine mittlere Differenz von + 0,06 ng/ml (13,9 %) spiegelt die Tendenz einer
lagerungsbedingten Reduktion der cTnl-Konzentration wieder, welche allerdings

keine statistische Signifikanz erreichte (p = 0,4221).
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Abbildung 7: Bland-Altman-Plot zur Darstellung der Differenzen zwischen der
kardialen Troponin I-Konzentration zum Probeentnahmezeitpunkt (cTnl;) und
nach Lagerung bei -80 °C (cTnly). Die Differenzen der Troponin I-
Konzentrationen (cTnl; — cTnl;) werden jeweils gegen die Mittelwerte der
entsprechenden Troponin I-Konzentrationen ((cTnl; + c¢Tnl,)/ 2) aufgetragen. Der
Mittelwert der Differenzen sowie die Ubereinstimmungsgrenzen (Mittelwert +
1,96 x Standardabweichung der Differenzen) sind anhand von drei zusitzlichen
Linien dargestellt (cTnl; = kardiale Troponin I-Konzentration zum
Probeentnahmezeitpunkt, cTnl, = kardiale Troponin I[-Konzentration nach
Lagerung bei -80 °C, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, SD =
Standardabweichung der Differenzen, Mean = Mittelwert der Differenzen).

In den Dot & Line-Diagrammen 8 — 10 sind die cTnl-Konzentrationen der
jeweiligen Serumpaare zum Probeentnahmezeitpunkt (cTnl;) sowie nach
fiinfjahriger, vierjdhriger und dreijdhriger Lagerung bei -80 °C (cTnl,) graphisch
dargestellt.
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Lagerung: 5 Jahre

1,21

1or \

0,8F

ng/ml

0,6F

0,4

0,2 | I

clinli clnl2

Abbildung 8: Dot & Line-Diagramm zur Darstellung der kardialen Troponin I-
Konzentrationen (in Nanogramm pro Milliliter) der jeweiligen Serumpaare zum
Probeentnahmezeitpunkt sowie nach einer Lagerungsdauer von fiinf Jahren
(cTnl 1 = kardiale Troponin I-Konzentration zum Probeentnahmezeitpunkt,
cTnl 2 = kardiale Troponin I-Konzentration nach einer Lagerungsdauer von fiinf
Jahren bei -80 Grad Celsius, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter).
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Lagerung: 4 Jahre
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Abbildung 9: Dot & Line-Diagramm zur Darstellung der kardialen Troponin I-
Konzentrationen (in Nanogramm pro Milliliter) der jeweiligen Serumpaare zum
Probeentnahmezeitpunkt sowie nach einer Lagerungsdauer von vier Jahren
(cTnl 1 = kardiale Troponin I-Konzentration zum Probeentnahmezeitpunkt,
cTnl 2 = kardiale Troponin I-Konzentration nach einer Lagerungsdauer von vier
Jahren bei -80 Grad Celsius, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter).
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Lagerung: 3 Jahre
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Abbildung 10: Dot & Line-Diagramm zur Darstellung der kardialen Troponin I-
Konzentrationen (in Nanogramm pro Milliliter) der jeweiligen Serumpaare zum
Probeentnahmezeitpunkt sowie nach einer Lagerungsdauer von drei Jahren
(cTnl 1 = kardiale Troponin I-Konzentration zum Probeentnahmezeitpunkt,
cTnl 2 = kardiale Troponin I-Konzentration nach einer Lagerungsdauer von drei
Jahren bei -80 Grad Celsius, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter).

Eine Lagerung der Serumproben bei -80 °C fiir drei (p = 0,7929), vier
(p = 0,1437) oder fiinf (p = 0,6049) Jahre war mit einer mittleren
Konzentrationsabnahme von 0,05 ng/ml, 0,06 ng/ml und 0,05 ng/ml assoziiert.
Keine dieser lagerungsbedingten Reduktionen der c¢Tnl-Konzentration erreichte

eine statistische Signifikanz.

3. ADVIA Centaur® Tnl-Ultra

Neben der Validierung des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays mittels
Uberpriifung der Testprizision (Intra- und Inter-Assay Varianz), wurde die
Anwendung von Serum- und EDTA-Plasmaproben auf mogliche Abweichungen
der cTnl-Konzentration untersucht. Aulerdem wurde anhand der gesunden
Kontrollgruppe der Einfluss des Alters auf die cTnl-Konzentration eruiert, die
cTnl-Konzentrationen der verschiedenen Stadien untereinander verglichen und

Cut-off-Werte zur Differenzierung zwischen herzgesunden und an der DoCM
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erkrankten Hunden erstellt. Des Weiteren fand ein analytischer sowie klinischer

Testvergleich zwischen dem hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra- und dem

konventionellen Immulite® 2000 Troponin I-Assay statt.

3.1. Intra- und Inter-Assay Varianz
Die Berechnung der Intra-Assay Varianz (Tabelle 6) erfolgte anhand von zwei

Serumproben unterschiedlicher cTnl-Konzentration, die innerhalb eines

Messdurchlaufs jeweils zehnmal in Folge analysiert wurden.
Tabelle 6: Darstellung der Mittelwerte sowie der Variationskoeffizienten der

Intra-Assay Varianz (ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, SD =
Standardabweichung, VK = Variationskoeffizient in Prozent).

Intra-Assay Varianz

Serumprobe Mittelwert (ng/ml) SD VK (%)
1 0,98 0,02 2,3
2 0,24 0,01 3,3

Die Bestimmung der Inter-Assay Varianz (Tabelle 7) wurde anhand von drei
Serumproben unterschiedlicher c¢Tnl-Konzentration durchgefiihrt. Zwei dieser
Proben wurden jeweils einmal an zehn aufeinanderfolgenden Tagen gemessen.
Dagegen erfolgte die Analyse der dritten Probe aufgrund des geringen

Probenvolumens nur an sieben aufeinanderfolgenden Tagen.

Tabelle 7: Darstellung der Mittelwerte sowie der Variationskoeffizienten der

Inter-Assay Varianz (ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, SD =
Standardabweichung, VK = Variationskoeffizient in Prozent).
Inter-Assay Varianz
S erumprobe Anzahl der Mittelwert SD VK (%)
Messungen (ng/ml)

1 10 0,94 0,05 5.8

2 10 0,22 0,01 5,2

3 7 0,17 0,01 5,6

Die mittleren VK des Intra-Assays (2,8 %) sowie des Inter-Assays (5,5 %)
erreichten somit einen Wert < 10 %, was eine ausreichende Reproduzierbarkeit

der Ergebnisse wiederspiegelt.
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3.2. Vergleich von Serum- und EDTA-Plasmaproben

Der analytische Vergleich der cTnl-Konzentrationen aus Serum- und EDTA-
Plasmaproben erfolgte an 128 gepaarten Blutproben von 64 Doberménnern
(64 Serum- und 64 EDTA-Plasmaproben). Unter Anwendung des hs ADVIA
Centaur® Tnl-Ultra-Assays wurde die cTnl-Analyse bei jedem Hund sowohl aus
Serum- als auch aus EDTA-Plasmaproben durchgefiihrt und die ermittelten
Resultate auf Konzentrationsabweichungen iberpriift. Mit Hilfe der Bland-
Altman-Analyse (Abbildung 11) wurden die beiden Blutprobentypen, Serum und

EDTA-Plasma, auf Ubereinstimmung der analysierten cTnl-Konzentrationen

gepriift.
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Abbildung 11: Bland-Altman-Plot zur Darstellung der Differenzen zwischen den
ermittelten kardialen Troponin I-Konzentrationen aus Serum- und EDTA-
Plasmaproben. Die Differenzen der Troponin I-Konzentrationen (Serum -
Plasma) werden jeweils gegen den Mittelwert der entsprechenden Troponin I-
Konzentrationen ((Serum + Plasma) / 2) aufgetragen. Der Mittelwert der
Differenzen sowie die Ubereinstimmungsgrenzen (Mittelwert + 1,96 x
Standardabweichung der Differenzen) werden anhand von drei zusitzlichen
Linien dargestellt (ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, SD = Standardabweichung
der Differenzen, Mean = Mittelwert der Differenzen).
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Die mittlere cTnl-Konzentration der Serumproben betrug 0,29 ng/ml, die der
EDTA-Plasmaproben 0,26 ng/ml. Die mittlere Differenz (Mittelwert der
Differenzen) der gepaarten cTnl-Konzentrationen betrug 0,03 ng/ml (14,4 %), die
Standardabweichung der Differenzen + 0,05 ng/ml. Das 95 %-Konfidenzintervall
fir den Mittelwert lag bei 0,01 ng/ml (Untergrenze) respektive 0,04 ng/ml
(Obergrenze). Zwischen den beiden Blutprobentypen ergab sich eine minimale
Differenz von 0,001 ng/ml und eine maximale Differenz von 0,189 ng/ml. Die
untere Ubereinstimmungsgrenze (Mittelwert der Differenzen — 1,96 x
Standardabweichung der Differenzen) nahm den Wert von -0,07 ng/ml ein, die
obere Ubereinstimmungsgrenze (Mittelwert der Differenzen + 1,96 x
Standardabweichung der Differenzen) lag bei 0,12 ng/ml. Im Durchschnitt
ergaben die cTnl-Messungen aus Serumproben, im Vergleich zu jenen aus
EDTA-Plasmaproben, um 0,03 ng/ml hohere Konzentrationen. Diese
Konzentrationsabweichung war mit keiner statistischen Signifikanz assoziiert

(p =0,4645).
3.3. Einfluss des Alters auf die ¢cTnl-Konzentration

Der Einfluss des Lebensalters auf die cTnl-Konzentration wurde anhand der
gesunden Kontrollgruppe untersucht. Abbildung 12 zeigt ein Streudiagramm in
dem die cTnl-Konzentration in ng/ml gegen das Alter in Jahren aufgetragen
wurde. Wie bereits optisch zu erkennen ist weist das Lebensalter, trotz der
schwachen Korrelation (R2 = Determinationskoeffizient = 0.095), einen statistisch
signifikanten Einfluss auf die cTnl-Konzentration auf (p = 0,000). Mit
zunechmendem Alter konnte ein signifikanter Anstieg der cTnl-Konzentration

nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Darstellung der kardialen Troponin I-Konzentration in
Nanogramm pro Milliliter gegen das Alter der gesunden Kontrolltiere. Die
eingezeichnete blaue Linie stellt die Regressionsgerade dar (cTnl = kardiales
Troponin I, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter).

Die Unterteilung der Kontrollgruppe in drei verschiedene Altersgruppen (jiinger
als fiinf Jahre, zwischen fiinf und acht Jahren und élter als acht Jahre) ergab
zwischen allen Altersgruppen signifikante Unterschiede in den mittleren cTnl-

Konzentrationen (Tabelle 8 und Abbildung 13).
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Tabelle 8: Mittlere kardiale Troponin I-Konzentrationen in Nanogramm pro
Milliliter von herzgesunden Doberminnern drei verschiedener Altersgruppen (n =
Anzahl der Kontrolltiere, SD = Standardabweichung, Min. = Minimum, Max. =

Maximum)
Alter in Jahren n Mean SD Min. Max.
<5 10 0,051 0,048 0,012 0,138
>5und <8 98 0,085 0,068 0,001 0,481
>8 71 0,109 0,062 0,027 0,381
Insgesamt 179 0,092 0,066 0,001 0,481
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Abbildung 13: Boxplot zur Darstellung der kardialen Troponin I-Konzentration
in Nanogramm pro Milliliter der gesunden Kontrolltiere in Abhéngigkeit des

Lebensalters (cTnl = kardiales Troponin I, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter).
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34. Vergleich der verschiedenen Krankheitsstadien

CTnl-Analysen wurden in allen Studiengruppen (gesund, last normal,
ausschlieBlich VES, ausschlielich echokardiographische Verdnderungen, elektro-
und echokardiographische Abnormalititen, dekompensiert) durchgefiihrt. Die
Mittelwerte  der  jeweiligen ~ Gruppen sowie  die = Medianwerte,
Standardabweichungen, Minimal- und Maximalwerte sind in Tabelle 9 dargestellt.
Tabelle 9: Darstellung der cTnl-Konzentrationen in Nanogramm pro Milliliter
der einzelnen Studiengruppen (Mean = Mittelwert, SD = Standardabweichung,

Min. = Minimum, Max. = Maximum, VES = ventrikuldre Extrasystolen, Echo =
echokardiographische Verinderungen, n = Anzahl der Untersuchungen)

Mean Median SD Min. Max. n

gesund 0,092 0,083 0,066 0,001 0,481 179

last normal 0,168 0,175 0,091 0,021 0,373 29

VES 0,211 0,188 0,130 0,014 0,581 119

Echo 0,173 0,147 0,135 0,017 0,740 61

VES + Echo 0,296 0,244 0,277 0,042 2,497 100

dekompensiert | 0,593 0,475 0,479 0,010 2,537 36

Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen wurden untereinander mit Hilfe des
Mehrfachvergleichs nach Tamhane untersucht, wodurch folgende statistisch
signifikante Unterschiede in der mittleren cTnl-Konzentration ermittelt werden
konnten (Abbildung 14): Im Vergleich zu allen Krankheitsstadien (ausschlielich
VES, ausschlieBlich echokardiographische Veridnderungen, elektro- und
echokardiographische Abnormalititen, dekompensiert), wies die gesunde
Kontrollgruppe mit 0,092 ng/ml eine statistisch signifikant niedrigere mittlere
cTnl-Konzentration auf. Ebenso lag ein signifikanter cTnl-
Konzentrationsunterschied zwischen den herzgesunden Kontrolltieren und dem
Stadium last normal vor, fiir welches eine mittlere cTnl-Konzentration von

0,168 ng/ml ermittelt wurde.
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Abbildung 14: Boxplot zur Darstellung der Troponin I-Konzentrationen der
verschiedenen Studiengruppen. Die mittlere Troponin I-Konzentration der
gesunden Kontrollgruppe (griin) sowie des dekompensierten Stadiums (griin)
zeigten einen statistisch signifikanten Konzentrationsunterschied im Vergleich zu
allen anderen Stadien. Weitere statistisch signifikante Konzentrationsunterschiede
sind durch die Verbindungsbalken gekennzeichnet. (VES = ausschlielich
ventrikuldre Extrasystolen, Echo = echokardiographische Veridnderungen,
dekomp. = dekompensiert, cTnl = kardiales Troponin I, ng/ml = Nanogramm pro
Milliliter).

Unterschiede in der mittleren cTnl-Konzentration, die eine statistische Signifikanz
erreichten, konnten auch zwischen den Gruppen der erkrankten Doberménner
nachgewiesen werden. Die Patienten die sowohl elektro- als auch
echokardiographische Veridnderungen zeigten (Mittelwert = 0,296 ng/ml), wiesen
gegeniiber allen anderen Stadien, auBer jenem mit ausschlieBlich VES (Mittelwert
= 0,211 ng/ml), einen statistisch signifikanten Konzentrationsunterschied auf. Wie
bereits optisch in Abbildung 14 zu erkennen ist, lagen weitere statistisch
signifikante Unterschiede in der mittleren cTnl-Konzentration zwischen den
dekompensierten Patienten (Mittelwert = 0,593 ng/ml) und den restlichen Stadien
(gesund, last normal, ausschlieBlich VES, ausschlieBlich echokardiographische

Verinderungen, Kombination aus elektro- wund echokardiographischen
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Abnormalitdten) vor. Die Gruppe last normal zeigte keinen signifikanten c¢Tnl-
Konzentrationsunterschied gegeniiber den Tieren, die ausschlieBlich VES oder
ausschlieBlich echokardiographische Veridnderungen (Mittelwert = 0,173 ng/ml)
aufwiesen. AuBlerdem konnte keine signifikante Differenz in der cTnl-
Konzentration zwischen den Patienten mit ausschlieBlich echokardiographischen
Abnormalititen, einer Kombination aus elektro- und echokardiographischen
Verinderungen, dem Stadium last normal und der Gruppe mit ausschlielich VES

festgestellt werden.

3.5. Cut-off-Werte

Mit Hilfe von ROC-Kurven wurden die Sensitivitit sowie die Spezifitit
verschiedener Cut-off-Werte zur Differenzierung zwischen den herzgesunden
Kontrolltieren und den verschiedenen Krankheitsstadien berechnet. Auferdem
wurde anhand der ermittelten AUC das Unterscheidungspotential des cTnl

beurteilt.

