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— Einleitung

I. EINLEITUNG

Beim Pferd konnen kardiologische Erkrankungen bisher nur sicher mit Hilfe der Echokardio-
graphie und Elektrokardiographie festgestellt werden. Aufgrund des dafiir nétigen relativ ho-
hen technischen Aufwands sind solche Untersuchungen jedoch iiberwiegend in entsprechend
personell und technisch ausgeriisteten Kliniken durchfiihrbar.

In der Humanmedizin, und seit einigen Jahren auch in der Kleintiermedizin, erleichtern bio-
chemische Marker die Diagnose kardialer Erkrankungen. Solche Marker, wie das aminoter-
minale Fragment des Prohormons des brain natriuretischen Peptids (NT-pro-BNP), ermogli-
chen insbesondere die Fritherkennung kardialer Erkrankungen, bevor im Ultraschall Struktur-
und/oder Dimensionsverdnderungen oder Motilitdtsstorungen sichtbar werden. Die Bestim-
mung ist im Gegensatz zur Echokardiographie mit geringem Aufwand verbunden. Zudem
liefern solche Marker wichtige prognostische Informationen und dienen der Verlaufskontrolle
in der tiglichen Praxis.

NT-pro-BNP ist dabei anderen kardialen Markern iiberlegen und hat sich deshalb etabliert.
Fiir Pferde steht bisher kein kommerzieller BNP oder NT-pro-BNP Test zur Verfiigung. Hu-
manmedizinische Tests sind aufgrund der Speziesspezifitit des brain natriuretischen Peptids
(BNP) nicht bei Pferden einsetzbar. Allerdings haben andere - iiberwiegend in der Humanme-
dizin aber auch in der Tiermedizin - als Marker untersuchte Peptide wie atriales natriureti-
sches Peptid (ANP), Endothelin-1 (ET-1), Angiotensin-II (ANG-II) und das Hormon Aldoste-
ron (ALD) ebenso ihren Nutzen als diagnostische und prognostische Indikatoren flir Herzer-
krankungen gezeigt.

Daher sollen in der vorliegenden Arbeit die Plasmawerte der Peptide ANG-II, ALD, ET-1
und ANP bei Pferden auf ihre Eignung als friihdiagnostische und prognostische Indikatoren,
sowie zur Einschitzung des Schweregrades von Herzerkrankungen untersucht und mit den
Werten herzgesunder Pferde verglichen werden.

Ferner hat sich in humanmedizinischen Untersuchungen gezeigt, dass einige dieser Marker
bei Menschen mit verschiedenen Herzerkrankungen unter Belastung stdrker ansteigen als bei
gesunden Menschen. Daher sollen in der vorliegenden Arbeit erstmals auch die ANG-II-,
ALD- ET-1- und ANP-Plasmawerte bei Pferden mit Herzerkrankungen nach korperlicher

Belastung untersucht und mit den Werten herzgesunder Pferde verglichen werden.



Einleitung —

Dabei soll festgestellt werden, ob die nach Belastung gewonnenen Werte als Hilfsmittel in der
Friihdiagnostik, Graduierung und Prognostik von Herzerkrankungen bei Pferden von Nutzen

sein konnen.



— Abkiirzungsverzeichnis

II. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACE angiotensin-converting-enzyme

ANG Angiotensin

ACTH adrenocorticotropes Hormon

ADH antidiuretisches Hormon

ANP atrial natriuretic peptide/ atriales natriuretisches Peptid/
A-Typ natriuretisches Peptid

AOd Durchmesser Aorta enddiastolisch

AP-1 Aktivator Protein 1

Arg Arginin

Asp Aspartat

AT-1 Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 1

AT-2 Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 2

AT-3 Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 3

AT-4 Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 4

ATP Adenosintriphosphat

ADH antidiuretisches Hormon

AV atrioventrikulér

AVI Aortenklappeninsuffizienz

B-Mode brightness modulation

BNP brain natriuretic peptide/ brain natriuretisches Peptid/
B-Typ natriuretisches Peptid

C Cystein

Ca2+ Calciumionen

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CG Guanylatcyclase

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

CNP C-Typ natriuretisches Peptid

c-Src cellular Rous sarcoma oncogene
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CpALDg Aldosteronplasmakonzentration in Ruhe

aldosterone plasma concentration at rest

CpALDg Aldosteronplasmakonzentration nach Belastung
CpALDg aldosterone plasma concentration after exercise
CpANG-IIg Angiotensin-II-Plasmakonzentration in Ruhe

angiotensine II plasma concentration at rest

CpANG-IIg angiotensine II plasma concentration after exercise
CpANG-IIg Angiotensin-II-Plasmakonzentration nach Belastung
CpANPgr ANP-Plasmakonzentration in Ruhe

ANP plasma concentration at rest

CpANPg ANP-Plasmakonzentration nach Belastung
CpANPg ANP plasma concentration after exercise
CpET-1gr Endothelin-1-Plasmakonzentration in Ruhe

endothelin-1 plasma concentration at rest

CpET-1g Endothelin-1-Plasmakonzentration nach Belastung
CpET-1g endothelin-1 plasma concentration after exercise
CW-Doppler continuous wave doppler

D Aspartat

DAG Diacylglycerol

2D zweidimensional

DCM Dilatative Kardiomyopathie

DNA Desoxyribonukleinsiure

ECE endothelin converting enzyme

ECD extrazellulire Doméne

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR epidermal growth factor receptor

EKG Elektrokardiographie

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ERK extracellular signal regulated kinases

ES Extrasystolen

ET Endothelin
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F Phenylalanin

FAK focal adhesion kinase

fmol Fentomol

FS % fractional shortening

G Glutaminsdure

GCD Guanylatcyclase Doméne

ggr geringgradig

G6PD Glucose-6-Phosphatdehydrogenase

GTP Guanosintriphosphat

GFR glomerulére Filtrationsrate

H Histidin

h Stunde

H+ Wasserstoffionen

HCO; Hydrogencarbonat

HF Herzfrequenz

HG Herzgerédusch

hgr hochgradig

His Histidin

HWZ Halbwertszeit

H,SO4 Schwefelsdure

I Isoleucin

IDE Insulin degradierendes Enzym

IL Interleukin

Ile Isoleucin

1P3 Inositoltriphosphat

ISACHC international small animal cardiac health council
IVSd Durchmesser Interventrikularseptum enddiastolisch
IVSDd Durchmesser Interventrikularseptum enddiastolisch
IVSs Durchmesser Interventrikularseptum endsystolisch
JAK Janus activated kinase