Der von dem Statistikprogramm MedCalc als optimal berechneter Cut-off-Wert
zur Differenzierung zwischen jeglichen Krankheitsstadien der DoCM (last
normal, ausschlieBlich VES, ausschlieBlich echokardiographische Veridnderungen,
Kombination aus VES und echokardiographischen  Abnormalititen,
dekompensiert) und den herzgesunden Kontrolltieren ergab eine cTnl-
Konzentration von > 0,151 ng/ml. Mit diesem Cut-off-Wert (0,151 ng/ml)
konnten alle an der DoCM erkrankten Patienten inklusive der Gruppe last normal
mit einer Sensitivitit von 70,4 % und einer Spezifitit von 89,4 % von den
herzgesunden Kontrolltieren differenziert werden. Dabei wies die ROC-Kurve

eine AUC von 0,835 auf (Abbildung 15 und 16).
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Abbildung 15: ROC-Kurve zur Differenzierung zwischen herzgesunden
Kontrolltieren und den an der Dobermann-Kardiomyopathie erkrankten Patienten
(last normal, ausschlieBlich ventrikuldre Extrasystolen, ausschlieBlich
echokardiographische  Verdnderungen, Kombination aus elektro- und
echokardiographischen Verdnderungen, dekompensiert) anhand der kardialen
Troponin I-Konzentration. Auf der x-Achse ist die Spezifitit, auf der y-Achse die
Sensitivitit in Prozent dargestellt. AUC = 0,835.
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Abbildung 16: Dot-Diagramm zur Darstellung individueller Troponin I-
Konzentrationen von herzgesunden und an der Dobermann-Kardiomyopathie
erkrankten Patienten (last normal, ausschlieSlich VES, ausschlieBlich
echokardiographische = Verdnderungen, @ Kombination aus VES  und
echokardiographischen ~Abnormalititen, dekompensiert). Der als optimal
berechnete Cut-off-Wert von 0,151 Nanogramm pro Milliliter ist als blaue Linie
eingezeichnet, wodurch sowohl falsch positive (Troponin I-Konzentrationen
oberhalb des Cut-off-Wertes innerhalb der gesunden Kontrollgruppe) als auch
falsch negative Resultate (Troponin I-Konzentrationen unterhalb des Cut-oft-
Wertes innerhalb der Krankheitsstadien) dargestellt werden (cTnl = kardiales
Troponin I, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, Sens. = Sensitivitdt, Spez. =
Spezifitit).

Im Folgenden wurden weitere Cut-off-Werte (0,104 ng/ml, 0,202 ng/ml und
0,242 ng/ml), zur Differenzierung zwischen herzgesunden Kontrolltieren und an
der DoCM erkrankten Patienten, beziiglich ihrer Sensitivitit und Spezifitét
untersucht. In Tabelle 10 sind sowohl die Sensitivitdten als auch die Spezifititen

der oben genannten Cut-off-Werte aufgelistet.
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Tabelle 10: Darstellung der Sensitivitidt sowie der Spezifitit in Prozent von den
einzelnen kardialen Troponin I-Cut-off-Werten in Nanogramm pro Milliliter.

Cut-off Sensitivitit Spezifitit
0,104 82,9 68,7
0,151 70,4 89,4
0,202 53,9 94,4
0,242 42,3 97,2

Anhand der in Tabelle 10 aufgefiihrten Sensitivitdten und Spezifititen wurden die
beiden Cut-off-Werte von 0,104 ng/ml und 0,242 ng/ml fiir die Differenzierung
zwischen herzgesunden und an der DoCM erkrankten Patienten ausgewihlt.
Ubersteigt die cTnl-Konzentration den Wert von 0,104 ng/ml liegt aufgrund der
hohen Sensitivitdt von 82,9 % und der relativ niedrigen Spezifitit von 68,7 % der
Verdacht auf eine bestethende DoCM vor. Bei cTnl-Konzentrationen
> 0,242 ng/ml ist die Wahrscheinlichkeit, dass der Patient an der DoCM erkrankt
ist dagegen sehr hoch (Spezifitit von 97,2 %).

Abbildung 17 zeigt ein Dot-Diagramm in dem die beiden ausgewihlte Cut-off-

Werte von 0,104 ng/ml und 0,242 ng/ml als griine Linien eingezeichnet sind.



IV. Ergebnisse 78

3,0F
25F o°
€ 20F Cut-off > 0,10
Fs) o Sens.: 83 %
g 15k Spez.: 69 %
< &
o 10F ° Cut-off > 0,24
Sens.: 42 %
05 Spez.: 97 %
0,0

gesund krank

Abbildung 17: Dot-Diagramm zur Darstellung individueller Troponin I-
Konzentrationen von herzgesunden und an der Dobermann-Kardiomyopathie
erkrankten Patienten (last normal, ausschlieSlich VES, ausschlieBlich
echokardiographische = Verdnderungen, @ Kombination aus VES  und
echokardiographischen Abnormalititen, dekompensiert). Die Cut-off-Werte von
0,104 und 0,242 Nanogramm pro Milliliter sind als griine Linien eingezeichnet,
wodurch sowohl falsch positive (Troponin I-Konzentrationen oberhalb der Cut-
off-Werte innerhalb der gesunden Kontrollgruppe) als auch falsch negative
Resultate (Troponin I-Konzentrationen unterhalb der Cut-off-Werte innerhalb der
Krankheitsstadien) dargestellt werden (cTnl = kardiales Troponin I, ng/ml =
Nanogramm pro Milliliter, Sens. = Sensitivitit, Spez. = Spezifitit).

In Tabelle 11 sind sowohl die prozentualen Anteile der falsch positiven (gesunde
Doberminner mit cTnl-Konzentrationen, die den Cut-off-Wert {iberschreiten) als
auch der falsch negativen Resultate (an der DoCM erkrankte Patienten deren
cTnl-Konzentrationen unterhalb des Cut-off-Wertes liegen) fiir den jeweiligen

Cut-off-Wert von 0,104 und 0,242 ng/ml aufgelistet.
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Tabelle 11: Auflistung der falsch positiven und der falsch negativen sowie der
richtig positiven und richtig negativen Testresultate, unter Verwendung von zwei
verschiedenen Cut-off-Werten (0,104 und 0,242 Nanogramm pro Milliliter).
Angegeben sind zum einen die absolute Anzahl der Hunde und zum anderen der
prozentuale Anteil. Die Gesamtanzahl der gesunden Kontrolltiere (falsch positiv
und richtig negativ) betrdgt 179 Patienten, die der an der Dobermann-
Kardiomyopathie erkrankten Hunde (richtig positiv und falsch negativ)
345 (Falsch pos. = falsch positiv = gesunde Hunde mit kardialen Troponin I-
Konzentrationen oberhalb des Cut-off-Wertes, Richtig neg. = richtig negativ =
gesunde Hunde mit kardialen Troponin I-Konzentrationen unterhalb des Cut-oft-
Wertes, Falsch neg. = falsch negativ = kranke Patienten mit kardialen Troponin I-
Konzentrationen unterhalb des Cut-off-Wertes, Richtig pos. = richtig positiv =
kranke Patienten mit kardialen Troponin I-Konzentrationen oberhalb des Cut-off-
Wertes, n; = Anzahl der gesunden Kontrolltiere, n, = Anzahl der an der
Dobermann-Kardiomyopathie erkrankten Patienten).

Falsch pos. Richtig neg. | Falsch neg. Richtig pos.
Cut-off
n; =179 n; =179 n, = 345 n, = 345
> 0,104 59 120 58 287
33 % 67 % 17 % 83 %
> 0,242 6 173 197 148
3% 97 % 57 % 43 %

Unter Verwendung des Cut-off-Wertes von 0,104 ng/ml konnten von den
insgesamt 179 gesunden Kontrolltieren 120 (67 %) korrekterweise als herzgesund
erkannt werden. Dagegen wurden 59 (33 %) gesunde Tiere félschlicherweise als
krank identifiziert. Wahlt man den hoheren Cut-off-Wert von 0,242 ng/ml liegt

die Rate der falsch positiven Resultate lediglich bei 3 %.

Bei einem Cut-off-Wert von 0,104 ng/ml stellten sich von den insgesamt
345 cTnl-Ergebnissen der kranken Patientenpopulation 58 Resultate als falsch
negativ heraus. Demnach blieben 17 % der an der DoCM erkrankten Patienten
unerkannt. Dieser prozentuale Anteil stieg unter Verwendung des hoheren Cut-

off-Wertes von 0,242 ng/ml auf 57 % (197 Testergebnisse) an.

Die Anzahl der falsch negativen cTnl-Resultate, die bei der Anwendung des Cut-
off-Wertes von 0,104 ng/ml entstanden sind, werden in Tabelle 12 fiir die

jeweiligen Krankheitsstadien aufgefiihrt.
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Tabelle 12: Auflistung der falsch negativen kardialen Troponin I-Testresultate
innerhalb der einzelnen Krankheitsstadien unter Anwendung des Cut-off-Wertes
von 0,104 Nanogramm pro Milliliter. Angegeben sind sowohl die absoluten sowie
die prozentualen Zahlen der falsch negativen Resultate (VES = Patienten mit
ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen und einer Kombination aus elektro-
und echokardiographischen Verianderungen, Echo = Patienten mit ausschlielich
echokardiographischen Abnormalititen sowie einer Kombination aus elektro- und
echokardiographischen Verdnderungen, VES + Echo = Patienten mit einer
Kombination aus elektro- und echokardiographischen Veridnderungen, dekomp. =
dekompensierte Patienten, n = gesamte Patientenanzahl innerhalb des
entsprechenden Krankheitsstadiums).

Stadium last VES Echo | VES+ | dekomp.
normal Echo
n Absolut 29 219 161 100 36
Falsch Absolut 8 27 27 5 1
negativ | prozentual 27,6 12,3 16,8 5 2,8

Bei alleiniger Betrachtung der cTnl-Konzentrationen (Cut-off > 0,104 ng/ml)
wurden demnach 27,6 % der Patienten des Stadiums last normal, 12,3 % der
Dobermédnner mit ventrikuldren Arrhythmien, 16,8 % der Patienten mit
echokardiographischen Veridnderungen, 5 % der Tiere, die sowohl elektro- als
auch echokardiographische = Abnormalititen zeigten und 2,8 % im

dekompensierten Stadium, nicht als an der DoCM erkrankt identifiziert.

Das Vorhersagepotential des cTnl fiir Patienten mit VES (ausschlieBlich VES und
eine Kombination aus VES und echokardiographischen Verianderungen) sowie fiir
Patienten = mit  echokardiographischen = Abnormalititen  (ausschlieBlich
echokardiographische Verdnderungen und eine Kombination aus VES und
echokardiographischen Veridnderungen) hat sich mit einer AUC von 0,862 versus
einer AUC von 0,838 als dhnlich erwiesen. In Tabelle 13 sind die Sensitivititen
sowie die Spezifititen der verschiedenen Cut-off-Werte zur Differenzierung
zwischen herzgesunden Kontrolltieren und Patienten mit VES sowie zur
Differenzierung zwischen herzgesunden Kontrolltieren und Patienten mit

echokardiographischen Veridnderungen aufgelistet.
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Tabelle 13: Auflistung der Sensitivitidt sowie der Spezifitit zwei verschiedener
Troponin I-Cut-off-Werte in Nanogramm pro Milliliter zur Unterscheidung
zwischen herzgesunden Kontrolltieren und Patienten mit ventrikuldren
Extrasystolen sowie zur Differenzierung zwischen herzgesunden Kontrolltieren
und Patienten mit echokardiographischen Verdnderungen (VES = Patienten mit
ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen oder einer Kombination aus elektro-
und echokardiographischen Verdnderungen, Echo = Patienten mit ausschlielich
echokardiographischen Abnormalitidten oder einer Kombination aus elektro- und
echokardiographischen Veridnderungen).

Cut-off Gesund versus VES Gesund versus Echo
50,104 Sensitivitit 87,7 % 82,6 %
Spezifitit 67,0 % 68,7 %
50,242 Sensitivitit 429 % 40.4 %
Spezifitit 97.2 % 97.2 %

Abbildung 18 und 19 zeigt ein Dot-Diagramm, in dem die individuellen c¢Tnl-
Konzentrationen von herzgesunden Dobermidnnern und Patienten mit VES
beziehungsweise echokardiographischen Verdnderungen abgebildet sind.
AuBlerdem werden die Cut-off-Werte von 0,104 und 0,242 ng/ml durch zwei

griine Linien dargestellt.
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Abbildung 18: Dot-Diagramm zur Darstellung individueller Troponin I-
Konzentrationen von herzgesunden Doberminnern und Patienten mit
ventrikulidren Extrasystolen. Die Cut-off-Werte von 0,104 und 0,242 Nanogramm
pro Milliliter sind als griine Linien eingezeichnet, wodurch sowohl falsch positive
(Troponin I-Konzentrationen oberhalb der Cut-off-Werte innerhalb der gesunden
Kontrollgruppe) als auch falsch negative Resultate (Troponin I-Konzentrationen
unterhalb der Cut-off-Werte innerhalb des Krankheitsstadiums)  dargestellt
werden (cTnl = kardiales Troponin I, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, VES =
Patienten mit ventrikuldren Extrasystolen oder einer Kombination aus elektro-
und echokardiographischen Verdnderungen, Sens. = Sensitivitit, Spez. =
Spezifitit).
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Abbildung 19: Dot-Diagramm zur Darstellung individueller Troponin I-
Konzentrationen von herzgesunden Doberminnern und Patienten mit
echokardiographischen Verdnderungen. Die Cut-off-Werte von 0,104 und
0,242 Nanogramm pro Milliliter sind als griine Linien eingezeichnet, wodurch
sowohl falsch positive (Troponin I-Konzentrationen oberhalb der Cut-off-Werte
innerhalb der gesunden Kontrollgruppe) als auch falsch negative Resultate
(Troponin I-Konzentrationen unterhalb der Cut-off-Werte innerhalb des
Krankheitsstadiums) dargestellt werden (¢cTnl = kardiales Troponin I, ng/ml =
Nanogramm pro Milliliter, Echo = Patienten mit echokardiographischen
Abnormalitdten oder einer Kombination aus elektro- und echokardiographischen
Veridnderungen, Sens. = Sensitivitit, Spez. = Spezifitit).

Sowohl fiir die Gruppe der Doberménner mit VES als auch fiir jene mit
echokardiographischen Verdnderungen sind die falsch negativen cTnl-Resultate

fiir die Cut-off-Werte von 0,104 und 0,242 ng/ml in Tabelle 14 dargestellt.
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Tabelle 14: Auflistung der falsch negativen Troponin I-Testresultate der
Patienten mit ventrikuldren Extrasystolen sowie der Patienten mit
echokardiographischen Verdnderungen, unter Verwendung zwei verschiedener
Cut-off-Werte (0,104 und 0,242 Nanogramm pro Milliliter). Angegeben sind zum
einen die absolute Anzahl der Hunde und zum anderen der prozentuale Anteil
(VES = Patienten mit ventrikuldren Extrasystolen oder einer Kombination aus
elektro- und echokardiographischen Veridnderungen, Echo = Patienten mit
echokardiographischen Abnormalitdten oder einer Kombination aus elektro- und
echokardiographischen Veridnderungen, n = Anzahl der Untersuchungen).

VES Echo
Cut-off
n=219 n=161
> 0.104 absolut 27 27
prozentual 12,3 % 16,8 %
> 0.242 absolut 124 94
prozentual 56,6 % 58,4 %

Von den insgesamt 219 Patienten mit ventrikuldren Arrhythmien wurden bei
Verwendung eines Cut-off-Wertes von 0,104 ng/ml 27 (12,3 %) Tiere
filschlicherweise als herzgesund eingestuft. Dagegen war der Cut-off-Wert von
0,242 ng/ml bei diesen Patienten mit 124 (56,6 %) falsch negativen cTnl-
Resultaten assoziiert. Der Cut-off-Wert von 0,104 ng/ml war bei den
161 Patienten mit echokardiographischen Veridnderungen mit 27 (16,8 %) falsch
negativen cTnl-Ergebnissen vergesellschaftet. Wihlt man den hoheren Cut-oft-
Wert von 0,242 ng/ml liegt die Rate der falsch negativen Resultate innerhalb
dieser Patientengruppe bei 58,4 % (94).