INK C-Jun-N terminale Kinase
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K+ Kaliumionen

KFZ kapilldre Fiillungszeit

kg Kilogramm

KHD Kinase-homologe-Doméne

KIU kallikrein inhibitor unit

LA linkes Atrium

LA/Ao Ratio Relation des linken Atriums zur Aorta

LAD linksatrialer Durchmesser

LADd Durchmesser linkes Atrium enddiastolisch

L,Leu Leucin

LKDLA linke kaudale lange Achse

LKDLA-AO linke kaudale lange Achse mit Aorta

LPS Lipopolysaccharide

LVDd Durchmesser linker Ventrikel enddiastolisch

LVIDd innerer Durchmesser linker Ventrikel enddiastolisch

LVIDs innerer Durchmesser linker Ventrikel endsystolisch

LVDpmd Durchmesser des linken Ventrikels post Mitralklappe in
der Diastole

LVD PPMd Durchmesser linker Ventrikel auf Papillarmuskelh6he

LVDuMVd Durchmesser linker Ventrikel unter der Mitralklappe
enddiastolisch

LVPWd Durchmesser linke hintere Ventrikelwand enddiasto-
lisch

LVPWs Durchmesser linke hintere Ventrikelwand endsystolisch

LvVwd Durchmesser linke Ventrikelwand enddiastolisch

LVWs Durchmesser linke Ventrikelwand endsystolisch

M Methionin

MADd Durchmesser Mitralklappenanulus enddiastolisch

MAPK mitogen aktivierte Protein Kinasen

MEK mitogen aktivierte Protein Kinase Kinase

Abkiirzungsverzeichnis —
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mgr mittelgradig

MHz Megaherz

min Minute

MKP MAP Kinase Phosphatase

ml Milliliter

M-Mode, MM motion mode

MR Mineralocorticoidrezeptor
mRNA messenger Ribonukleinsdure
MVI Mitralklappeninsuffizienz
Na+ Natriumionen

NADPH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
NEP Endopeptidase Neprilysin
NFAT nuclear factor of activated T cells
NF-kB Nuclear factor-kB

ng Nanogramm

nm Nanometer

NNR Nebennierenrinde

NO Stickoxid

NPR natriuretischer Peptidrezeptor
NT N-terminal

OD optische Dichte

p Signifikanzwert

PC Personal Computer

PDE Phosphodiesterase

PDGF platelet derived growth factor
PGE Prostaglandin E

pg/ml Pikogramm/Milliliter

Phe Phenylalanin

PKC Proteinkinase C

PKG Proteinkinase G

PLA Phospholipase
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PLC Phospholipase C

PPA2 Protein Phosphatase 2

Pro Prolin

PVI Pulmonalklappeninsuffizienz

RA rechtes Atrium

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Raf rapidly accelerated fibrosarcoma

RADd Durchmesser rechtes Atrium enddiastolisch

RAO recurrent airway obstruction

RIA Radioimmunoassay

RKDKA rechte kaudale kurze Achse

RKDLA rechte kaudale lange Achse

RKDLA-AO rechte kaudale lange Achse mit Aorta

RKRKA rechte kraniale kurze Achse

RKRLA rechte kraniale lange Achse

ROS reaktive Sauerstoffspezies

rpm rotations per minute

I Korrelationskoeffizient nach Spearman

RV rechter Ventrikel

RVDd Durchmesser rechter Ventrikel enddiastolisch

RVWd Durchmesser rechte Ventrikelwand enddiastolisch

S Serin

SHP-1 src homology region 2 domain containing phosphatase-
1

STAT signal transducers and activators of transcription

T Threonin

Tab Tabelle

TGF transforming growth factor

T™MB Tetramethylbenzidin

TNF Tumor Nekrose Faktor

TVI Trikuspidalklappeninsuffizienz

13



— Abkiirzungsverzeichnis

Tyr Tyrosin

pl Mikroliter

V, Val Valin

VF Vorhofflimmern

VSD Ventrikelseptumdefekt
VO,max maximale Sauerstoffaufnahme
w Tryptophan

z.B. zum Beispiel

ZNS zentrales Nervensystem

% Prozent
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Literaturiibersicht —

III. LITERATURUBERSICHT

1. Angiotensin-1I (ANG-II)

1.1. Struktur

Das equine ANG-II wurde 1956 erstmals von SKEGGS isoliert und sequenziert (SKEGGS, et
al. 1956b). Es handelt sich um ein Oktapeptid, bestehend aus den Aminosduren Asp-Arg-Val-
Tyr-1le-His-Pro-Phe (SKEGGS, et al. 1956¢).

Die Aminoséduresequenz des equinen ANG-II ist identisch mit der Sequenz des humanen und

porcinen ANG-II und unterscheidet sich vom bovinen ANG-II durch eine einzelne Aminoséu-

re an Position 5 (DE GASPARO, et al. 2000).

1.2. Synthese und Regulation

ANG-II ist zum einen Bestandteil des klassischen systemischen Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) und zum anderen Bestandteil von lokalen, autonom regulierten
endokrinen RAA Systemen in verschiedenen Geweben wie Herz, Niere, Gefalen und Gehirn
(BADER 2010).

Die ANG-II Synthese wird im Wesentlichen durch das Enzym Renin reguliert (Abbildung 1).
Renin wird in den juxtaglomerléren Zellen der Niere gebildet und dort in Granula gespeichert.
Auf Stimuli hin wird Renin zunédchst in die renale Zirkulation sezerniert und gelangt von dort
aus in die systemische Blutzirkulation (VALLOTTON 1987).

Die Reninsekretion wird durch verschiedene Mechanismen gesteuert. Barorezeptoren in den
afferenten Arteriolen der Nieren erkennen Verdnderungen in der Nierendurchblutung. Fallt
der Blutdruck, wird vermehrt Renin ausgeschiittet (HOFBAUER, et al. 1976).

Macula densa Zellen der distalen Nierentubuli registrieren Verdnderungen der Natriumkon-
zentration und der Chloridkonzentration des Plasmas. Eine verminderte Plasmakonzentration
dieser Elektrolyte stimuliert die Reninsekretion (VEYRAT, et al. 1967a; VEYRAT, et al.
1967b; YAMAMOTO, et al. 1969). AuBBerdem wird die Reninsekretion durch eine erhohte
Sympathikusaktivitdt, respektive in Stresssituationen, die mit Ausschiittung von Adrenalin

und Noradrenalin einhergehen, stimuliert (VANDER 1965).

15



— Literaturiibersicht

Ein negativer Feedback-Mechanismus hemmt die Reninsekretion. So haben hohe ANG-II
Konzentrationen eine direkte hemmende Wirkung auf die juxtaglomeruldren Zellen der Nie-
ren (VANDER and GEELHOED 1965). Auch hohe Natrium- und Chlorid-
Plasmakonzentrationen hemmen die Reninsekretion.

Renin katalysiert die Umwandlung von Angiotensinogen zu ANG-I im Blutplasma durch die
Abspaltung des N-terminalen Teils des Angiotensinogens (SKEGGS, et al. 1957; SKEGGS,
et al. 1956a) (Abbildung 1).

Das Globulin Angiotensinogen wird kontinuierlich in der Leber synthetisiert und in die Zirku-
lation abgegeben (NASJETTI and MASSON 1971). Auch extrahepatisch wird in zahlreichen
Geweben wie in den Nieren, im Gehirn und in kardialem Gewebe Angiotensinogen als Be-
standteil lokaler RAAS exprimiert und synthetisiert (CAMPBELL and HABENER 1986).
Der letzte Schritt in der ANG-II-Synthese ist die Umwandlung von ANG-I zu ANG-II unter
anderem durch das Angiotensin-converting-Enzym (ACE) (GUTHRIE 1982; SKEGGS, et al.
1957). ACE spaltet vom biologisch inaktiven Dekapeptid ANG-I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-
Pro-Phe-His-Leu) die beiden C-terminalen Aminosduren Histidin und Leucin ab, wodurch das
aktive Peptid ANG-II entsteht (LENTZ, et al. 1956) (Abbildung 1).

Die ANG-II-Synthese wird unter anderem von membrangebundenem ACE im Gefillsystem
katalysiert. Dies geschieht iiberwiegend in der Lunge, wo ACE in groen Mengen auf der
Oberflache pulmonaler Endothelzellen exprimiert wird (NG and VANE 1967). Auch kardiale
Fibroblasten und Endothelzellen der Koronargefa3e exprimieren ACE (KATWA, et al. 1995).
ANG-I wird zudem auf ACE-unabhingigen Wegen in ANG-II umgewandelt, wie z.B. durch
die Proteinasen Tonin, Kallikrein (LOPES, et al. 1997), Trypsin, Cathepsin G (RAMAHA
and PATSTON 2002) und durch die Chymase (DELL'ITALIA, et al. 1995; URATA, et al.
1990). Bei den Proteinasen sind speziesspezifische Unterschiede bekannt (BECARI, et al.
2011).

Neben ANG-II sind weitere Angiotensine wie ANG-III und ANG-IV bekannt. Diese werden
von Aminopeptidasen aus ANG-II durch Abspaltung von Aminoséduren vor allem im Gehirn
aber auch in anderen Geweben synthetisiert (SWANSON, et al. 1992; TONNAER, et al.
1983). ANG-III hat eine wichtige Funktion als Effektorpeptid des lokalen RAAS im Gehirn
(ZINIL, et al. 1996). ANG-IV spielt eine Rolle bei kognitiven Prozessen im Gehirn
(WISNIEWSKI, et al. 1993) und hat auBerdem gefaBerweiternde Eigenschaften (LI, et al.
1997).
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Ein weiteres Angiotensin, das ANG-(1-7), wird durch verschiedene Endopeptidasen und
durch die Carboxylpeptidase ACE-2 aus ANG-I oder ANG-II synthetisiert (MENTLEIN and
ROOS 1996; TIPNIS, et al. 2000). Es spielt vor allem in lokalen RAA-Systemen wie dem
RAAS des Herzens eine Rolle. Es steht den Effekten des ANG-II entgegen, indem es gefal3-
erweiternd wirkt (BROSNIHAN, et al. 1996), den Blutdruck senkt (BENTER, et al. 1995)
und antiproliferative Eigenschaften hat (TALLANT, et al. 1999).

Die Plasma-HWZ von ANG-I und ANG-II ist mit etwa 30 sec (VAN KATS, et al. 1997) sehr
kurz.

In Geweben mit hoher AT-1-Rezeptordichte, wie in kardialem Gewebe, ist die HWZ von
ANG-II dagegen durch Akkumulation mit 15 min deutlich ldnger als im Plasma (VAN
KATS, et al. 1997).

(ks el )

Angiotensinogen
Renin

PEEEEEEO0E
" >A.\'(; (1-7)

Angiotensin I

ACE, Proteinasen

@ @ @ @ @ @ @ @ ACE 2, Endopeptidasen
L >AN(; (1-7)

Angiotensin II

Aminopeptidasen
Angiotensin 11
Aminopeptidasen

Angiotensin [V

Abbildung 1: Synthese der Angiotensine, Aminosdurekodierung nach dem Dreibuchstabensystem
(siche Abkiirzungsverzeichnis)
ACE 2= Angiotensin-converting-Enzym 2, ANG (1-7)= Angiotensin (1-7)

1.3. Rezeptoren

Bisher sind 5 Angiotensin Rezeptorsubtypen bekannt: Der Angiotensinrezeptor Subtyp 1
(AT-1), Subtyp 2 (AT-2), Subtyp 3 (AT-3), Subtyp 4 (AT-4) und der MAS-Rezeptor
(SANTOS, et al. 2003) (Abbildung 2). ANG-II bindet mit gleicher Affinitdt an AT-1- und
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AT-2-Rezeptoren (GRIENDLING, et al. 1996), kann aber auch mit hoher Affinitit an AT-3-
Rezeptoren binden (CHAKI and INAGAMI 1992).

Auch ANG-III bindet an AT-1- und AT-2-Rezeptoren (BLUME, et al. 2005) und mit nur ge-
ringer Affinitdt an AT-3-Rezeptoren (DE GASPARO, et al. 2000). ANG-(1-7) bindet spezi-
fisch an MAS-Rezeptoren (SANTOS, et al. 2003), wohingegen ANG-IV spezifisch an AT-4-
Rezeptoren bindet (DE GASPARO, et al. 2000).

Die Struktur des AT-1-Rezeptors und des AT-2-Rezeptors weist eine gewisse Ahnlichkeit
auf. Diese besteht vor allem in den 7 transmembranen Doménen. Allerdings fehlen dem AT-
2- Rezeptor einige fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren typische Charakteristika (NAHMIAS
and STROSBERG 1995).