3.6. Einfluss der Anzahl an ventrikuléiren Extrasystolen

Abbildung 20 zeigt ein Streudiagramm in dem die cTnl-Konzentrationen in ng/ml
gegen die Anzahl an VES in 24 Stunden aufgetragen sind. In die statistische
Auswertung gingen hierbei die Daten jener Doberminner ein, die ausschlieBlich

VES (> 100 VES in 24 Stunden) aufwiesen.
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Abbildung 20: Darstellung der kardialen Troponin I-Konzentration von Patienten
mit ausschlieBlich ventrikuldren Extrasystolen, gegen die von diesen gezeigte
Anzahl an ventrikuldren Extrasystolen in 24 Stunden. Die eingezeichnete Linie
stellt die Regressionsgerade dar (cTnl = kardiales Troponin I, ng/ml =
Nanogramm pro Milliliter, VES = ventrikulire Extrasystolen, R®> =
standardisierter Regressionskoeffizient im Quadrat).

Zwischen der cTnl-Konzentration und der Anzahl an VES in 24 Stunden konnte
keine statistisch signifikante Korrelation (R2 = Determinationskoeffizient = 0,013,

p = 0,224) ermittelt werden.

3.7. Testvergleich

Im Folgendem wurde ein analytischer sowie ein klinischer Vergleich zwischen
dem hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay und dem konventionellen Immulite®
2000 Troponin I-Test durchgefiihrt.

3.7.1.  Analytischer Vergleich

Fiir den Vergleich der von den beiden cTnl-Tests erhaltenen Resultate wurden
Untersuchungsergebnisse von Dobermidnnern aus der Studienpopulation
verwendet, bei denen cTnl-Ergebnisse von beiden der oben genannten Tests

vorlagen. Resultate, die unterhalb des Detektionslimits des jeweiligen cTnl-
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Assays lagen, wurden fiir den Vergleich der cTnl-Resultate ausgeschlossen.
Insgesamt konnten cTnl-Konzentrationen von 372 Proben, die sowohl mit dem
ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay als auch mit dem Immulite® 2000 Troponin
I-Test analysiert wurden, verglichen werden. In Tabelle 15 ist der Mittelwert, der
Median, der Minimal- sowie der Maximalwert des jeweiligen cTnl-Test
aufgefiihrt.

Tabelle 15: Darstellung des Mittelwertes, des Medians, des Minimal- sowie des
Maximalwertes der kardialen Troponin I-Konzentration in Nanogramm pro
Milliliter von zwei verschiedenen Troponin I-Assays (cTnl = kardiales

Troponin I, n = Anzahl der analysierten Proben, Min. = Minimum, Max. =
Maximum).

¢Tnl-Analyse Mean Median Min. Max.
n=2372
ADVIA 0,26 0,21 0,010 2,537
Immulite 0,49 0,40 0,20 5,19

Abbildung 21 zeigt ein Bland-Altmann-Plot in dem die Differenzen zwischen den
cTnl-Resultaten des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays und des Immulite®
2000 Troponin I-Tests (Immulite — ADVIA) der jeweiligen Proben gegen den
Mittelwert der entsprechenden cTnl-Konzentrationsdifferenz ((Immulite -
ADVIA) / 2) aufgetragen sind. Hierbei ergab sich eine mittlere Differenz von
0,22 ng/ml (64,5 %). Die Standardabweichung der Differenzen betrug
+ 0,15 ng/ml. Das 95 %-Konfidenzintervall fiir den Mittelwert lag bei 0,21 ng/ml
(Untergrenze)  respektive 0,24  ng/ml  (Obergrenze). Die  untere
Ubereinstimmungsgrenze ~ (Mittelwert ~ der  Differenzen - 1,96 x
Standardabweichung der Differenzen) nahm den Wert von -0,08 ng/ml ein, die
obere Ubereinstimmungsgrenze (Mittelwert der Differenzen + 1,96 x
Standardabweichung der Differenzen) lag bei 0,52 ng/ml. Im Vergleich zu den
cTnl-Resultaten des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays ergaben die Messungen
mittels des Immulite® 2000 Troponin I-Tests im Durchschnitt um 0,22 ng/ml
hohere cTnl-Ergebnisse. Die von den zwei verschiedenen cTnl-Assays ermittelten
cTnl-Konzentrationen unterscheiden sich statistisch signifikant voneinander
(p < 0,0001). Des Weiteren ist ersichtlich, dass mit ansteigender cTnl-

Konzentration auch die Differenz zwischen den analysierten Resultaten zunimmt.
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Abbildung 21: Bland-Altmann-Plot zur Darstellung der Differenzen zwischen
den kardialen Troponin I-Resultaten des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays und
des Immulite® 2000 Troponin I-Tests (Immulite — ADVIA). Die Differenzen der
kardialen Troponin I-Konzentrationen werden jeweils gegen den Mittelwerte der
entsprechenden Troponin I[-Konzentrationsdifferenz ((Immulite — ADVIA) / 2)
aufgetragen. Der Mittelwert der Differenzen (dunkelblau) sowie die
Ubereinstimmungsgrenzen (Mittelwert + 1,96 x Standardabweichung der
Differenzen) werden anhand von drei zusétzlichen Linien dargestellt (ng/ml =
Nanogramm pro Milliliter, SD = Standardabweichung der Differenzen, Mean =
Mittelwert der Differenzen).

3.7.2. Klinischer Vergleich

Um die klinische Konkordanz des hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays und des
konventionellen Immulite® 2000 Troponin I-Tests evaluieren zu konnen, wurden
insgesamt 507 Proben der Studienpopulation herangezogen. Die cTnl-Analysen
der einzelnen Proben erfolgten hierbei sowohl mit dem ADVIA Centaur® Tnl-
Ultra-Assay als auch mit dem Immulite® 2000 Troponin I-Test. CTnl-Resultate

unterhalb des Detektionslimits gingen hierbei ebenfalls in die Datenanalyse ein.

Die insgesamt 507 gepaarten cTnl-Resultate stammten von 174 herzgesunden
Doberménnern und 333 Untersuchungen von an der DoCM erkrankten Patienten.

In Tabelle 16 sind die Anzahl der Studientiere, die Anzahl der Untersuchungen
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sowie die Verteilung der physiologischen Parameter (Geschlecht, Alter und
Gewicht) innerhalb der einzelnen Gruppen dargestellt. Die Daten der
physiologischen Parameter beziehen sich hierbei auf alle Untersuchungen, die

innerhalb der einzelnen Gruppen durchgefiihrt wurden.

Tabelle 16: Darstellung der Anzahl der Einzeltiere, der Anzahl der
durchgefiihrten Untersuchungen sowie der Verteilung von Alter in Jahren,
Gewicht in Kilogramm und Geschlecht innerhalb der einzelnen Stadien. Die
Daten der physiologischen Parameter beziehen sich auf alle, innerhalb der
einzelnen Studiengruppen, durchgefiihrten Untersuchungen (VES = ventrikulére
Extrasystolen, Echo = echokardiographische Verinderungen, dekomp. =
dekompensiert, US = Untersuchungen, Mean = Mittelwert).

gesund | 13t | VES | Echo | VES+ | dekomp

normal Echo
Anzahl der Einzeltiere 174 28 45 24 41 20
Anzahl der US 174 28 114 60 98 33
iblich 7 11 1 11
Geschlecht ML ? 3 ? 6
mannlich 77 17 14 15 30 14
Mean 7,51 6,31 8,36 | 6,08 8,19 7,32
Median 7,29 6,33 8,45 | 6,06 8,21 7,80
Alter
Minimum 1,26 1,96 1,71 | 2,38 2,74 3,64
Maximum | 12,46 10,36 13,0 | 11,73 16,24 11,25
Mean 35,24 37,86 | 35,1 | 35,50 37,68 36,02
. Median 35,00 39,00 | 34,3 | 35,70 37,20 37,00
Gewicht

Minimum | 23,40 | 25,00 | 23,6 | 25,00 | 24,40 26,00
Maximum | 48,00 | 48,00 | 48,5 | 45,00 | 49,20 47,40

Zur Differenzierung zwischen herzgesunden und an der DoCM erkrankten
Patienten wurde fiir den ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay der unter Punkt 3.5.
dieses Kapitels, ermittelte Cut-off-Wert von 0,104 ng/ml herangezogen, fiir den
Immulite® 2000 Troponin I-Test der von WESS und Mitarbeitern ermittelte Cut-
off-Wert von 0,22 ng/ml (WESS et al., 2010b).
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In Tabelle 17 sind unter anderem die fiir den jeweiligen cTnl-Assay eruierten
Sensitivititen, Spezifititen und AUC aufgelistet. AuBerdem ist die Anzahl der

falsch positiven sowie der falsch negativen cTnl-Resultate angegeben.

Tabelle 17: Darstellung verschiedener Daten fiir den Vergleich zwischen dem
hochsensitiven ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay und dem konventionellen
Immulite® 2000 Troponin I-Test (cTnl = kardiales Troponin I, ng/ml =
Nanogramm pro Milliliter, Sens. = Sensitivitit in Prozent, Spez. = Spezifitit in
Prozent, AUC = Area under Curve, n; = Anzahl der gesunden Kontrolltiere, n, =
Anzahl der Untersuchungen von an der Dobermann-Kardiomyopathie erkrankten
Patienten)

cTnl-Test ADVIA Immulite
Detektionslimit (ng/ml) 0,006 0,20
Cut-off (ng/ml) 0,104 0,220
Sens. (%) 83,2 80,2
Spez. (%) 68,4 73,0
AUC 0,83 0,81
Falsch positiv (n; = 174) 58 48
Falsch negativ (n, = 333) 55 65

Im Vergleich zu dem Immulite® 2000 Troponin I-Tests ergab die Anwendung des
ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays zehn falsch positive Testresultate mehr, was
mit einer Spezifitit von 68,4 % fiir den ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay versus
73,0 % fiir den Immulite® 2000 Troponin I-Test assoziiert war. Dagegen wurden
von dem ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay zehn kranke Patienten weniger
verpasst, was in einer Sensitivitdt von 83,2 % fiir den ADVIA Centaur® Tnl-

Ultra-Assay versus 80,2 % fiir den Immulite® 2000 Troponin I-Test resultierte.

Beziiglich des Stadiums last normal (n = 28) fiihrte der Immulite® 2000 Troponin
I-Test zu zehn und der ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay zu 8 falsch negativen
Resultaten. Demnach wurden mit dem Immulite® 2000 Troponin I-Test zwei
(7,1 %) Patienten mehr verpasst und somit nicht als an der DoCM erkrankt

identifiziert, als mit dem ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay.
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Der Vergleich der ROC-Kurven beider cTnl-Assays ist in Abbildung 22
dargestellt.

Immulite versus ADVIA
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Abbildung 22: Receiver Operating Characteristic—Kurven des ADVIA Centaur®

Tnl-Ultra-Assays (dunkelblau) sowie des Immulite® 2000 Troponin I-Tests
(hellblau).

Fiir den ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay ergab sich eine AUC von 0,839, fiir
den Immulite® 2000 Troponin I-Test dagegen eine AUC von 0,813, was mit

einem statistisch signifikanten Unterschied verbunden war (p = 0,04).



IV. Ergebnisse 91

4. Follow-up

Eine oder mehrere Follow-up-Untersuchungen wurden zum einen bei jenen
Doberménnern durchgefiihrt, die in einer vorherigen Studie elektro- und
echokardiographisch als herzgesund beurteilt wurden, aber eine cTnl-
Konzentration > 0,22 ng/ml aufwiesen und zum anderen bei an der DoCM
erkrankten Patienten mit einer cTnl-Konzentration < 0,22 ng/ml. Insgesamt

wurden 49 Doberminner in die Follow-up-Studie eingeschlossen.

4.1. Herzgesunde Patienten mit erhohten cTnl-Konzentrationen

Es wurden eine oder mehrere Follow-up-Untersuchungen bei 35 Doberménnern
durchgefiihrt, die in der vorherigen Studie als herzgesund beurteilt wurden,
allerdings eine cTnl-Konzentration > 0,22 ng/ml aufwiesen. Der Zeitabstand
zwischen der Feststellung einer erhohten cTnl-Konzentration und der ersten
Follow-up-Untersuchung betrug mindestens sechs Monate. Anhand der Follow-
up-Untersuchungen konnte bei acht Patienten (22,9 %) eine DoCM diagnostiziert
werden, bei zwei Doberminnern (5,7 %) bestand mit einer Anzahl von 87 und
67 VES (Grauzone = 50 - 100 VES) der Verdacht auf eine DoCM. Bei den
tibrigen 25 Hunden (71,4 %) konnten keine elektro- oder echokardiographische
Hinweise auf eine DoCM festgestellt werden und wurden demnach weiterhin als
herzgesund beurteilt (Tabelle 18).

Tabelle 18: Darstellung des Gesundheitsstatus und der kardialen Troponin I-
Konzentration der urspriinglich als herzgesund beurteilten Patienten mit einer
kardialen Troponin I-Konzentration > 0,22 Nanogramm pro Milliliter, bezogen
auf die zuletzt durchgefiihrte Follow-up-Untersuchung (DoCM = Dobermann-
Kardiomyopathie, n = Anzahl der Patienten, cTnl = kardiale Troponin I-

Konzentration zum Zeitpunkt der Follow-up-Untersuchung in Nanogramm pro
Milliliter).

n cTnl > 0,22 cTnl < 0,22
Weiterhin herzgesund 25 (71,4 %) 15 10
Erkrankung an DoCM 8 (22,9 %) 7 1
Verdacht auf DoCM 2 (5,7 %) 2 -

Zwel Doberminner erkrankten innerhalb von sechs bis zwolf Monaten nach der

Feststellung

einer

erhohten

cTnl-Konzentration, ein

Hund innerhalb

13 — 24 Monaten, vier weitere Tiere nach 25 — 36 Monaten, wobei bei einem
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dieser vier Hunde bereits nach 24 Monaten, aufgrund von 81 VES der Verdacht
auf eine DoCM bestand. Ein Patient erkrankte nach 56 Monaten. Vier von diesen
an der DoCM erkrankten Hunde wiesen ausschlieBlich VES auf, ein Tier
ausschlieBlich echokardiographische Verdnderungen und drei Patienten zeigten
sowohl VES als auch echokardiographische Abnormalititen. Bei sieben der
erkrankten Hunde waren die cTnl-Konzentrationen konstant erhoht, dagegen
konnte bei einem Tier, das ausschlieBlich VES aufwies, eine Reduktion dieser
unterhalb des Cut-off-Wertes von 0,22 ng/ml ermittelt werden. Der Verdacht auf
eine mogliche beginnende DoCM wurde bei zwei Doberminnern anhand einer
Follow-up-Untersuchung nach sechs und 13 Monaten ausgesprochen, wobei die

cTnl-Konzentrationen weiterhin erhoht waren.

Von den verbleibenden 25 als herzgesund beurteilten Doberminnern konnten im
Rahmen der durchgefiihrten Follow-up-Untersuchungen keine Hinweise auf eine
bestehende DoCM nachgewiesen werden. Nach Feststellung einer erhohten cTnl-
Konzentration wurden 15 Hunde nach sechs bis zwolf Monaten, vier Patienten
nach 13 — 24 Monaten, drei nach 25 — 36 Monaten und drei der Tiere nach > 36
Monaten weiterhin als gesund beurteilt. Die cTnl-Konzentration blieb bei 15 der
gesunden Patienten trotzallem konstant iiber dem ermittelten Cut-off-Wert, bei
den restlichen zehn Hunden konnte dagegen eine Reduktion dieser unter

0,22 ng/ml ermittelt werden.

In Tabelle 19 ist der Gesundheitsstatus der 35 urspriinglich als herzgesund
beurteilten Patienten tabellarisch aufgezeigt.
Tabelle 19: Auflistung des Gesundheitsstatus der urspriinglich als herzgesund

beurteilten Dobermidnner (US = Untersuchung, DoCM = Dobermann-
Kardiomyopathie, n = Gesamtzahl der Patienten der jeweiligen Gruppe).