AT-1-Rezeptoren kommen in grofler Zahl in verschiedenen Geweben und Organen, wie im
Herz (ALLEN, et al. 1990), GefdB3en, Nieren (ZHUO, et al. 1997), Nebennieren (MONTIEL,
et al. 1993) und Gehirn (BARNES, et al. 1993; SONG, et al. 1992) vor.

Der AT-2-Rezeptor wird in fetalem und neonatalem Gewebe stirker exprimiert als der AT-1-
Rezeptor. Post partum reduziert sich die Dichte der AT-2-Rezeptoren zunehmend
(SHANMUGAM, et al. 1996). Ihr Vorkommen beschriankt sich dann auf wenige Organe wie
Gehirn, Nebennieren, Nieren, Herz, Ovarien und Myometrium (CAO, et al. 2000; NOUET
and NAHMIAS 2000). Kommt es allerdings zur Schidigung bestimmter Organe, kann die
Genexpression reaktiviert und der AT-2-Rezeptor in diesen Geweben zahlreich exprimiert

werden (NOUET and NAHMIAS 2000).
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ANG II ANG IV ANG 1-7

‘AT!-RI AT2-R AT3-R AT

Vasokonstriktion Vasodilatation
Vermringente GFR Natriurese
Natriumretention Blutdruck sinkt
Aldosteronsekretion antiproliferativ
ET-1 Freisetzung antientziindlich
Blutdruckanstieg Apoptose
Entziindungen antifibrotisch
Fibrosierung

Zellproliferation

Abbildung 2: Angiotensinrezeptoren

1.4. Regulation der Rezeptoraktivitit

Die Genexpression des AT-1-Rezeptors wird durch verschiedene Faktoren reguliert.

Dazu gehdren ANG-II, Ostrogene, Glucocorticoide, Stickoxid (NO), Wachstumsfaktoren und
eine restriktive Salzaufnahme, die die Genexpression herunterregulieren (DELLA BRUNA, et
al. 1995; ICHIKI, et al. 1998; WU, et al. 2003; WYSE and SERNIA 1997).

Eine Hochregulation der AT-1 Genexpression erfolgt z.B. durch Progesteron, Aldosteron und
Insulin (DELLA BRUNA, et al. 1995; NICKENIG, et al. 1998; NICKENIG, et al. 2000).

Die mechanische Dehnung von Kardiomyozyten kann die AT-1 Genexpression im Herz
hochregulieren (KIJIMA, et al. 1996; MALHOTRA, et al. 1999).

Fiir den AT-2-Rezeptor gilt: Faktoren wie eine erhohte Natriumaufnahme, Angiotensin-II,
Norepinephrin, Glucocorticoide, NO und verschiedene Wachstumsfaktoren koénnen die Ex-
pression des AT-2-Rezeptors herunterregulieren (GONZALEZ, et al. 2005; ICHIKI, et al.
1998; KAMBAYASHI, et al. 1993; KIJIMA, et al. 1995; KIJIMA, et al. 1996).

Die Hochregulation der Genexpression kann unter anderem erfolgen durch inflammatorische
Zytokine, reduzierte Natriumaufnahme und unter Ostrogeneinfluss (AKISHITA, et al. 2000;
BAIARDI, et al. 2005; GOETTE, et al. 2000; OZONO, et al. 1997). Auch Herzerkrankungen

konnen die Genexpression beeinflussen. So konnte bei Menschen mit Vorhofflimmern eine
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reduzierte AT-1 Expression und eine verstirkte AT-2 Expression festgestellt werden

(GOETTE, et al. 2000).

1.5. Die wichtigsten Effekte des ANG-II

Die Wirkungen des ANG-II sind abhéngig vom Rezeptorsubtyp, an den es bindet.

Uber AT1-Rezeptoren bewirkt ANG-II eine Kontraktion der BlutgefiBe, sowie eine Redukti-
on der glomeruldren Filtrationsrate in den Nieren und eine verminderte Ausscheidung von
Natrium (KASCHINA and UNGER 2003). In der Folge steigt der Blutdruck an. AuBBerdem
stimuliert es die Freisetzung von Aldosteron (MARRERO, et al. 1995) und Endothelin-1
(EMORLI, et al. 1991) wodurch der blutdrucksteigernde Effekt potenziert wird.

Weitere AT-1 vermittelte Effekte des ANG-II sind die Stimulation der Zellproliferation von
glatten GefdBmuskelzellen und Kardiomyozyten, die Stimulation von Entziindungsreaktionen
sowie die Fibrosierung von Zellen (HUNYADY and CATT 2006; LEMARIE and
SCHIFFRIN 2010).

Uber AT-2-Rezeptoren vermittelt ANG-II gegenteilige Effekte (CAREY, et al. 2000).

Durch Vasodilatation und verstarkte Ausscheidung von Natrium und Wasser sinkt der Blut-
druck (GROSS, et al. 2000). Entziindungsreaktionen und fibrotische Prozesse werden ge-
hemmt (CAREY, et al. 2000) und die Apoptose von Zellen stimuliert (YAMADA, et al.
1996).

Der blutdrucksteigernde Effekt des ANG-II wird {iber folgende Signalwege vermittelt:

Uber den Phospholipase C/Inositoltriphosphat/Diacylglycerol (PLC/IP3/DAG) Signalweg
wird die Aldosteronsekretion in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde (NNR) angeregt
(CHRIST, et al. 1995). Zudem werden durch Aktivierung der PLC und Freisetzung von IP3
und DAG intrazelluldre Calciumspeicher entleert und so eine schnelle Kontraktion glatter
GefdaBmuskelzellen bewirkt (GRIENDLING, et al. 1986). DAG aktiviert die Proteinkinase C
(PKC) und den rapidly accelerated fibrosarcoma/mitogen activated protein kinase kinase
(Raf/MEK/MAPK) Signaltransduktionsweg. Nachfolgend werden Schliisselproteine
phosphoryliert, die wiederum zum vasokonstriktorischen aber auch zum proproliferativen
Effekt von ANG-II beitragen (HARNETT and BIANCANI 2003; ITOH, et al. 2001,
WALSH, et al. 1995). Auch die Aktivierung der Phospholipase D (PLD) iiber AT-1, PKC
und Tyrosinkinasen (BILLAH 1993; USHIO-FUKAL et al. 1999), sowie P38 mitogen akti-
vierte Protein Kinase (MAPK) und den epidermal growth factor receptor - extracellular signal

regulated kinase (EGFR-ERK) Signaltransduktionsweg trdgt zu diesen Effekten bei

20



Literaturiibersicht —

(HIRANYACHATTADA and HARRIS 1996; KASCHINA and UNGER 2003). In den Nie-
ren reduziert lokal sezerniertes ANG-II iiber AT-1 den renalen Blutfluss und die glomerulire
Filtrationsrate und stimuliert die Reabsorption von Natrium und Wasser, was ebenfalls zur
Blutdruckregulation beitragt (KASCHINA and UNGER 2003) .

Uber AT-1 aktiviert ANG-II die Phospholipase A2 (PLA2), wodurch Arachidonsiure freige-
setzt wird. Arachidonsiduremetaboliten wie Leukotriene und Thromboxane wirken vasokon-
striktorisch, modulieren das vaskuldre Zellwachstum und mediieren Entziindungsreaktionen
(FREEMAN, et al. 1998; LIN, et al. 1992; MEHTA and GRIENDLING 2007). Ebenfalls an
Entziindungsreaktionen, aber auch an der Fibrosierung von Zellen und der Stimulation des
Zellwachstums beteiligt, sind durch ANG-II aktivierte Serin/Threonin-Kinasen wie MAPK
einschlielich P38 MAPK, ERK 1/2 und C-Jun-N terminale Kinase (JNK), sowie verschiede-
ne Isoformen der PKC (BOOZ and BAKER 1995; SUZUKI, et al. 2005; YIN, et al. 2003).
Direkt und indirekt proinflammatorisch und proproliferativ wirken auch reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS), die durch ANG-II aktivierte Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat
(NAD(P)H) Oxidasen freigesetzt werden (BENDALL, et al. 2002; HENSLEY, et al. 2000;
RAO and BERK 1992; SEN and PACKER 1996; WINYARD and BLAKE 1997).

NAD(P)H Oxidase mediiert induziert ANG-II auch die Expression von ET-1 (AN, et al.
2007).

Ein ,,Crosstalk®, also ein Austausch von Signalen zwischen verschiedenen Signalwegen des
AT-1, z.B. mit Mineralocorticoidrezeptoren (MR) (MIN, et al. 2007), aktiviert mitogen akti-
vierte Protein (MAP) -Kinasen und stimuliert so ebenfalls Entziindungsreaktionen und das
Zellwachstum (LEMARIE, et al. 2008).

ANG-II entfaltet die beschriebenen Effekte auf zelluldrer Ebene auch durch Crosstalk mit
anderen Rezeptoren wie dem EGFR, dem platelet derived growth factor (PDGF), dem Insu-
linrezeptor und Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen wie cellular Rous sarcoma oncogene (c-Src),
focal adhesion kinase (FAK) und Januskinase (JAK) (MEHTA and GRIENDLING 2007).
Uber den JAK - signal transducers and activators of transcription (STAT) Signalweg
(MARRERO, et al. 1995) reguliert ANG-II die Expression von bestimmten Genen. Die Wir-
kung der STATs ist vom Zelltyp abhingig.

In kardialem Gewebe konnen die lokale Angiotensinogenexpression, die Proliferation von
Zellen bzw. Remodeling- und Reparationsprozesse stimuliert werden (KUNISADA, et al.
2000; MANABE, et al. 2002; MASCARENQO, et al. 1998; NEGORO, et al. 2000).
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Bestimmte STATs werden bei myokardialer Hypertrophie und Ischdmie selektiv aktiviert
(MASCARENO and SIDDIQUI 2000).

Neuere Studienergebnisse legen nahe, dass der AT-1 Rezeptor nicht als Monomer agiert, son-
dern auch Homo- und Heterodimere mit anderen Rezeptoren wie dem AT-2, Endothelin-B-
Rezeptor, Dopaminrezeptor und Bradykininrezeptor-B2 bilden kann (ABDALLA, et al. 2000;
BARKI-HARRINGTON, et al. 2003; ZENG, et al. 2003; 2005).

Auch kleine Guanosintriphosphat (GTP) -bindende Proteine wie Rho, Ras und Rac werden
iiber den AT1-Rezeptor aktiviert (OHTSU, et al. 2006; YAMAKAWA, et al. 2000). Als Fol-
ge werden liber diverse Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor-kB (NF-kB) und STATs
auf Wachstum bezogene Gene exprimiert (AZNAR and LACAL 2001; FARUQ)I, et al. 2001).
AuBerdem kommt es durch die kleinen GTP-bindenden Proteine zu einer verstirkten Vaso-
konstriktion und Zellmigration glatter GefaBmuskelzellen (SEASHOLTZ and BROWN
2004).

Eine Uberexpression kleiner GTP-bindender Proteine wird auBBerdem mit kardialer Hypertro-
phie, aber auch mit Dilatation, Verlust der kardialen Kontraktilitdit und Rhythmusstérungen
wie Vorhofflimmern assoziiert. Rho, Ras und Rac scheinen von Bedeutung fiir die Wahrung
der Integritdt der Kardiomyozyten zu sein (CLERK and SUGDEN 2000; SAH, et al. 1999;
SUSSMAN, et al. 2000).

Insgesamt sind die Signaltransduktionsmechanismen des AT-2 im Vergleich zum AT-1 noch
wenig erforscht. Klar ist jedoch, dass die Effekte des AT-2 den Effekten des AT-1 entgegen-
stehen und diese zum Teil direkt antagonisieren:

Bradykinin/Stickoxid (NO)/cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) abhidngig hemmt
ANG-II iiber AT-2 die Fibrosierung von kardialem Gewebe (KURISU, et al. 2003). Uber
diese Kaskade wird vermutlich auch der vasodilatatorische und somit blutdrucksenkende
Effekt des AT-2 vermittelt (TSUTSUMI, et al. 1999). In den Nieren bewirkt NO eine ver-
stairkte Ausscheidung von Natrium und Wasser, was ebenfalls den Blutdruck sinken ldsst
(ROCZNIAK and BURNS 1996).