Follow-up-US Weiterhin Erkrankung an Verdacht auf
nach: herzgesund DoCM DoCM

6 -12 Monaten 15 2 1

13 — 24 Monaten 4 1 1

25 — 36 Monaten 3 4 -

> 36 Monaten 3 1 -

N 25 8 2
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Die Abbildungen 23 und 24 geben einen graphischen Uberblick iiber den Verlauf
der cTnl-Konzentration der Patienten, die wihrend der Follow-up-
Untersuchungen weiterhin als herzgesund beurteilt wurden. Da das
Detektionslimit des hier verwendeten cTnl-Assays bei 0,20 ng/ml lag, wurden in

den Abbildungen cTnl-Konzentrationen < 0,20 ng/ml als 0,02 ng/ml dargestellt.
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Abbildung 23: Graphische Darstellung des kardialen Troponin I-
Konzentrationsverlaufs der zehn Patienten, die anhand der Follow-up-
Untersuchungen weiterhin als herzgesund beurteilt wurden und bei denen ein
Abfall des cTnl-Serumspiegels unterhalb des Cut-off-Wertes (< 0,22 Nanogramm
pro Milliliter) festgestellt werden konnte (cTnl = kardiales Troponin I, ng/ml =
Nanogramm pro Milliliter, Datenreihen 1 — 10 = kardiale Troponin I-
Konzentrationen der zehn Patienten, Untersuchungen: 1 = Ausgangskonzentration
des kardialen Troponin I, 2 = kardiale Troponin I-Konzentration bei der Follow-
up-Untersuchung).
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Abbildung 24: Graphische Darstellung des kardialen Troponin I-
Konzentrationsverlaufs der 15 Patienten, die anhand der Follow-up-
Untersuchungen weiterhin als herzgesund beurteilt wurden, aber deren cTnl-
Konzentrationen bei der letzten Follow-up-Untersuchung nach wie vor den Cut-
off-Wert von 0,22 Nanogramm pro Milliliter iiberschritten (cTnl = kardiales
Troponin I, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, Datenreihen 1 — 15 = kardiale
Troponin I[-Konzentrationen der 15 Patienten, Untersuchungen: 1 =
Ausgangskonzentration des kardialen Troponin I, 2 - 6 = kardiale Troponin I-
Konzentration bei den entsprechenden Follow-up-Untersuchungen).
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Von den 15 Patienten, die aufgrund der Follow-up-Untersuchungen weiterhin als
herzgesund beurteilt wurden und bei der letzten Follow-up-Untersuchung eine
cTnl-Konzentration oberhalb des Cut-off-Wertes von 0,22 ng/ml aufwiesen,
zeigten sechs Tiere einen Anstieg der cTnl-Konzentration. Allerdings lag bei fiinf
dieser Patienten lediglich eine Follow-up-Untersuchung vor. Bei drei Hunden
konnte anhand von jeweils einer Follow-up-Untersuchung eine Reduktion des
cTnl-Serumspiegels detektiert werden. Deutliche Schwankungen der cTnl-
Konzentration wurden bei insgesamt sechs Patienten festgestellt, wobei zwei
Tiere jeweils einen Wert < 0,22 ng/ml zeigten, aber diesen Cut-off-Wert bei der

darauffolgenden Untersuchung wieder iiberschritten.

In Abbildung 25 wird der cTnl-Konzentrationsverlauf jener Doberménner

aufgezeigt, die wihrend der Follow-up-Studie an der DoCM erkranken.
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Abbildung 25: Graphische Darstellung des kardialen Troponin I-
Konzentrationsverlaufs der acht Patienten, die urspriinglich als herzgesund
beurteilt wurden, aber eine erhohte cTnl-Konzentration (> 0,22 Nanogramm pro
Milliliter) aufwiesen und die Diagnose Dobermann-Kardiomyopathie anhand der
Follow-up-Untersuchungen gestellt werden konnte (cTnl = kardiales Troponin I,
ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, Datenreihen 1 — 8 = kardiale Troponin I-
Konzentrationen der acht Patienten, Untersuchungen: 1 = Ausgangskonzentration
des kardialen Troponin I, 2 - 4 = kardiale Troponin I-Konzentration bei den
entsprechenden Follow-up-Untersuchungen).
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Von den acht Patienten, bei denen anhand der letzten Follow-up-Studie die
Diagnose DoCM gestellt wurde, zeigten sieben Hunde cTnl-Konzentration
oberhalb des Cut-off-Wertes. Lediglich bei einem Tier, von dem nur eine Follow-
up-Untersuchung vorlag, wurde eine Reduktion der cTnl-Konzentration unter
0,22 ng/ml festgestellt. Drei Hunde weisen einen Anstieg der cTnl-Konzentration
auf. Dagegen war ein Abfall des cTnl-Spiegels bei zwei Patienten feststellbar.
Deutliche Schwankungen im cTnl-Konzentrationsverlauf konnte bei zwei

Doberménnern festgestellt werden.

4.2, Herzkranke Patienten mit niedrigen cTnl-Konzentrationen

Es wurden eine oder mehrere Follow-up-Untersuchungen bei 14 Doberménnern
durchgefiihrt, bei denen in der vorherigen Studie eine DoCM im okkulten Stadium
diagnostiziert wurde, aber deren cTnl-Konzentration unterhalb des Cut-off-Wertes
von 0,22 ng/ml lag. In Abbildung 26 ist der Verlauf der cTnl-Konzentrationen
dieser 14 an der DoCM erkrankten Patienten graphisch dargestellt. Von diesen
zeigten acht Patienten ausschlieBlich VES, vier Hunde ausschlieBlich
echokardiographische Veridnderungen und zwei Doberminner eine Kombination
aus elektro- und echokardiographischen Veridnderungen. CTnl-Konzentrationen

unterhalb der Nachweisgrenze wurden erneut mit 0,02 ng/ml angegeben.
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Abbildung 26: Graphische Darstellung des kardialen Troponin I-
Konzentrationsverlaufs der 14 Patienten, bei denen eine Dobermann-
Kardiomyopathie diagnostiziert wurde, aber deren kardiale Troponin I-
Konzentration unterhalb des Cut-off-Wertes von 0,22 Nanogramm pro Milliliter
lag (cTnl = kardiales Troponin I, ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, Datenreihen
1 — 14 = kardiale Troponin I-Konzentrationen der 14 Patienten, Untersuchungen:
1 = Ausgangskonzentration des kardialen Troponin I, 2 - 4 = kardiale Troponin I-
Konzentration bei den Follow-up-Untersuchungen).
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Wihrend der Follow-up-Untersuchungen kam es bei sechs (42,8 %) der
14 erkrankten Doberménner zu einem kontinuierlichen Anstieg der cTnl-
Konzentration iiber den Cut-off-Wert von 0,22 ng/ml. Dagegen zeigten sechs
(42,8 %) Patienten im Verlauf der Follow-up-Untersuchungen weiterhin c¢Tnl-
Blutspiegel unterhalb der Nachweisgrenze (0,2 ng/ml) und somit keine messbare
Konzentrationszunahme des c¢Tnl. Bei zwei (14,3 %) Tieren konnten
Schwankungen innerhalb des cTnl-Konzentrationsverlaufs detektiert werden,
wobei einer dieser beiden Patienten wihrend der Follow-up-Untersuchungen

permanent cTnl-Konzentrationen > 0,22 ng/ml zeigte.
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V. DISKUSSION

Die Analyse der cTnl-Konzentration gilt derzeit, aufgrund der hohen Sensitivitét
und Spezifitit, sowohl in der Humanmedizin als auch in der Tiermedizin als
labordiagnostischer Goldstandard fiir den Nachweis einer myokardialen
Zellschidigung (ROBERTS & SOBEL, 1973; GERHARDT et al, 1999;
MORROW et al., 2007). Obwohl das cTnl beim Hund einen exzellenten Indikator
fiir eine myokardiale Zellschidigung darstellt und mit dem Schweregrad des
Myokardschadens korreliert (GALLEGOS et al., 2004; OYAMA & SISSON,
2004; SPRATT et al., 2005), konnen bei alleiniger Betrachtung einer erhohten
cTnl-Konzentration keinerlei Aussagen {iiber die zugrundeliegende Ursache
getroffen werden, da neben kardialen auch zahlreiche extrakardiale Ursachen mit
erhOhten cTnl-Konzentrationen assoziiert sind (WELLS & SLEEPER, 2008;
WELLS et al.,, 2009; SERRA et al.,, 2010; SNYDER et al., 2010). Unter
Anwendung des hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays erwies sich die c¢Tnl-
Analyse fiir die Diagnosestellung der DoCM, als ein hilfreicher Screening-Test
zusitzlich zu dem diagnostischen Goldstandard (24-Stunden-EKG  und
Echokardiographie). Ein bedeutender Fortschritt konnte mit dem hs cTnl-Test

hinsichtlich der Fritherkennung einer DoCM erzielt werden.
In vitro Langzeitstabilitit des cTnl

Informationen {iber die Langzeitstabilitit eines Analyten in vitro sind
insbesondere fiir Langzeitstudien, in welchen tiefgefrorene Blutproben zum
Einsatz kommen, unabkommlich. Beziiglich der Langzeitstabilitit des cTnl
existieren derzeit allerdings nur wenige Studien. Nach einer fiinftigigen Lagerung
bei 4 °C konnten O'BRIEN und Mitarbeiter eine kontinuierliche
Konzentrationsabnahme um bis zu 18 % feststellen. Eine niedrigere
Lagerungstemperatur von -20 °C war mit einer ca. 6%igen Reduktion der cTnl-
Konzentration verbunden. Bei Lagerungstemperaturen von -80 °C fiir einen
Zeitraum von drei Monaten, erwies sich das cTnl dagegen als stabil (O'BRIEN et
al., 2006). BROTHAG konnte eine relativ gute Langzeitstabilitit iiber zwei Jahre
bei Lagerungstemperaturen von -20 °C nachweisen. Hierbei kam es zu einer
durchschnittlichen lagerungsbedingten cTnl-Konzentrationsabnahme von 15 %

(BROTHAG, 2003). Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der
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Langzeitstabilitit des cTnl iiber einen Zeitraum von bis zu 5 Jahren. Hierfiir kam
der Immulite® 2000 Troponin I-Assay zum Einsatz, der bereits von O’'BRIEN
und Mitarbeiter fiir die Anwendung von caninen Blutproben validiert wurde und
dessen AK gegen Epitope innerhalb der Core-Region des cTnl gerichtet sind
(O'BRIEN et al., 2006). Im Vergleich zu den unmittelbar nach der Blutentnahme
gemessenen Proben, resultierte eine Probenlagerung von bis zu fiinf Jahren und
77 Tagen bei -80 °C in einer mittleren cTnl-Konzentrationsabnahme um
0,06 ng/ml (13,9 %). Die getrennten Untersuchungen auf Abweichungen der
cTnl-Konzentrationen nach drei-, vier- und fiinfjdhriger Lagerungsdauer bei
-80 °C erreichten ebenfalls keine statistische Signifikanz. Eine Lagerung von drei,
vier und fiinf Jahren war mit einer mittleren Konzentrationsreduktion von
0,05 ng/ml, 0,06 ng/ml und 0,05 ng/ml assoziiert. Da die in vitro Stabilitit des
cTnl zusétzlich von dem fiir die Analyse eingesetzten Assays abhédngig ist (SHI et
al.,, 1999), konnte mit einer durchschnittlichen Konzentrationsabnahme von
13,9 % die Stabilitdt der Core-Region des cTnl bei einer Lagerungstemperatur
von -80 °C iiber mindestens fiinf Jahre nachgewiesen werden. Aufgrund der
Tatsache, dass die bei dem ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay verwendeten AK
ebenfalls Epitope innerhalb der stabilen Core-Region erkennen, kann bei
Anwendung dieses Tests und identischen Lagerungsbedingungen des

Probenmaterials, von einer gleichartigen Stabilitéit des cTnl ausgegangen werden.
ADVIA Centaur® Tnl-Ultra

Bisher kamen in der Tiermedizin vor allem konventionelle cTn-Assays zum
Einsatz, die mit einem relativ hohen Detektionslimit assoziiert waren. Aus diesem
Grund blieben viele Patienten mit nur milden Formen einer Kardiomyopathie, die
mit einem geringen Anstieg der cTnl-Konzentration einhergehen, unerkannt.
Durch die Entwicklung von hs Tests, die im Vergleich zu den konventionellen
Assays eine Messung von bis zu zehnfach niedrigeren cTn-Konzentrationen
ermdoglichen, sind nun bereits geringgradige Myokardschidden, wie sie in der
Frithphase einer kardialen Erkrankung vorkommen, sowohl in der Tier- als auch
in der Humanmedizin nachweisbar (LATINI et al., 2007; SCHULTZE et al.,
2008; TATE, 2008). In der Humanmedizin war der Einsatz von hs cTnl-Assays
mit einem bedeutenden Fortschritt in der Frithdiagnostik des ACS verbunden, da
die Identifikationsrate dieser Patienten zum Vorstellungszeitpunkt um 61 %

anstieg (MELANSON et al.,, 2007). Konventionelle Tests erbrachten dagegen
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initial ein negatives cTnl-Resultat und ein Anstieg der cTnl-Konzentration konnte
erst zu einem spéteren Zeitpunkt detektiert werden. Durch die Entwicklung der hs
cTnl-Assays konnen demnach Patienten, die von einem invasiven Management
profitieren, frithzeitig identifiziert werden (VENGE et al., 2002; EGGERS et al.,
2004; AMODIO et al., 2007; REICHLIN et al., 2009).

In vorliegender Arbeit wurde der ADVIA Centaur® Tnl-Ultra, ein relativ neuer
hs cTnl-Assay aus der Humanmedizin, fiir die Anwendung beim Dobermann
evaluiert. Nach Herstellerangaben liegt fiir diesen Assay das Detektionslimit bei
0,006 ng/ml. Als Cut-Off-Wert fiir die Diagnose eines AMI ergab sich beim
Menschen eine cTnl-Konzentration von 0,04 ng/ml (99. Perzentile einer gesunden
Referenzpopulation), mit einem Range von 0,02 bis 0,06 ng/ml fiir die ADVIA
Centaur® Systemfamilie, abhingig von dem jeweiligen Probentyp, dem Gerit
sowie der Reagenzcharge. Aulerdem wurde die von der ESC/ACC empfohlene
Messprizision von < 10 % am Referenzwert der 99. Perzentile erreicht (Gesamt-

VK von 10 % bei 0.03 ng/ml) (SIEMENS, 2008a).

Bis dato kam der ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay lediglich in zwei
veroffentlichten Studien beim Hund zum Einsatz. APPLE und Mitarbeiter fiihrten
cTn-Analysen bei verschiedenen Spezies unter Anwendung von diversen
kommerziell erhiltlichen cTn-Immunoassays durch. In dieser Studie konnte
anhand von cTnl-Messungen aus Serumproben von Beagle Hunden mittels des
ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays, eine gute Immunoreaktivitit ermittelt
werden. Die analytische Imprézision ergab einen VK < 20 % (APPLE et al.,
2008a). In einer kiirzlich von Serra und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie wurde
ebenfalls die Anwendung von verschiedenen cTn-Assays, inklusive dem ADVIA
Centaur® Tnl-Ultra, bei Hunden, Katzen, Pferden, Milchvieh, Ratten und
Kaninchen evaluiert. Eine Detektion erhohter cTnl-Konzentrationen, bedingt
durch eine primire (kardiale Erkrankungen oder Applikation von kardiotoxischen
Substanzen) oder sekundire (extrakardiale Erkrankungen) myokardiale
Zellschiddigung, konnten mit Hilfe des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays bei
allen Spezies nachgewiesen werden. Dagegen wiesen gesunde Hunde, Katzen und
Milchkithe cTnl-Konzentrationen < 0,052 ng/ml und gesunde Pferde sogar
sechsfach niedrigere cTnl-Konzentrationen als die erstgenannten drei Spezies auf
(SERRA et al.,, 2010). Die Resultate der eigenen Untersuchungen ergaben

ebenfalls statistisch signifikant hohere cTnl-Konzentrationen bei den an der



V. Diskussion 104

DoCM erkrankten Patienten, die unter Anwendung des ADVIA Centaur® Tnl-

Ultra-Assays nachgewiesen werden konnten.