Uber AT-2 wird, wie auch iiber AT-1, die PLA-2 aktiviert und so die Produktion von Arachi-
donsiure stimuliert. Uber AT-2 freigesetzte Arachidonsiure trigt vermutlich zur Aktivierung
des Natrium/Hydrogencarbonat (Na+/HCQO3) - Symporter Systems bei, wodurch der intrazel-
luldre PH-Wert unter anderem in Kardiomyozyten und Nierenzellen reguliert wird (KOHOUT
and ROGERS 1995; SANDMANN, et al. 2001). Der Arachidonsduremetabolit Epoxyeicosa-
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triensdure hat zudem entziindungshemmende Eigenschaften. Bremsend auf Entziindungsreak-
tionen wirkt auch die Hemmung des NF-kB iiber AT-2 (ROMPE, et al. 2010).

Uber AT-2-Rezeptoren entfaltet ANG-II antiproliferative und proapoptotische Effekte, indem
es die Phosphorylierung von Tyrosinkinasen wie ERK 1/2 und andere Kinase-gesteuerte
Phosphorylierungsschritte hemmt. An der Dephosphorylierung und somit Inaktivierung sind
die Phosphatasen MKP-1, Src homology region 2 domain containing phosphatase-1 (SHP-1)
und Protein Phosphatase 2A (PP2A) beteiligt (CUI, et al. 2001; HORIUCHI, et al. 1998;
HUANG, et al. 1996; STOLL, et al. 1995; YAMADA, et al. 1996). Auch die Inaktivierung
von STATs iiber AT-2 triagt zur Hemmung des Zellwachstums bei (HORIUCH]I, et al. 1999).
Nach ischdmischer Myokardschiddigung bei Méusen haben sich die antiproliferativen, antifi-
brotischen und antiinflammatorischen Effekte des AT-2 als kardioprotektiv erwiesen (OISHI,
et al. 2003). Doch auch in Bezug auf neuronales Gewebe bzw. Gewebsschddigung werden

dem AT-2 protektive und regenerative Eigenschaften zugeschrieben (LI, et al. 2005).

Struktur und Signaltransduktionsmechanismen des AT-3 sind nicht bekannt. Der Rezeptor
wurde bisher nur in Zelllinien gefunden (CHAKI and INAGAMI 1992; DE GASPARO, et al.
1995).

1.6. Die CpANG-II als kardialer Marker in der Humanmedizin

Wihrend der Pathogenese einer Herzinsuffizienz wird das RAAS in variabler Weise aktiviert,
was sich auch in einer erhdhten ANG-II Plasmakonzentration (CpANG-II) widerspiegelt
(DZAU, et al. 1981; REMES, et al. 1991). Akute Wirkungen von ANG-II, wie die Erh6hung
des Blutdrucks iiber verschiedene Wege, sind dabei kurzzeitig wirksame Kompensationsme-
chanismen. Dagegen konnen chronisch hohe ANG-II Plasmakonzentrationen zu kardialen
strukturellen und elektrophysiologischen Umbauprozessen fithren, denn ANG-II beeinflusst
viele Prozesse, die zum Fortschreiten einer Herzerkrankung beitragen. Dazu gehdren kardiale
Hypertrophie, atriale und vaskuldre Fibrosierung, Apoptose und Entziindungsreaktionen
(SUN, et al. 1997; VUKELIC and GRIENDLING 2014). Die schiadigenden Effekte von
ANG-II bilden in der Humanmedizin die Basis fiir die Therapie mit ACE-Hemmern und An-
giotensin-II-Rezeptorblockern (ATKINS, et al. 2009; YANCY, et al. 2013). Im Rahmen der
Diagnosestellung und Klassifikation der Herzinsuffizienz wurde ANG-II allerdings in der

Vergangenheit nicht verwendet und wird auch aktuell nicht verwendet (JAROLIM 2006).
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Die ANG-II Plasmakonzentration (CpANG-II) hat aber durchaus prognostischen Wert.
SWEDBERG und Mitarbeiter, sowie ROIG und Mitarbeiter konnten zeigen, dass eine hohe

CpANG-II bei Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz mit einer schlechteren Prognose

bzw. einer hoheren Sterblichkeit korreliert (ROIG, et al. 2000; SWEDBERG, et al. 1990).

1.7. Die CpANG-II als kardialer Marker in der Tiermedizin

Bei Pferden mit Herzerkrankungen wurde die CpANG-II in der vorliegenden Arbeit erstmals
untersucht.

Bei Hunden mit Mitralklappeninsuffizienz (MVI) wurden bereits mehrere Untersuchungen
durchgefiihrt.

In diesen Untersuchungen sind die Aussagen zur Aktivierung des systemischen RAAS und
zur CpANG-II allerdings kontrovers. So konnten PERRY und Mitarbeiter bei Hunden mit
induzierter chronischer MVI eine deutlich erhohte CpANG-II gegeniiber gesunden Hunden
feststellen, wiahrend FUJII und Mitarbeiter bei Hunden mit induzierter MVI ohne klinische
Symptome keinen Unterschied in der CpANG-II gegeniiber Gesunden feststellen (FUJII, et
al. 2007; PERRY, et al. 2002). HAGGSTROM und Mitarbeiter fanden im spédten dekompen-
sierten Stadium der MVI sogar eine reduzierte CpANG-II gegeniiber dem frithen dekompen-
sierten Stadium (HAGGSTROM, et al. 1997).

Zur routineméfBigen Diagnose und Klassifikation oder zur prognostischen Einschitzung von

Herzerkrankungen wird die CpANG-II in der Tiermedizin bisher nicht herangezogen.

1.8. Einfluss von korperlicher Belastung auf die CpANG-1I

Wihrend korperlicher Belastung beim gesunden Pferd wird vermehrt ANG-II produziert, um
die Aufrechterhaltung des arteriellen Blutdrucks und einen ausreichenden Blutfluss wéahrend
der Belastungsphase zu gewihrleisten. Durch ANG-II wird zudem das Durstzentrum stimu-
liert, wodurch der Ausgleich von Fliissigkeits- und Elektrolytdefiziten angeregt wird. (DE
MELLO COSTA, et al. 2012; MCKEEVER 1998; MUNOZ, et al. 2010). Die Aktivierung
des RAAS und somit auch die ANG-II Produktion wihrend Belastung korreliert dabei offen-
bar mit der Belastungsintensitit bzw. der Herzfrequenz (MCKEEVER, et al. 1992). Der An-
stieg der ANG-II Plasmakonzentration kann je nach Dehydratationsgrad und Elektrolytverlu-
sten von Pferd zu Pferd variabel hoch sein (MUNOZ, et al. 2010).