Sowohl die Berechnung des VK der Intra- (2,8 %) als auch der Inter-Assay
Varianz (5,5 %) ergab einen Wert < 10 %, was mit den Resultaten aus
humanmedizinischen Studien iibereinstimmt (VAN DE KERKHOF et al., 2008).
Damit sind die von der International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine gestellten Anforderungen (VK < 10 %) an die Test-
Prazision erfiillt (PANTEGHINI et al., 2001; PANTEGHINI et al., 2004).

Der Hersteller des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays empfiehlt fiir die cTnl-
Analyse die Verwendung von Serum, heparinisierten Plasma- und EDTA-
Plasmaproben. Gegeniiber der Analyse von Serumproben war die Verwendung
von heparinisierten Plasma- und EDTA-Plasmaproben allerdings mit einer
Konzentrationsabnahme der cTnl-Resultate um 1 % und 4 % assoziiert
(SIEMENS, 2008a). In der Humanmedizin werden fiir die Analyse der cTn
Plasmaproben bevorzugt, da die Anwendung von Serumproben mit ldngeren
Bearbeitungszeiten verbunden sind (PANTEGHINI et al., 1999) und bei nicht
sachgem@Bem Probenhandling zu falsch hohen cTnl-Resultaten fithren kann. Um
ein aussagekriftiges cTnl-Ergebnis aus einer Serumprobe zu erhalten, ist vor der
Probenzentrifugation eine ausreichend lange Gerinnung des Blutes notig, um das
Serum anschlieBend vollstindig von den festen Blutbestandteilen trennen zu
konnen. Eine ausreichende Probengerinnung stellt vor allem bei Patienten, die
eine antikoagulative Therapie erhalten, ein Problem dar. Bleibt eine vollstindige
Trennung des Serums von den festen Blutbestandteilen aufgrund einer nicht
ausreichenden Probengerinnung aus, konnen sich auch noch nach der
Zentrifugation Koagel in der zu analysierenden Probe bilden. Folglich kommt es
zur Entstehung von falsch hohen cTnl-Testergebnissen, bedingt durch die Bildung
von nicht-spezifischen Bindungen zwischen dem in der Probe enthaltenem Fibrin
und den Assay-AK. Des Weiteren kann die Anwesenheit von Fibrin das
Messsystem blockieren, weshalb eine erneute Zentrifugation der Probe notig ist
und mit einer zeitlichen Verzogerung bis zum Erhalt eines Testergebnisses
assoziiert ist (ROBERTS et al., 1997, NOSANCHUK et al., 1999;
ROONGSRITONG et al.,, 2004). In vorliegender Arbeit wurden die cTnl-
Resultate aus gepaarten Serum- und EDTA-Plasmaproben verglichen und auf

Konzentrationsabweichungen {iiberpriift. Hierbei konnte eine mittlere Differenz
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der gemessenen cTnl-Konzentrationen von 0,03 ng/ml ermittelt werden. Demnach
ergaben die cTnl-Analysen aus EDTA-Plasmaproben, im Vergleich zu jenen aus
Serumproben, um 14,4 % niedrigere cTnl-Konzentrationen. Ursache fiir die
analytisch niedrigere cTnl-Konzentration stellt das in der Probe enthaltende
EDTA dar. EDTA bindet das fiir die Komplexerhaltung notwendige ionisierte
Ca2+, weshalb die cTn-Komplexe (cTnT-I-C, cTnl-C) teilweise in freie
Untereinheiten gespalten werden (PANTEGHINI et al., 1999). Die analytische
Reduktion der cTnl-Konzentration um 14,4 % bei Verwendung von EDTA-
Plasmaproben ldsst vermuten, dass mit dem ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay
keine gleichwertige Messung der freien Form, im Vergleich zu dem
komplexgebundenem cTnl, erfolgt. Fiir die Bestitigung dieser Hypothese ist
allerdings eine ausfiihrliche Testvalidierung unter Verwendung von gereinigten
caninen cTnl, sowohl in freier als auch in komplexgebundener Form nétig, die in
vorliegender Arbeit aus finanziellen Griinden nicht durchgefiihrt werden konnte.
Obwohl der mittlere Konzentrationsunterschied zwischen den aus Serum- und
EDTA-Plasmaproben ermittelten cTnl-Ergebnissen mit 14,4 % keine statistische
Signifikanz erreichte, sollte dennoch fiir jeden Probentyp, aufgrund dieser
heterogenen Kreuzreaktivitit der Test-AK gegeniiber der verschiedenen cTnl-
Formen eigene Cut-off-Werte definiert werden (SIEMENS 2008 ADVIA, PEETZ
2001).

Anhand der gesunden Kontrollgruppe wurde in vorliegender Arbeit auBBerdem der
Einfluss des Lebensalters auf die cTnl-Konzentration gepriift. Sowohl bei
gesunden Menschen als auch bei gesunden Hunden stellte sich das Alter bereits
als physiologischer Einflussfaktor auf den cTnl-Blutspiegel heraus, wobei ein
hoheres Alter mit einem Anstieg von diesem assoziiert war (OYAMA & SISSON,
2004; O'BRIEN et al., 2006; CLERICO et al., 2008; SAUNDERS et al., 2009;
LJUNGVALL et al., 2010; SERRA et al., 2010; WESS et al., 2010b). Die eigenen
Untersuchungen ergaben gleichartige Ergebnisse, wobei ein signifikanter
Unterschied in der cTnl-Konzentration zwischen den drei Altersgruppen, jiinger
als fiinf Jahre, zwischen fiinf und acht Jahren und &lter als acht Jahre, ermittelt
werden konnte. Fiir diesen physiologischen Anstieg der ¢Tnl-Konzentration mit
zunehmendem  Alter sind  vermutlich  altersbedingte = myokardiale
Remodelingprozesse verantwortlich. In verschiedenen Studien, unter anderem am

Tiermodell, wurde anhand von histologischen Untersuchungen ein progressiver
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Verlust an Kardiomyozyten, bedingt durch myokardiale Nekrose und Apoptose,
im alternden Herzen nachgewiesen (KAJSTURA et al., 1996). Durch die
Aktivierung verschiedener molekularer Wege wird auflerdem eine interstitielle
sowie perivaskulédre Fibrose, bei gleichzeitiger Reduktion der Abbaufihigkeit von
kollagenem Gewebe, induziert. Des Weiteren stellten sich im hoheren Alter die
reparativen Antworten auf myokardiale Zellschddigungen als vermindert und
fehlerhaft heraus (ROBERTS et al., 1997; BIERNACKA & FRANGOGIANNIS,
2011). Eine weitere Ursache fiir die hier ermittelte altersbedingte cTnl-
Konzentrationszunahme stellt, vor allem bei den ilteren Doberminnern, eine
mogliche bestehende Erkrankung an der DoCM in einem frithen Stadium
(Stadium I) dar, die mittels 24-Stunden-EKG und Echokardiographie zum

Untersuchungszeitpunkt noch nicht identifiziert werden konnte.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Evaluierung des cTnl als
nichtinvasives Diagnostikum fiir die DoCM, unter Anwendung des hs ADVIA
Centaur® Tnl-Ultra-Assays. Bei der DoCM handelt es sich um eine autosomal
dominant vererbte und hiufig vorkommende Form der DCM, die mit einer
langsamen Progression der Erkrankung vergesellschaftet ist (CALVERT et al.,
1982; WESS et al., 2010a; MAUSBERG et al., 2011). Im Verlauf der Erkrankung
konnen drei verschiedene Stadien unterschieden werden (CALVERT et al., 1982;
CALVERT et al.,, 1997a; CALVERT et al., 1997b; PETRIC et al., 2002;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Das asymptomatisch verlaufende Stadium I
ist sowohl elektrokardiographisch als auch echokardiographisch durch ein vollig
unauffilliges Herz gekennzeichnet. Stadium II verlduft aus Sicht der Besitzer
ebenfalls ohne das Auftreten von klinischen Symptomen einer Herzkrankheit,
weshalb dieses auch als okkulte Phase bezeichnet wird. Allerdings ist das okkulte
Stadium durch morphologische Veridnderungen des Myokards und/oder
ventrikuldren Arrhythmien, iiberwiegend in Form von VES, charakterisiert.
Echokardiographisch liegt initial eine linksventrikuldre systolische Dysfunktion
vor, gefolgt von einer sekundidr bedingten Volumeniiberladung des LV
(HAZLETT et al.,, 1983; CALVERT et al., 2000a; CALVERT et al., 2000b;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004; O'GRADY et al., 2009). In den meisten
Fillen stellen VES das erste Krankheitsanzeichen des okkulten Stadiums dar,
weshalb das 24-Stunden-EKG derzeit als Diagnostikum der Wahl fiir die
Erkennung der DoCM in einem frithen Stadium gilt (CALVERT et al., 2000a;
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CALVERT et al., 2000b; CALVERT & MEURS, 2000; CALVERT & WALL,
2001; WESS et al., 2010a). Erst der weitere Krankheitsverlauf ist mit der
Entwicklung einer linksventrikuldren systolischen Dysfunktion assoziiert
(HAZLETT et al., 1983; CALVERT et al.,, 2000a; CALVERT et al., 2000b;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004; O'GRADY et al., 2009). 25 - 30 % der
Patienten sterben in der okkulten Phase an einem, durch ventrikuldre Arrhythmien
verursachten, plotzlichen Herztod (CALVERT et al.,, 2000a; CALVERT et al.,
2000b). Das nachfolgende Stadium III ist mit der Entwicklung von klinischen
Symptomen aufgrund eines CHF verbunden, in welchen wiederum 50 % an einem
plotzlichen Herztod und 50 % der Patienten an den Folgen des CHF versterben
(HAZLETT et al.,, 1983; CALVERT et al., 2000a; CALVERT et al., 2000b;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004; O'GRADY et al., 2009). In einer von WESS
und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie konnte bereits anhand eines
konventionellen cTnl-Tests (Immulite® 2000 Troponin I) nachgewiesen werden,
dass das c¢Tnl bei Doberminnern, die sich im Stadium I der DoCM befinden und
somit weder anhand der Elektro- noch mittels der Echokardiographie identifiziert
werden konnen, ein niitzlicher diagnostischer Test hinsichtlich der Fritherkennung
einer DoCM darstellt (WESS et al., 2010b). Die Hypothese dieser Arbeit lautete,
dass der Einsatz eines hs cTnl-Assays und der damit verbundenen Fihigkeit sehr
geringe cTnl-Konzentrationen in der Zirkulation detektieren zu konnen, im
Vergleich zu einem konventionellen Test, mit einer hoheren Identifikationsrate
von Patienten mit nur minimalen Myokardschdden auf zelluldrer Ebene, wie sie

im Friihstadium (Stadium I) der DoCM auftreten, assoziiert ist.

Doberménner, die anhand des diagnostischen Goldstandards als herzgesund
beurteilt wurden, aber innerhalb der folgenden 18 Monate an der DoCM
erkrankten und demnach deren letzte unaufféllige Untersuchung retrospektiv dem
Stadium last normal zugeordnet wurde, wiesen gegeniiber den gesunden
Kontrolltieren, mit 0,168 ng/ml (versus 0,092 ng/ml) eine statistisch signifikant
hohere mittlere cTnl-Konzentration auf. Im Vergleich zu dem diagnostischen
Goldstandard, bestehend aus Holter-EKG iiber 24 Stunden und
Echokardiographie, kann folglich mittels der cTnl-Analyse die Diagnose DoCM
bereits zu einem fritheren Zeitpunkt der Erkrankung (Stadium I) gestellt werden.
Diese Aussage steht im Einklang mit den Untersuchungsresultaten von WESS und

Mitarbeitern (WESS et al.,, 2010b). Auch in der Humanmedizin waren
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geringgradige Myokardschidden mit einem Anstieg der Konzentration des c¢Tnl
vergesellschaftet, weshalb das cTnl ein hilfreicher Indikator fiir den Nachweis von
friilhen Krankheitsstadien darstellt (SATO et al.,, 2004). Das weiter
fortgeschrittene okkulte Krankheitsstadium (ausschlieBlich VES, ausschlieBlich
echokardiographische  Verdnderungen, Kombination aus elektro- und
echokardiographischen Abnormalititen) sowie die dekompensierten Patienten
zeigten ebenfalls signifikant hohere mittlere cTnl-Konzentrationen, als die
herzgesunden Kontrolltiere. In der Humanmedizin wurde bei Patienten mit
chronischem Herzversagen eine Aktivierung des Sympathikus, des Renin-
Angiotensin-Systems sowie der Cytokine, als Ursache fiir myokardiale
Zellschidigungen nachgewiesen. Wihrend eine gesteigerte
Adrenalinkonzentration in der Zirkulation mit Myokardnekrosen einhergeht, ist
das Angiotensin II, neben Myokardnekrosen, fiir die Induktion einer kardialen
Myozytenapoptose verantwortlich. Zudem wird die Apoptose der Myokardzellen
durch den Tumornekrosefaktor-o verstirkt. AuBerdem ist eine durch
Volumeniiberladung bedingte Dehnung der Myozyten mit deren Nekrose und
Apoptose assoziiert. Gegeniiber dem kompensierten Stadium steigt die Intensitét
dieser myokardschadigenden Mechanismen wéhrend der Dekompensation an, was
mit einer weiteren Zunahme der cTn-Konzentration vergesellschaftet ist (TAN et
al., 1991; MANN et al., 1992; KROWN et al., 1996; TEIGER et al., 1996;
JESSUP & BROZENA, 2003; MCMURRAY & PFEFFER, 2005). Auch in
vorliegender Arbeit stieg die cTnl-Konzentration mit zunehmendem Schweregrad
der DoCM an. Dementsprechend wies das dekompensierte Stadium die hochste
mittlere  cTnl-Konzentration auf und  zeigte einen  signifikanten

Konzentrationsunterschied zu den restlichen Stadien.

Um herzgesunde Dobermidnner von an der DoCM erkrankten Patienten
differenzieren zu konnen, wurden mit Hilfe von ROC-Kurven sowohl die
Sensitivitit als auch die Spezifitit verschiedener Cut-off-Werte untersucht. Der
von dem Statistikprogramm als optimal berechneter Cut-off-Wert zur
Differenzierung zwischen jeglichen Krankheitsstadien der DoCM und den
herzgesunden Doberménnern ergab eine cTnl-Konzentration von > 0,151 ng/ml.
Die ermittelte AUC betrug dabei 0,835. Mit diesem Cut-off-Wert konnten mit
einer Sensitivitit von 70,4 % und einer Spezifitit von 89,4 % erkrankte