Bei herzkranken Menschen ist die Aktivierung des neuroendokrinen Systems verbunden mit

einer schlechten Langzeitprognose. Korperliches Training kann die CpANG-II bei Patienten
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mit chronischer Herzinsuffizienz deutlich reduzieren und deren Langzeitprognose verbessern
(BRAITH, et al. 1999).
Der Einfluss korperlicher Belastung auf das RAAS von herzkranken Pferden wurde in der

vorliegenden Arbeit erstmals untersucht.

2. Aldosteron (ALD)

1953 gelang SIMPSON und Mitarbeitern ein bis dahin unbekanntes Steroidhormon mit star-
ker mineralocorticoider Wirkung aus Nebennierenextrakten von Rindern zu isolieren, zu kri-
stallisieren und in den folgenden Jahren auch zu charakterisieren (SIMPSON, et al. 1953;
1954a; 1954b). Sie nannten das neue Mineralocorticoid zunéchst ,,Electrocortin®“. Nachdem
die chemische Struktur identifiziert war (SIMPSON, et al. 1954b), wurde das Hormon von
REICHSTEIN, der mit der Gruppe um SIMPSON zusammenarbeitete und dem eine wesentli-
che Rolle bei der Identifizierung des Hormons zukam (TAIT, et al. 2004), in ,,Aldosteron*
umbenannt (SIMPSON, et al. 1954a; 1954b).

2.1. Struktur und Synthese

Die Synthese des Aldosterons (C21H2805) erfolgt in der &uleren Zone der Nebennierenrin-
de, der Zona glomerulosa (GIROUD, et al. 1956).

Die Grundlage der Steroidhormonbiosynthese ist das Cholesterin. Zundchst wird die Seiten-
kette des Cholesterins bestehend aus 6 Kohlenstoffatomen abgespalten. Dies geschieht durch
Hydroxylierung an C-20 und C-22 und anschlieBender Spaltung der Bindung zwischen C-20
und C-22, wodurch Pregnenolon entsteht. Pregnenolon wird in 2 weiteren Schritten zu Proge-
steron umgewandelt. Aus Progesteron entsteht schlieflich in den ndchsten Schritten das Aldo-
steron. Progesteron wird zunidchst am C-21 Atom zum Desoxycorticosteron hydroxyliert.
Dieses wird an C-11 zum 11-Desoxycorticosteron hydroxyliert. Durch Oxidation der C-18-
Methylgruppe entsteht letztlich Aldosteron. Die letzten 3 Reaktionen werden von der Aldo-
steronsynthase katalysiert (BERG, et al. 2003). Aldosteron hat eine biologische HWZ von ca.
30 Minuten (SCHMIDT, et al. 1999).
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2.2. Rezeptoren

Aldosteron bindet an Mineralocorticoidrezeptoren (MR). Diese werden exprimiert in Natrium
transportierenden Geweben wie den Nieren (HERMAN, et al. 1968), dem Dickdarm
(SCHULMAN, et al. 1986), den Speichel- und Schweidriisen (SASANO, et al. 1992) aber
auch im Gehirn (ANDERSON and FANESTIL 1976), in Leukozyten (ARMANINI, et al.
1985), grofBen Blutgefilen (CAPRIO, et al. 2008) und im Herzen. Kardiale Aldosteronrezep-
toren konnten immunohistochemisch in allen Kardiomyozyten, sowie in kardialen Endothel-
zellen und Fibroblasten nachgewiesen werden (BONVALET, et al. 1995). Auch in glatten
GefaBmuskelzellen und Adipozyten finden sich MR (NGUYEN DINH CAT, et al. 2011;
NGUYEN DINH CAT, et al. 2010).

Der MR ist ein intrazelluldrer Rezeptor, ein sogenannter Kernrezeptor, der als Transkriptions-
faktor funktioniert und so die Genexpression beeinflusst. Bindet Aldosteron an den Rezeptor,
dndert dieser seine Konformation, und der Komplex aus Aldosteron und Rezeptor transloziert
zum Zellkern. Der Komplex bindet an die Kernpore, es folgt eine Dimerisierung. Das Dimer
wird dann durch die Pore ins Plasma des Zellkerns transportiert. Dort bindet der Aldosteron-
Rezeptor-Komplex an seine spezifische Ziel-DNA und 16st die Transkription seiner Zielgene

aus.

2.3. Regulation der Rezeptoraktivitit und Aldosteronsekretion

Aldosteron ist das letzte Glied in der Kette des RAAS und wird in diesem Zusammenhang
reguliert.

Renin ist das Schliisselenzym des RAAS. Renin katalysiert die Umwandlung von Angiotensi-
nogen zu ANG-I, das durch ACE zu ANG-II umgewandelt wird. ANG-II wiederum stimuliert
die Aldosteronfreisetzung. Auch renale sympathische Reize und Katecholamine, Hypovola-
mie, verminderte Natriumaufnahme und eine erhohte Plasmakaliumkonzentration stimulieren
die Reninsekretion und ANG-II-Synthese und folglich die Aldosteronausschiittung. Auch das
Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) stimuliert die Aldosteronausschiittung. Dies geschieht
direkt iiber Melanocortinrezeptoren in der NNR (BOYD, et al. 1971; MULROW and
GANONG 1961; SPAT and HUNYADY 2004; VANDER 1965).

Ebenso stimulieren 3-Endorphin (RABINOWE, et al. 1985), Melanotropin (MATSUOKA, et
al. 1981), Serotonin (SHENKER, et al. 1985) und Entziindungsmediatoren wie Prostaglandi-
ne (JENSEN, et al. 1996) die Aldosteronsekretion.
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Auch Endothelin regt die Aldosteronsekretion an. Dies geschieht direkt iiber ET-Rezeptoren
in der Zona glomerulosa der NNR (ANDREIS, et al. 2001; HINSON, et al. 1991;
MORISHITA, et al. 1989; ZENG, et al. 1992).

Die natriuretischen Peptide ANP und BNP bremsen die Aldosteronausschiittung
(ANDERSON, et al. 1986; ANDREIS, et al. 2001; NAWATA, et al. 1991).

Auch hohe ANG-II Konzentrationen wirken iiber einen negativen Feedback-Mechanismus
hemmend auf die Aldosteronsekretion (APTEL, et al. 1996).

Ebenso hemmen eine niedrige Plasmakaliumkonzentration und eine hohe Plasmanatriumkon-

zentration die Aldosteronausschiittung (BOOTH, et al. 2002; MULLER and HUBER 1969).