Doberminner, inklusive jenen des Stadiums last normal, von den herzgesunden
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Hunden differenziert werden. Fiir einen optimalen Screening-Test wird eine
100%ige Sensitivitit bei gleichzeitigem Vorliegen einer hohen Spezifitit
angestrebt, um falsch positive sowie falsch negative Testresultate zu minimieren.
Wird ein niedriger Cut-off-Wert gewdhlt, steigt die Sensitivitit bei gleichzeitiger
Abnahme der Spezifitdt, an. Dies hat eine erhohte Anzahl an falsch positiven
Testresultaten zur Folge, was wiederum fiir den Besitzer mit einer zeitlichen und
vor allem finanziellen Belastung, aufgrund von in verkiirzten Zeitabstinden
durchzufiihrenden Kontrolluntersuchungen, verbunden wire. Die Wahl eines Cut-
off-Wertes in einem hoheren cTnl-Konzentrationsbereich geht dagegen mit einer
Zunahme der Spezifitiat auf Kosten der Sensitivitét einher, was dementsprechend
mit einem Anstieg der falsch negativen Testergebnisse assoziiert ist. Wird ein an
der DoCM erkrankter Hund félschlicherweise als herzgesund beurteilt, kann das
einen Zuchteinsatz und die damit verbundene Weitervererbung der Erkrankung
sowie dem Ausbleiben einer notwendigen Therapie oder sogar den plotzliche
Herztod zur Folge haben. Die Untersuchungen der Sensitivitit sowie der
Spezifitit verschiedener Cut-off-Werte ergaben, dass bei einer cTnl-
Konzentration von > 0,104 ng/ml der Verdacht auf eine zugrundeliegende DoCM
besteht. Mit diesen Cut-off von > 0,104 ng/ml konnten kranke Doberménner mit
einer Sensitivitdt von 82,9 % und einer Spezifitit von 68,7 % von herzgesunden
Hunden differenziert werden. Von den insgesamt 179 gesunden Kontrolltieren
wurden dementsprechend 67 % korrekterweise als herzgesund identifiziert.
Allerdings liegt die Rate der falsch positiven Resultate mit 33 % relativ hoch.
Dagegen war der Anteill der an der DoCM erkrankten Patienten, die
fdlschlicherweise als herzgesund beurteilt wurden (falsch negativ) mit 17 %
gering. Besteht aufgrund einer cTnl-Konzentration von > 0,104 ng/ml der
Verdacht auf eine zugrundeliegende DoCM, sollten die Zeitabstinde der
kardiologischen Kontrolluntersuchungen (24-Stunden-EKG und
Echokardiographie) auf sechs, anstelle von 12 Monaten verkiirzt werden.
Allerdings konnen auch diverse extrakardiale Ursachen, die mit einer sekundiren
Myokardschiddigung einher gehen, fiir einen erhohten cTnl-Serumspiegeln
verantwortlich sein (siehe Kapitel II Punkt 2.4.2.1.2.). Aus diesem Grund sind
eine ausfithrliche Anamnese sowie eine griindliche klinische Untersuchung von
grofer Bedeutung und gegebenenfalls weiterfithrende Untersuchungen fiir eine

internistische Abkldrung der erhohten cTnl-Konzentration notwendig.
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In die aus insgesamt 179 herzgesunden Doberménnern bestehende Kontrollgruppe
wurden lediglich 10 Hunde eingeschlossen, die jlinger als fiinf Jahre waren. Damit
sollte das Risiko minimiert werden Doberménner in die Kontrollgruppe
einzuschliefen, die in jungen Jahren elektro- sowie echokardiographisch als
herzgesund beurteilt werden, aber in einem hoheren Alter an der DoCM
erkranken, da die Prdvalenz der Erkrankung mit zunehmendem Alter ansteigt.
Aufgrund des physiologischen cTnl-Konzentrationsanstiegs mit zunehmendem
Alter, fillt die hier ermittelte durchschnittliche cTnl-Konzentration der
Kontrolltiere mit 0,092 ng/ml fiir Doberminner, die das fiinfte Lebensjahr noch
nicht erreicht haben, mit groer Wahrscheinlichkeit etwas zu hoch aus.
Demzufolge wire die Aufnahme von jiingeren Doberménnern in die gesunde
Kontrollgruppe mit einer niedrigeren mittleren cTnl-Konzentration als 0,092
ng/ml assoziiert wodurch sich der Anteil an falsch positiven Testresultaten

wahrscheinlich verringert hétte.

Bei alleiniger Betrachtung der cTnl-Konzentration und unter Verwendung des
Cut-off-Wertes von > 0,104 ng/ml wurden 27,6 % der Patienten des Stadiums last
normal nicht als an der DoCM erkrankt identifiziert. Demzufolge ermoglichte die
cTnl-Analyse bei 72,4 % der Doberménner eine Diagnosestellung bereits in dem
frithen Stadium I der DoCM, in welchem noch keine ventrikuldren Arrhythmien
oder eine systolische Dysfunktion vorliegen und folglich auch nicht mit dem
diagnostischen Goldstandard nachzuweisen ist. Auf diesen Ergebnissen basierend
stellte sich die Analyse des cTnl insbesondere in der Fritherkennung der DoCM
als ein duBerst hilfreicher, nichtinvasiver Test heraus, um bestehende Schiden auf

zelluldarer Myokardebene nachweisen zu konnen.

Von den insgesamt 36 Dobermédnnern im dekompensierten Stadium konnten
iiberraschenderweise nur 35 (97,2 %) Patienten mit dem Cut-off-Wert von
0,104 ng/ml detektiert werden. Abgesehen von einem Hund, der
erstaunlicherweise eine cTnl-Konzentration von 0,010 ng/ml aufwies, zeigten die
restlichen dekompensierten Hunde cTnl-Konzentrationen zwischen 0,167 und
2,537 ng/ml (Mittelwert 0,593 + 0,479 ng/ml). Da bei dem nicht als krank
erkannten Dobermann insgesamt fiinf Untersuchungen im dekompensierten
Stadium vorlagen, welche mit einem kontinuierlichen Anstieg der cTnl-
Konzentration von 0,216 auf letztlich 1,231 ng/ml assoziiert waren, ist die

Ursache der niedrigen cTnl-Konzentration von 0,010 ng/ml zum Zeitpunkt der
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dritten Untersuchung mit gro3er Wahrscheinlichkeit analytisch bedingt.

Um das Vorhersagepotential des cTnl fiir ventrikulire Arrhythmien und
echokardiographischen Verianderungen besser evaluieren zu konnen, erfolgte eine
Erstellung von weiteren ROC-Kurven zur Differenzierung von herzgesunden
Kontrolltieren und Doberminnern mit VES (ausschlieflich VES und eine
Kombination aus VES und echokardiographischen Verdnderungen) sowie zur
Unterscheidung zwischen herzgesunden Kontrolltieren und Patienten mit
echokardiographischen Veridnderungen (ausschlieBlich echokardiographische
Abnormalitidten und eine Kombination aus VES und echokardiographischen
Veridnderungen). Beziiglich der mittleren cTnl-Konzentration der Stadien
ausschlieBlich VES, ausschlieflich echokardiographische Verdnderungen und
einer Kombination aus elektro- und echokardiographischen Veridnderungen,
wurde eine statistisch signifikant hohere cTnl-Konzentration bei Patienten mit
einer Kombination aus VES und Herzultraschallverdnderungen, im Vergleich zu
jenen, die ausschlieBlich echokardiographische Abnormalititen aufwiesen,
ermittelt. Kein signifikanter Konzentrationsunterschied konnte dagegen zwischen
den Stadien ausschlieflich VES und ausschlieBlich echokardiographischen
Verinderungen nachgewiesen werden. Der cTnl-Konzentrationsunterschied von
Patienten mit ausschlieBlich VES und solchen mit einer Kombination aus elektro-
und echokardiographischen Veridnderungen erreichte ebenfalls keine statistische
Signifikanz. Die AUC der ROC-Kurven zur Differenzierung zwischen
herzgesunden Hunden und Patienten mit VES sowie zur Unterscheidung
zwischen den gesunden Kontrolltieren und Patienten mit
Herzultraschallverdnderungen erwiesen sich mit 0,862 versus 0,838 als dhnlich.
Unter Verwendung des Cut-off-Wertes von > 0,104 ng/ml konnten Patienten mit
ventrikuldren Arrhythmien von den herzgesunden Hunden, mit einer Sensitivitit
von 87,7 % und einer Spezifitit von 67,0 %, differenziert werden. Unter
gleichartigen Bedingungen konnten eine Sensitivitdt von lediglich 82,6 % und
eine etwas hoher gelegene Spezifitit von 68,7 %, fiir die Unterscheidung
zwischen herzgesunden Doberménnern und Patienten mit echokardiographischen
Verdnderungen erreicht werden. Demnach wurden von den insgesamt
219 Patienten mit ventrikuldren Arrhythmien 12,3 % und von den insgesamt
161 Hunden mit echokardiographischen Veridnderungen 16,8 % nicht als an der

DoCM erkrankt identifiziert. Da die cTnl-Analyse bei Patienten mit ventrikulidren
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Arrhythmien, im Vergleich zu jenen mit echokardiographischen Veridnderungen,
mit einem um 4,5 % geringeren Anteil an falsch negativen Testresultaten
assoziiert war und einen hoheren Wert der AUC erbrachte (AUC-Differenz =
0,024), scheint das cTnl ein besseres Vorhersagepotential fiir ventrikuldre
Arrhythmien als fiir echokardiographische Veridnderungen aufzuweisen.
Demzufolge gehen ventrikuldre Arrhythmien wahrscheinlich mit einem stéirkeren
Ausmall an myokardialen Zellschddigungen einher, als echokardiographische
Verinderungen. In der Humanmedizin konnten ebenfalls erhohte cTnl-
Serumspiegel bei Patienten mit supraventrikuliren oder ventrikuldren
Arrhythmien nachgewiesen werde. Tachyarrhythmien sind mit einem erhohten
Sauerstoffbedarf bei gleichzeitiger Reduktion des Angebots an Sauerstoff
aufgrund der verkiirzten Dauer der Diastole verbunden. Dieser Sauerstoffmangel
hat eine, durch Hypoxie bedingte, myokardiale Zellschiddigung zur Folge
(ZELLWEGER et al., 2003). AuBlerdem konnte bei Menschen mit bestehender
systolischer Dysfunktion, aufgrund von subklinischer kardialer
Myozytendegeneration wihrend des kompensierten Herzversagens, eine erhohte
cTnl-Konzentration nachgewiesen werden (LA VECCHIA et al., 1997). Ursachen
hierfiir stellen eine chronische Ischidmie, der Verlust der Zellmembranintegritét
sowie die Apoptose dar (NARULA et al.,, 1993; DAVIES et al., 1996). Im
Gegensatz zu den in vorliegender Arbeit ermittelten Resultaten, konnten in einer
Studie von WESS und Mitarbeitern anhand von cTnl-Analysen beim Dobermann
echokardiographische Verdnderungen mit einer Sensitivitit 86,6 % und VES mit
einer Sensitivitdt von 70,5 % identifiziert werden. Auch die ermittelte AUC der
ROC-Kurve ergab fir das cTnl ein besseres Vorhersagepotential fiir
Herzultraschallverdnderungen, als fiir ventrikuldre Arrhythmien (WESS et al.,
2010b). Eine mogliche Ursache dieser gegensitzlichen Ergebnisse iiber das
Vorhersagepotential des cTnl, konnte die hohere Anzahl an Patienten mit VES
sowie mit echokardiographischen Verdnderungen in vorliegender Arbeit
darstellen. In beiden Studien war das Potential des cTnl fiir die Detektion von
VES (Sensitivitit von 87,7 % und 70,5 %) sowie fiir echokardiographische
Veridnderungen (Sensitivitidt 82,6 % und 86,6 %) allerdings mit relativ niedrigen
Sensitivititen verbunden, weshalb der diagnostische Goldstandard (24-Stunden-
EKG und Echokardiographie) keinesfalls durch die Analyse des cTnl ersetzt

werden kann.
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Ubereinstimmend mit den Untersuchungsresultaten von WESS und Mitarbeitern
konnte auch in vorliegender Arbeit keine positive Korrelation zwischen dem
Ausmall der cTnl-Konzentration und der Anzahl an VES in 24 Stunden
nachgewiesen werden (WESS et al., 2010b). In einer Studie iiber die ARVC des
Boxers korrelierte dagegen die cTnl-Konzentration mit der Anzahl an VES in
24 Stunden (BAUMWART et al., 2007). Allerdings wurde in diese nur eine sehr
geringe Anzahl an Patienten eingeschlossen. Mit grofer Wahrscheinlich ist
demnach nicht die Anzahl an einzelnen VES fiir das Ausmall der cTnl-
Konzentration verantwortlich, sondern deren Malignitit, wie die Frequenz der
VES, das Auftreten von Couplets, Triplets, ventrikuldren Tachyarrhythmien oder

eines R-auf-T-Phidnomens.

Ab einem Cut-off von > 0,242 ng/ml erhirtet sich der Verdacht auf eine
bestehende DoCM mit einer Spezifitit von 97,2 % und einer Sensitivitdt von
42,3 % enorm. Unter Verwendung dieser cTnl-Konzentration als Cut-off-Wert lag
der Anteil an falsch positiven Ergebnissen lediglich bei 3 %. Allerdings konnten
57 % der erkrankten Patienten nicht als solche identifiziert werden (falsch

negativ) und blieben demnach unerkannt.
Testvergleich

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit bestand aus einem analytischen
sowie klinischen Vergleich zwischen dem hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay
und dem konventionellen Immulite® 2000 Troponin I-Test. Fiir die cTnl-
Analysen anhand des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays kamen EDTA-
Plasmaproben zum Einsatz, die bei -80 °C fiir maximal 5 Jahre und 77 Tage
gelagert wurden. Die cTnl-Bestimmung mittels des Immulite® 2000 Troponin I-
Tests  erfolgte dagegen aus  Serumproben, deren  Analyse im

Probeentnahmezeitraum stattgefunden hat.

Die untere Nachweisgrenze des konventionellen Tests liegt bei 0,20 ng/ml, der
Messbereich zwischen 0,20 und 180 ng/ml. Dagegen weist der hs Assay ein
Detektionslimit von 0,006 ng/ml und einen Messbereich zwischen 0,006 und
50 ng/ml auf, was mit einer deutlichen Verbesserung der analytischen Sensitivitét
einhergeht. Bei dem ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Test handelt es sich um einen
Sandwich-Immunoassay, der mit drei verschiedenen AK und direkter CL arbeitet

(SIEMENS, 2008a). Das Test-Reagenz enthilt einen polyklonalen Ziege-Anti-
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Tnl-AK (Signal-AK), sowie zwei monoklonale Maus-Anti-Tnl-AK (Capture-
AK). Die zwei von den monoklonalen Capture-AK erkannten Epitope (AS-
Sequenzen 87 — 91 und 41 — 49) sind innerhalb der stabilen Core-Region des
humanen cTnl lokalisiert. Der Signal-AK bindet dagegen an die AS 27 - 39. Der
Immulite® 2000 Troponin [ stellt ein Festphasen enzymmarkierter CL
immunometrischer Assay dar, der mit nur zwei verschiedenen AK arbeitet. Die
Festphase ist mit einem monoklonalem Maus-Anti-Tnl-AK (Capture-AK)
beschichtet. Die Fliissigphase enthilt einen polyklonalen Ziege-Anti-Tnl-AK
(Signal-AK) (SIEMENS, 2008b). Beide AK erkennen Epitope des humanen cTnl,
die zwischen der AS 33 und 110 und damit ebenfalls in der stabilen Core-Region

gelegen sind (SCHARNHORST et al., 2002).

Der analytische Testvergleich ergab fiir den hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-
Assay mit 0,26 ng/ml eine deutlich und statistisch signifikant niedrigere mittlere
cTnl-Konzentration, als fiir den Immulite® 2000 Troponin I-Test (p < 0,0001).
Die von diesem ermittelte durchschnittliche cTnl-Konzentration erbrachte
dagegen mit 0,49 ng/ml einen fast doppelt so hohen Wert. Der Maximalwerte des
Immulite® 2000 Troponin I-Test war mit 5,19 ng/ml ebenfalls doppelt so hoch,
als der des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays (Maximum 2,537 ng/ml). Die
maximalen Werte beider Tests gingen aus ein und derselben Blutprobe hervor. Im
Vergleich zu den cTnl-Resultaten des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays,
ergaben demnach die Messungen anhand des Immulite® 2000 Troponin I-Tests
im Mittel um 0,22 ng/ml (64,5 %) hohere cTnl-Ergebnisse. Des Weiteren wurde
eine Zunahme der Differenzen bei ansteigenden cTnl-Konzentrationen

nachgewiesen.

Derzeit sind multiple cTnl-Assays von verschiedenen Fabrikanten auf dem Markt
erhéltlich, deren Testresultate im Vergleich eine bis zu 20 fache Abweichung der
cTnl-Konzentrationen ergeben (APPLE, 1999). Die fiir  diese
Konzentrationsvariationen verantwortlichen Faktoren sind nicht vollig geklirt
(SHI et al., 1999). Vermutlich spielt die Heterogenitit der in den verschiedenen
Tests verwendeten AK eine bedeutende Rolle, da sich diese hinsichtlich der
Erkennung von cTnl-Isoformen unterscheiden (WU et al., 1998). Da sich das
cTnl bei Lagerungstemperaturen von -80 °C iiber mindestens fiinf Jahre als stabil
erwiesen hat, kann eine lagerungsbedingte Abnahme der cTnl-Konzentration in

jenen Proben, die anhand des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays analysiert
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wurden, als Ursache fiir die 64,5%ige Diskrepanz weitgehend ausgeschlossen
werden. Allerdings hat die Verwendung von zwei verschiedenen Probentypen
(Serum und EDTA-Plasma) mit groBer Wahrscheinlichkeit zu einer Verstiarkung
der Konzentrationsdifferenz zwischen den beiden cTnl-Assays beigetragen, da
(wie bereits oben erldutert) die Anwesenheit von EDTA mit einer analytischen
Reduktion der cTnl-Konzentrationen assoziiert ist (PANTEGHINI et al., 1999).
Jedoch lésst sich die derartig hohe Abweichung der cTnl-Konzentration nicht
allein durch die Anwendung von EDTA-Plasmaproben fiir den ADVIA Centaur®
Tnl-Ultra-Assay erkléren.

Fiir den klinischen Testvergleich zwischen dem hs ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-
Assay und dem konventionellen Immulite® 2000 Troponin I-Test wurden
insgesamt 507 gepaarte Proben, von 174 herzgesunden Doberménnern und
333 Untersuchungen von an der DoCM erkrankten Patienten, herangezogen. Fiir
die Differenzierung zwischen herzgesunden und kranken Doberminnern anhand
der cTnl-Resultate des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays wurde der in

vorliegender Arbeit ermittelte Cut-off-Wert von > 0,104 ng/ml herangezogen.

Der konventionelle Immulite® 2000 Troponin I-Test kam bereits in einer Studie
von WESS und Mitarbeitern zum Einsatz, in der das cTnl bei der DoCM evaluiert
wurde. Mit einem Cut-off-Wert von 0,22 ng/ml konnten in dieser mit einer
Sensitivitit von 78,9 % und einer Spezifitit von 87,3 % alle Krankheitsstadien der
DoCM (last normal, ausschlieBlich VES, ausschlieflich echokardiographische
Verinderungen, Kombination aus elektro- wund echokardiographischen
Verinderungen, dekompensiert) von den herzgesunden Kontrolltieren

differenziert werden (WESS et al., 2010b).

Der klinische Testvergleich erfolgte mit Hilfe von ROC-Kurven, die fiir beide
cTnl-Assays erstellt wurden sowie der jeweiligen AUC. Unter Anwendung der
oben genannten Cut-off-Werte wurde fiir den ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assay
eine Sensitivitdt von 83,2 % und eine Spezifitit von 68,4 % ermittelt. Dagegen
konnten mit dem Immulite® 2000 Troponin I-Test die an der DoCM erkrankten
Patienten mit einer Sensitivitidt von 80,2 % und einer Spezifitdt von 73,0 % von
den herzgesunden Patienten differenziert werden. Die niedriger gelegene
Spezifitit von 68,4 % des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays war, im Vergleich
zu der des Immulite® 2000 Troponin I-Tests (Spezifitidt 73,0 %), mit einem um
5,7 % hoheren Anteil an falsch positiven Resultaten (33,3 % versus 27,6 %)
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verbunden. Durch die Anwendung des Immulite® 2000 Troponin I-Tests wurden
19,5 % der Patienten, die an der DoCM erkrankt waren, filschlicherweise als
herzgesund beurteilt. Dagegen lag die Rate der falsch negativen Testergebnisse
des ADVIA Centaur® Tnl-Ultra-Assays bei nur 16,5 %. Gegeniiber dem
Immulite® 2000 Troponin I-Test konnten demnach mit dem ADVIA Centaur®
Tnl-Ultra-Assay 3 % mehr der Patienten korrekterweise als krank identifiziert
werden. Beziiglich des Stadiums last normal wurden anhand des ADVIA
Centaur® Tnl-Ultra-Assays 71,4 % und mittels des Immulite® 2000 Troponin I-
Tests lediglich 64,3 % der Hunde in diesem frithen Stadium der DoCM
identifiziert. Demnach stieg unter Anwendung des hs ADVIA Centaur® Tnl-
Ultra-Assays die Identifikationsrate der Doberménner des Stadiums last normal
um 7,1 % an. Des Weiteren ergab die AUC, die ein MaB fiir die Giite eines
diagnostischen Tests darstellt, einen signifikant hoheren Wert fiir den hs ADVIA

Centaur® Tnl-Ultra-Assay als fiir den konventionellen Test.

Diesen Ergebnissen zufolge ist die Verwendung des hs cTnl-Assays, im Vergleich
zu dem konventionellen Test, mit dem bedeutendem Vorteil verbunden, dass ein
groflerer Anteil an Patienten im frithen Stadium I der DoCM identifiziert werden
kann. Durch das erheblich niedriger gelegene Detektionslimit des hs cTnl-Assays
konnen nun auch sehr geringe cTnl-Konzentrationszunahmen nachgewiesen
werden, die aufgrund von minimalen Myokardschadigungen entstanden sind. Da
das Vorhandensein des myokardialen Zellschadens zu diesem frithen Zeitpunkt
der DoCM noch nicht mit dem Auftreten von ventrikuldren Arrhythmien oder
echokardiographischen Verinderungen verbunden ist und demnach auch nicht
mittels Holter-EKG oder Herzultraschall nachgewiesen werden kann, stellen
kardiale Biomarker derzeit das einzige nichtinvasive Diagnostikum fiir das
Stadium I der DoCM dar. Aus diesem Grund kann die geringe Zunahme der
falsch positiven Testresultate um 5,7 %, die durch die Anwendung des niedrigen
Cut-off-Wertes von 0,104 ng/ml bedingt ist, in Kauf genommen werden. Eine
frithzeitige Diagnose der DoCM ist aus verschiedenen Griinden von grofer
Bedeutung. Zum einen ist der Zuchtausschluss von herzkranken Doberminnern
von besonderer Wichtigkeit, da die DoCM mit einem autosomal dominanten
Erbgang einhergeht. Fiir die Zucht werden hiufig junge Tiere eingesetzt, die zwar
Trager des Gendefekts sind, aber die DoCM zum Zeitpunkt des Zuchteinsatzes

anhand des diagnostischen Goldstandards noch nicht nachgewiesen werden kann.
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Die Verwendung eines hs cTnl-Assays ist zwar mit dem Vorteil verbunden einen
groBeren Anteil an Dobermidnner mit einer erhdhten cTnl-Konzentration
identifizieren zu konnen, allerdings kann aufgrund der langsamen Progression der
Erkrankung eine lange Zeit vergehen bis es zur nachweisbaren Entwicklung von
elektro- und oder echokardiographischen Veridnderungen im Sinne einer DoCM
kommt. Erfahrungsgemid werden die Hunde trotz der erhohten cTnl-
Konzentration, die das erste Anzeichen fiir eine bestehende DoCM im Stadium 1
(Myokardschaden ausschlieBlich auf zelluldrer Ebene) sein kann, fiir die Zucht
eingesetzt. Ein Riickgang der derzeit sehr hohen Krankheitsprivalenz von 58,2 %
kann nur durch die Entwicklung eines Gentests erzielt werden, mit welchem
Doberménner mit bestehendem Gendefekt vor Zuchteinsatz detektiert werden
konnen. Auflerdem ist eine frithzeitige Diagnose der DoCM von grofler
Bedeutung, um mit einer medikamentellen Therapie der ventrikuldren
Arrhythmien und/oder der systolischen Dysfunktion beginnen zu kdnnen sowie

prognostische Aussagen treffen zu konnen.

Ein weiterer Vorteil der cTnl-Analyse stellt die leichte Durchfiihrbarkeit sowie
der geringe finanzielle Aufwand fiir die in der Praxis titigen Tierdrzte dar, welche
nicht die Mdglichkeit einer weiterfithrenden kardiologischen Abkldrung mittels
Echokardiographie und 24-Stunden-EKG aufweisen. Fiir diese sollte der
Nachweis einer erhohten cTnl-Konzentration mit einer Uberweisung zu einem
Spezialisten, der das notwendige Equipment sowie die ausreichende Erfahrung

besitzt, verbunden sein.
Follow-up-Studie

Des Weiteren wurde in vorliegender Arbeit eine Follow-up-Studie durchgefiihrt.
In einer vorherigen Studie von WESS und Mitarbeitern wurde das cTnl als
Screening-Test fiir die DoCM bereits klinisch evaluiert. Hierbei kam der
konventionelle Immulite® 2000 Troponin I-Assay zum Einsatz, dessen untere
Nachweisgrenze bei 0,2 ng/ml liegt. Unter Anwendung des ermittelten Cut-off-
Wertes von 0,22 ng/ml konnten, mit einer Sensitivitit von 78,9 % und einer
Spezifitit von 87,3 %, herzgesunde Hunde von jenen, die an der DoCM erkrankt
waren inklusive des Stadiums last normal, differenziert werden (WESS et al.,
2010b). Hierbei fielen zum einen 35 Doberminner auf, die mittels des
diagnostischen Goldstandards (24-Stunden-EKG und Echokardiographie) als

herzgesund beurteilt wurden, aber eine cTnl-Konzentration > 0,22 ng/ml
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aufwiesen und zum anderen 14 Patienten, die an der DoCM erkrankt waren, aber
eine cTnl-Konzentration < 0,22 ng/ml zeigten. Im Rahmen der Follow-up-Studie
wurden diese 49 Patienten einer oder mehreren Nachuntersuchungen unterzogen,

um deren Outcome eruieren zu konnen.

Bei 22,9 % der 35 Doberminner, die in oben genannter Studie als herzgesund
beurteilt wurden, aber eine erhohte cTnl-Konzentration aufwiesen, konnte anhand
der Follow-up-Untersuchungen eine Erkrankung an der DoCM zu einem spiteren
Zeitpunkt nachgewiesen werden. Demnach war bei diesen Patienten das cTnl in
der Zirkulation korrekterweise aufgrund einer DoCM im Stadium I erhoht. Da in
diesem frilhen Stadium lediglich ein Myokardschaden auf zelluldrer Ebene
vorliegt, der noch nicht mit dem Auftreten von ventrikuldren Arrhythmien oder
einer systolischen Dysfunktion vergesellschaftet ist und somit auch nicht mittels
dem diagnostischen Goldstandard nachgewiesen werden kann, erwies sich das
cTnl erneut als ein hilfreicher diagnostischer Test im Hinblick auf die
Fritherkennung einer DoCM. Lediglich einer dieser acht Patienten zeigte bei der
Follow-up-Untersuchung eine cTnl-Konzentration unterhalb des Cut-off-Wertes.
Da diese unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten cTnl-Tests lag und
deshalb die exakte cTnl-Konzentration nicht bekannt war, besteht dennoch die
Moglichkeit, dass mit Hilfe eines hs Assays und dem damit verbundenen
niedrigeren Cut-off-Wert auch bei diesem Patienten eine pathologisch hohe c¢Tnl-
Konzentration hitte ermittelt werden konnen. Die {ibrigen sieben an der DoCM
erkrankten Patienten zeigten dagegen konstant erhohte cTnl-Konzentrationen
> 0,22 ng/ml. Bei 71,4 % der 35 Doberménner, die urspriinglich als herzgesund
beurteilt wurden, konnten auch im Rahmen der Follow-up-Untersuchungen keine
elektro- oder echokardiographische Hinweise auf eine bestehende DoCM
nachgewiesen werden. Von diesen 25 Patienten wiesen 15 Doberménner
weiterhin cTnl-Konzentrationen > 0,22 ng/ml auf. Da die DoCM bekanntlich mit
einer langsamen Progression assoziiert ist und eine Diagnose des okkulten
Stadiums deshalb héufig erst in einem fortgeschrittenen Lebensalter gestellt wird
(WESS et al., 2010a), kann eine mogliche bestehende Erkrankung an der DoCM
im frithen Stadium I bei diesen Patienten trotzallem nicht ausgeschlossen werden.
Allerdings existieren neben kardialen auch multiple extrakardiale Ursachen, die
mit einem Anstieg des cTnl-Blutspiegels vergesellschaftet sind. Hierzu zdhlen

unter anderem  einige  Infektionskrankheiten,  verschiedene = Toxine
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beziehungsweise Medikamente, ein kardiales Trauma, Magendilatation
beziehungsweise —volvulus, pulmonale Krankheiten, Pyometra, Epilepsie,
Steroidresponsive Meningitis-Arteritis, Pankreatitis, Nierenversagen, Neoplasien,
unkontrollierter Hyper- sowie Hypoadrenokortizismus, Andmie, Hypoxie,
Hitzschlag sowie hochgradige Anstrengung (WELLS & SLEEPER, 2008;
WELLS et al., 2009; SERRA et al., 2010; SNYDER et al., 2010). Im Zeitraum
der Follow-up-Studie konnte bei vier der 15 herzgesunden Doberminnern, die
weiterhin erhohte cTnl-Konzentrationen aufwiesen, an der medizinischen
Kleintierklinik der LMU Miinchen folgende mogliche extrakardiale Ursachen fiir
den erhohten cTnl-Blutspiegel diagnostiziert werden: Kupferspeicherkrankheit
mit folglicher chronischer Hepatitis, chronische Niereninsuffizienz, vergroflerte
Prostata sowie ein Fibrosarkom. Ein weiterer Patient zeigte respiratorische
Symptome, multiple kutane Umfangsvermehrungen sowie eine erhohte Aktivitit
der Leberenzyme, wobei eine weitere internistische Abkldrung der erhobenen
Befunde von den Besitzern nicht gewiinscht wurde. Vorberichtlich wiesen drei
Hunde eine diagnostizierte Hypothyreose und ein weiterer Hund ein
Mammakarzinom mit Verdacht auf Lungenmetastasen auf. Bei den restlichen
sechs Hunden erwiesen sich der Vorbericht sowie die klinische Untersuchung als
unauffillig. Demzufolge wiesen neun (60 %) der 15 herzgesunden Patienten mit
weiterhin erhohten cTnl-Konzentrationen, verschiedene systemische Erkrankung
auf, die moglicherweise fiir den Anstieg der cTnl-Konzentration verantwortlich
sein konnten. Dagegen lagen bei den restlichen sechs (40 %) Doberminnern keine
Hinweise auf einen extrakardial bedingten Anstieg der cTnl-Konzentration vor.
AuBerdem waren bei einigen der weiterhin als herzgesund beurteilten Tiere
deutliche Schwankungen der cTnl-Konzentration zu vernehmen. Diese konnten
moglicherweise durch variable Intensititen einer extrakardialen Erkrankung, die
mit einem Anstieg der cTnl-Konzentration assoziiert ist, bedingt sein. Eine
weitere Erkldrung fiir die beobachteten Schwankungen innerhalb des cTnl-
Konzentrationsverlaufs stellen mogliche wochentliche Variabilititen der cTnl-
Konzentration dar, wie sie bereits in einer Studie fur den kardialen Biomarker
NT-proBNP bei ebenfalls herzgesunden Hunden nachgewiesen werden konnten
(KELLIHAN et al., 2009). Ob derartige wochentliche Variabilitdten auch fiir das
cTnl existieren muss allerdings durch zukiinftige Studien untersucht werden. Bei
40 % der 25 Doberménner, die auch im Rahmen der Follow-up-Untersuchungen

weiterhin als herzgesund eingestuft wurden, kam es zu einem Abfall der cTnl-
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Konzentration unterhalb des Cut-off-Wertes. Drei dieser Patienten zeigten zum
Zeitpunkt der initial erhohten cTnl-Konzentration Symptome einer systemischen
Erkrankung (H@maturie aufgrund von Blasensteinen, Vomitus und
Leistungsinsuffizienz), welche wihrend der Follow-up-Untersuchung nicht mehr
bestanden und mit groler Wahrscheinlichkeit fiir den initialen c¢Tnl-
Konzentrationsanstieg verantwortlich waren. Obwohl bei den iibrigen sieben
Hunden der Vorbericht sowie die klinische Untersuchung keine Auffilligkeiten
zeigten, kann ein voriibergehender extrakardial bedingter Anstieg der cTnl-
Konzentration nicht sicher ausgeschlossen werden. Aber auch bei diesen Patienten
konnten mogliche wochentliche cTnl-Konzentrationsschwankungen fiir die initial

hohen cTnl-Werte verantwortlich sein.

Von den Doberminnern, bei denen in der vorherigen Studie eine DoCM
diagnostiziert wurde, zeigten lediglich 14 Patienten cTnl-Konzentrationen
unterhalb des Cut-off-Wertes von 0,22 ng/ml. Die Anzahl dieser Follow-up-
Gruppe verdeutlicht zum einen, dass eine Erkrankung an der DoCM nur in
seltenen Fillen nicht mit einem Anstieg der cTnl-Konzentration verbunden ist und
zum anderen, dass weder die Echokardiographie noch das 24-Stunden-EKG durch
die Analyse des cTnl ersetzt werden konnen. Bei sechs (42,8 %) dieser erkrankten
Patienten wurde wiéhrend der durchgefiihrten Follow-up-Untersuchungen ein
kontinuierlicher Anstieg der cTnl-Konzentration > 0,22 ng/ml detektiert. Hierbei
war der Konzentrationsanstieg bei allen Hunden, trotz der Applikation einer
kardialen Therapie, mit einer deutlichen Progression der Erkrankung
vergesellschaftet. Dieses Resultat stimmt mit jenen aus anderen Studien iiberein,
die eine Korrelation zwischen dem Ausmalf} des cTnl-Konzentrationsanstiegs und
dem Schweregrad der Herzerkrankung nachweisen konnten (DEFRANCESCO et
al., 2002; OYAMA & SISSON, 2004; TARDUCCI et al., 2004; SPRATT et al.,
2005). Dagegen zeigten sechs Patienten auch im Verlauf der Follow-up-
Untersuchungen weiterhin niedrige cTnl-Konzentrationen unterhalb der
Nachweisgrenze von 0,20 ng/ml und somit keine  messbare
Konzentrationszunahme des cTnl. Zwei dieser Hunde wiesen geringgradige
echokardiographische Abnormalititen auf, wobei keine Progression der
systolischen Funktion unter der Therapie mit Pimobendan, einem Inodilatator,
festzustellen war, was eine mogliche Erkldrung fiir den fehlenden Anstieg der

cTnl-Konzentration darstellen konnte. Obwohl keine Korrelation zwischen der
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cTnl-Konzentration und der Anzahl an VES in 24 Stunden nachgewiesen werden
konnte, reduzierte sich unter antiarrhythmischer Therapie bei drei dieser sechs
Hunde die Anzahl der VES deutlich. Bei zwei weiteren unter antiarrhythmischer
Therapie stehenden Tieren stieg die Anzahl der VES dagegen an. Da
Antiarrhythmika neben der Anzahl auch die Malignitit von ventrikuldren
Arrhythmien reduzieren, kann eine Verminderung der Malignitét fiir die weiterhin
niedrigen cTnl-Konzentrationen verantwortlich sein. Bei zwei Hunden konnte die
Wirksamkeit der kardialen Therapie anhand der c¢Tnl-
Konzentrationsschwankungen verdeutlicht werden. Bei diesen Doberminnern war
die Verbesserung der systolischen Dysfunktion unter Pimobendan mit einer
Reduktion der cTnl-Konzentration verbunden. Bei der nachfolgenden Follow-up-
Untersuchung kam es bei einem dieser beiden Hunde allerdings zur Zunahme der
ventrikuldren Arrhythmien, was wiederum mit einem Anstieg der cTnl-
Konzentration assoziiert war. Ob die Analyse des cTnl allerdings eine Kontrolle
der Wirksamkeit einer kardialen Therapie zuldsst, muss anhand von weiteren

Studien verifiziert werden.

Die Ergebnisse der Follow-up-Studie verdeutlichen, dass eine erhohte cTnl-
Konzentration auf eine DoCM im frithen Stadium hinweisend sein kann und aus
diesem Grund regelmiBige kardiologische Kontrolluntersuchungen mittels
Elektro- und Echokardiographie in kiirzeren Zeitabstinden von sechs statt
12 Monaten empfohlen werden. Aulerdem sollten eine ausfiihrliche Erhebung des
Vorberichts, eine griindliche klinische Untersuchung und gegebenenfalls eine
weitere Abkldrung von einem moglichen extrakardial bedingten cTnl-
Konzentrationsanstieg stattfinden. Wird eine erhohte cTnl-Konzentration ohne
Hinweise auf das Vorliegen einer extrakardialen Erkrankungen nachgewiesen,
erhirtet sich der Verdacht auf eine bestehende DoCM in einem frithen
Krankheitsstadium. Allerdings ist ein pathologischer Anstieg dieser, wie bereits
erldutert, nur hinweisend auf eine mogliche bestehende DoCM, aber nicht
beweisend, da in seltenen Fillen auch Doberminner, die definitiv an der DoCM
erkrankt sind, cTnl-Konzentrationen unterhalb des Cut-off-Wertes aufweisen

koOnnen.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

Die autosomal dominant vererbte dilatative Kardiomyopathie des Dobermanns ist
durch eine langsame Progression der Erkrankung gekennzeichnet, beginnend mit
einem myokardialen Schaden auf zelluldrer Ebene, der anhand des derzeitigen
diagnostischen Goldstandards (24-Stunden-EKG und Echokardiographie) nicht
nachgewiesen werden kann. Fiir die Diagnosestellung dieses frithen Stadiums
erwies sich das kardiale Troponin I als ein hilfreicher zusétzlicher Screening-Test.
Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Untersuchung der in vitro Stabilitidt des
kardialen Troponin I sowie die analytische und klinische Evaluierung eines neuen
hochsensitiven kardialen Troponin I-Assays als Screening-Test fiir die dilatative
Kardiomyopathie des Dobermanns. Des Weiteren wurde der hochsensitive Assay
sowohl analytisch als auch klinisch mit einem konventionellen Test verglichen.
Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand aus der Durchfiihrung einer Follow-up-
Studie, in der zum einen herzgesunde Doberminner mit erhohten cTnl-
Konzentrationen und zum anderen Patienten, die an der DoCM erkrankt waren,
aber einen niedrigen cTnl-Serumspiegel zeigten, nachuntersucht wurden. Anhand
gepaarter Serumproben von 32 Doberminnern konnte die Stabilitit des kardialen
Troponin I bei Lagerungstemperaturen von -80 Grad Celsius iiber fiinf Jahre und
77 Tage nachgewiesen werden. Die Untersuchung der Test-Prézision des ADVIA
Centaur® Tnl-Ultra-Assays ergab fiir die Anwendung von caninen Blutproben
eine mittlere Intra-Assay Varianz von 2,8 % sowie eine Inter-Assay Varianz von
5,5 %, womit die international gestellte Anforderung an die Prizision eines
Assays (Variationskoeffizienten < 10 %) erfiillt ist. Da die Troponin I-Analysen
aus EDTA-Plasmaproben, im Gegensatz zu Serumproben, um 14,4 % niedrigere
Testresultate erbrachten, sollte ein Vergleich der aus diesen Probentypen
stammenden Ergebnisse vermieden werden. Des Weiteren konnte ein
signifikanter Anstieg der Troponin I-Konzentration mit zunehmendem
Lebensalter nachgewiesen werden. Die klinische Evaluierung des hochsensitiven
Tests erfolgte an 179 herzgesunden und 345 Untersuchungsergebnissen von
erkrankten Doberménnern, die in die Krankheitsstadien ,,last normal®, okkult und
dekompensiert eingeteilt wurden. Dem Stadium ,,last normal® wurde die letzte
elektro- und echokardiographisch unauffillige Untersuchung von Doberménnern

retrospektiv zugeordnet, die initial als herzgesund beurteilt wurden, aber im
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Rahmen einer Folgeuntersuchung innerhalb von 18 Monaten ventrikulire
Arrhythmien und/oder eine systolische Dysfunktion entwickelt haben. Gegeniiber
den herzgesunden Hunden zeigten Patienten der verschiedenen Krankheitsstadien
eine signifikant hohere mittlere Troponin I-Konzentration. Bei einer Troponin I-
Konzentration von > 0,104 ng/ml besteht der Verdacht auf das Vorliegen einer
Dobermann-Kardiomyopathie (Sensitivitit 82,9 %, Spezifitit 68,7 %). Die
Verwendung dieses niedrigen Cut-off-Wertes war zwar mit einem relativ hohen
Anteil an falsch positiven Testresultaten (33 %) assoziiert, allerdings blieben nur
17 % der kranken Doberménner unerkannt. Beziiglich des Stadiums ,,last normal®,
welches mit dem diagnostischen Goldstandard zum Untersuchungszeitpunkt noch
nicht nachgewiesen werden konnte, wurden 72,4 % der Patienten korrekterweise
als krank detektiert. Dieses Resultat verdeutlicht, dass die cTnl-Analyse vor allem
im Hinblick auf die Fritherkennung der Erkrankung im Stadium I gegeniiber dem
diagnostischen Goldstandard iiberlegen ist. Ab einer Troponin I-Konzentration
von > 0,242 ng/ml ist das Vorliegen einer Dobermann-Kardiomyopathie dagegen
sehr wahrscheinlich (Sensitivitidt 42,3 %, Spezifitit 97,2 %). Im Vergleich zu
echokardiographischen Veridnderungen erwies sich das Vorhersagepotential des
kardialen Troponin I fiir ventrikuldre Arrhythmien als geringfiigig besser.
Trotzallem kann die Troponin I-Analyse das 24-Stunden-EKG sowie die
Echokardiographie aufgrund der niedrigen Spezifitit nicht ersetzen. Gegeniiber
des konventionellen Tests konnte durch die Anwendung des hochsensitiven
Assays die Identifikationsrate der Patienten des Stadiums ,,last normal* um 7,1 %
gesteigert werden, was einen bedeutenden Fortschritt im Hinblick auf die
frithzeitige Erkennung der Dobermann-Kardiomyopathie im Stadium I darstellt.
Anhand der Follow-up-Studie konnte gezeigt werden, dass insgesamt nur wenige
Patienten, die an der Dobermann-Kardiomyopathie erkrankt waren, kardiale
Troponin I-Konzentrationen unterhalb des Cut-off-Wertes aufwiesen. Das
Auftreten einer erhohten kardialen Troponin I-Konzentration bei elektro- und
echokardiographisch herzgesunden Doberminnern kann auf eine Erkrankung in
dem frithen Stadium I hinweisend sein. Aus diesem Grund werden regelmiflige
kardiologische Kontrolluntersuchungen in kiirzeren Zeitabstinden von sechs
Monaten empfohlen.  Allerdings existieren verschiedene extrakardiale
Erkrankungen, die zu einem Anstieg der kardialen Troponin I-Konzentration
fiihren konnen, weshalb ein ausfiihrlicher Vorbericht, eine griindliche klinische

Untersuchung und gegebenenfalls weiterfiihrende Diagnostik unerlésslich sind.
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VII. SUMMARY

Dilated cardiomyopathy in Doberman Pinschers is an autosomal dominant
inherited disease that is characterized by a slow disease progression. This
cardiomyopathy starts with a myocardial damage on a cellular level that cannot be
detected by the current diagnostic gold standard (24-hour-ECG and
echocardiography). Cardiac troponin I measurements turned out to be a valuable

additional screening test for the diagnosis of this early stage.

The aims of this study were first to examine the in vitro stability of the cardiac
troponin I and second to evaluate a new ultrasensitive cardiac troponin I-assay
analytically and clinically as a screening test for dilated cardiomyopathy in
Doberman pinschers. Furthermore, the new ultrasensitive assay was analytically
and clinically compared to a conventional cardiac troponin I-test. A further aspect
was a follow-up-study. Therefore, dogs that were judged to be healthy according
to the gold standard examinations, but which had elevated cardiac troponin I
levels, were reexamined. Additionally, patients which were diagnosed with dilated
cardiomyopathy, but had low cardiac troponin I-concentrations, were rechecked in

the follow-up-study.

The present study shows that cardiac troponin I is stable for at least five years at
storage temperatures of -80 degrees Celsius on the basis of paired serum samples
of 32 Doberman Pinschers. The investigation of the test-precision of the ADVIA
Centaur® Tnl-Ultra-Assay using canine blood samples carried out a mean intra-
assay variance of 2.8 % and an inter-assay variance of 5.5 %. Consequently, the
international demands for test-precision (coefficient of variation < 10 %) are met.
Troponin I-analyses of EDTA-plasma samples showed 14.4 % lower test results,
compared to serum samples. Therefore, a comparison between the results from

these types of blood samples should be avoided.

A significant increase in troponin I-concentration was detected with increased age
of the dogs. The clinical evaluation of the highly sensitive troponin I-test was
performed on the basis of examination results from 179 healthy and 345
Doberman Pinschers with dilated cardiomyopathy, which were divided in the
disease stages “last normal”, occult, and decompensated. The last electro- and

echocardiographically unremarkable examination of Doberman Pinschers, which
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were initially considered to be healthy, was assigned to the group “last normal”
retrospectively, if they developed ventricular premature contractions and/or a
systolic dysfunction in the context of a follow-up-examination within the next 18
months. The mean troponin I-concentration in all disease stages was significantly
higher, compared to the control group. Using a troponin I-concentration cut-off-
value of > 0.104 ng/mL, the presence of dilated cardiomyopathy in Doberman
Pinschers is suspected (sensitivity 82.9 %, specificity 68.7 %). The application of
this low cut-off-value was associated with a comparatively high proportion of
false positive test results (33 %), but just 17 % of the Doberman Pinschers with
dilated cardiomyopathy were not detected. With respect to the group “last
normal”, which cannot be identified using the diagnostic gold standard at the time
of investigation, 72.4 % of diseased patients were accurately recognized as
affected by dilated cardiomyopathy. This result illustrates that troponin I-analyses
outmatch the diagnostic gold standard, particularly with regard to the early
detection of stage I of dilated cardiomyopathy in Doberman Pinschers. Using a
higher troponin I cut-off-value of > 0.242 ng/mL, the presence of dilated
cardiomyopathy in Doberman Pinschers is quite likely (sensitivity 42.3 %,
specificity 97.2 %). The potential of cardiac troponin I proved to be slightly better
to predict ventricular premature contractions, compared to its ability to detect
echocardiographic abnormalities. Nevertheless, troponin I-analyses cannot replace
24-hour-ECG and echocardiography because of the low specificity. Using the new
highly sensitive assay, the identification rate of patients of the group “last normal”
was increased by 7.1 %, compared to the conventional troponin I-test. This is an
important improvement with regards to the early detection of stage I of dilated
cardiomyopathy in Doberman Pinschers. The follow-up-study showed that only a
few Doberman Pinschers with dilated cardiomyopathy had a cardiac troponin I-
concentration in their follow-up-examination below the cut-off-value. An
increased cardiac troponin I-concentration in dogs without electro- and
echocardiographic abnormalities suggesting dilated cardiomyopathy could
indicate the stage I of the disease. For this reason regular cardiac follow-up-
examinations in shorter intervals than six months are recommended if troponin I-
concentration is increased. However, there are multiple extracardiac diseases
which can potentially cause an increase in cardiac troponin I-concentration.
Therefore, a detailed history, a close clinical examination and further diagnostics

if indicated are necessary to exclude extracardiac diseases.
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IX. ANHANG

Tabelle 20: Klassifikation der verschiedenen Typen des Myokardinfarkts
entsprechend der universellen Definition von 2007 (THYGESEN et al., 2007)

Typ1 Spontaner Myokardinfarkt als Folge einer Ischdmie im Rahmen eines akuten

Koronarsyndroms verursacht z.B. durch Plaqueruptur

Typ II Sekundirer Myokardinfarkt als Folge einer Ischdmie bei erhShtem
Sauerstoffbedarf oder verminderten Angebot, z.B. Koronarspasmus oder —

embolie, Anidmie, Arrhythmien, Hyper- oder Hypotension

Typ I Plotzlicher Herztod, inklusive kardialer Arrest, mit passender Klinik,
passendem  EKG-Befund (neue  ST-Streckenhebung oder  neuer
Linksschenkelblock) und Hinweise auf einen frischen Thrombus in der
Autopsie oder Angiographie. Der Tod trat vor einer Blutprobenentnahme oder

vor einem nachweisbaren Troponinanstieg ein

Typ IVa Myokardinfarkt im Rahmen einer perkutanen Koronarintervention

Typ IVb Myokardinfarkt im Rahmen einer Stentthrombose, dokumentiert mittels

Angiographie oder Autopsie

Typ V Myokardinfarkt im Zusammenhang mit einer Bypassoperation

Tabelle 21: International Small Animal Cardiac Health Council’s Klassifikation

Stadium Beschreibung
I Asymptomatische Tiere
IA Im Rontgen ist keine VergroBerung des Herzens erkennbar
IB Im Rontgen stellt sich das Herz vergroBert dar
II Gering- mittelgradige Herzinsuffizienz
I Hochgradige Herzinsuffizienz
IIIA Ambulante Therapie der Erkrankung moglich
I11B Stationire Aufnahme zur Stabilisierung notwendig
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