2.4. Die wichtigsten Effekte des Aldosterons

Als letztes Glied in der Kette des RAAS wirkt Aldosteron tiber seine genomischen Effekte
als wichtiger Regulator des Elektrolyt- und Fliissigkeitshaushaltes und des Blutdrucks.
Aldosteron stimuliert die Expression von Natriumkanélen, Kaliumkanédlen und des Transpor-
ters Natrium/Kalium-Adenosintriphosphatase (Na+/K+-ATPase) (BOOTH, et al. 2002).

Es dauert etwa 30 min von der Bindung des Aldosterons bis zur Transkription der Zielgene.
Dies ist der langsame genomische Wirkmechanismus des Aldosterons.

Daneben sind schnelle, nicht genomische Effekte bekannt, die innerhalb von Minuten vermit-
telt werden (STOCKAND 2002).

Es gibt Hinweise darauf, dass diese nicht genomischen Effekte von Aldosteron sowohl durch
den klassischen zytosolischen MR vermittelt werden als auch durch membrangebundene Re-
zeptoren (MIHAILIDOU and FUNDER 2005).

In den klassischen Zielorganen wie Nieren und Kolon werden die schnellen Effekte des Aldo-
sterons iiber verschiedene Signaltransduktionsmechanismen vermittelt, in die PKC, Calcium
(Ca 2+), der EGFR, und die MAP-Kinasen ERK 1/2 involviert sind (GEKLE, et al. 2001;
KRUG, et al. 2002; THOMAS, et al. 2007). Die Endeffektoren sind Natrium/Protonen
(Na+/H+) -Austauscher, ATP sensitive und calciumabhidngige Kaliumkanéle sowie Proteine,
die den Elektrolyt- und Fliissigkeitshaushalt, sowie den Calciumstoffwechsel der Zellen regu-
lieren. Der Effekt liegt letztlich in einer Verdnderung des intrazelluldren pH-Werts, und der
intrazelluldren Natrium, -Calcium, -und Kaliumkonzentration (FUNDER 2005). Aldosteron
induziert die Retention von Natrium und bewirkt eine vermehrte Ausscheidung von Kalium

im distalen Colon und in den Nieren. Wasser folgt passiv, wodurch der Blutdruck steigt. Auch
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iiber MR im Zentralnervensystem (ZNS) beeinflusst Aldosteron wichtige Funktionen, die zur
Regulation des Blutdrucks beitragen, wie z.B. den Salzappetit (SAKALI, et al. 2000).

Fiir einen stabilen Blutdruck ist die Barorezeptorsensibilitit von groer Bedeutung. Diese
kann durch Aldosteron auf schnellem, nicht genomischem Wege reduziert werden (2007;
WANG, et al. 1992).

In den nicht klassischen Aldosteron-Zielorganen sind die physiologischen nicht genomischen
Effekte des Aldosterons allerdings nach wie vor weitgehend unbekannt (BOOTH, et al.
2002).

Unter pathologischen Bedingungen kann Aldosteron iiber nicht genomische Wege die Kolla-
gensynthese in kardialen Fibroblasten stimulieren (BRILLA, et al. 1995; MIHAILIDOU
2005), die Expression von lonenkandlen im Myokard beeinflussen und die Hypertrophie kar-
dialer Myozyten fordern. Diese aldosteroninduzierten Umbaueffekte konnen Reizleitungssto-
rungen in den Vorhdfen verursachen und die Entstehung von Vorhofflimmern und Extrasy-
stolen begiinstigen (OUVRARD-PASCAUD, et al. 2005).

Uber die Tyrosinkinase c-Src aktiviert Aldosteron auf nicht genomischen Weg die NADPH-
Oxidase und MAP38-Kinase. ROS werden verstirkt produziert und aktivieren ihrerseits
proinflammatorische Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und Aktivator Protein 1 (AP-1) und
begiinstigen so die Fibrosierung und Produktion proinflammatorischer und chemotaktischer
Zytokine in kardialem Gewebe und in GefdBmuskelzellen (CALLERA, et al. 2005;
FIEBELER, et al. 2001).

Auch tiber den ERK 1/2 und den JNK Signalweg und die Hemmung der Glucose-6-
Phosphatatdehydrogenase (G6PD) kann Aldosteron Entziindungsreaktionen und profibroti-
sche Effekte mediieren (LEE, et al. 2004; LEOPOLD, et al. 2007; NAGALI, et al. 2005).
Durch ,,Crosstalk* zwischen MR und AT-1 Rezeptoren entfalten ANG-II und ALD synergi-
stische Effekte (siehe oben) (LEMARIE, et al. 2008).

2.5. Aldosteron als kardialer Marker in der Humanmedizin

Pathologisch erhohte Aldosteronkonzentrationen fithren zur Retention von Natrium und zur
verstirkten Ausscheidung von Kalium, storen die Barorezeptorfunktion, begilinstigen Ent-
zliindungsprozesse und induzieren kardiale Umbauprozesse wie Fibrosierung und Hypertro-
phie sowie vaskulére Fibrosierung in Verbindung und synergistisch mit ANG-II.

Die CpALD ist ein unabhédngiger prognostischer Indikator fiir das Sterblichkeitsrisiko bei

Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz und nach Herzinfarkt. Eine hohe CpALD geht mit
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einer schlechteren Prognose bzw. einem erhdhten Sterberisiko aufgrund der Herzerkrankung
einher (BEYGUI, et al. 2006; GUDER, et al. 2007; PALMER, et al. 2008; YUYUN, et al.
2012).

Dementsprechend konnen Aldosteronrezeptorblocker die Sterblichkeit bei Patienten mit Herz-
insuffizienz deutlich reduzieren. Die hohere Uberlebensrate ist vermutlich auf die Blockade
der direkten negativen Effekte von Aldosteron zuriickzufiihren (BRILLA 2000; PITT, et al.
1999) (REIL, et al. 2011).

2.6. Aldosteron als kardialer Marker in der Tiermedizin

Bei Hunden mit geringgradiger (ggr.) Mitralklappeninsuffizienz fanden PEDERSEN und
RUSH eine erhéhte CpALD. FUJII und Mitarbeiter konnten dagegen keinen Unterschied in
der ALD Plasmakonzentration (CpALD) zwischen gesunden Hunden und Hunden mit ggr.
Mitralklappeninsuffizienz finden (PEDERSEN 1996; PEDERSEN, et al. 1995; RUSH, et al.
2000).

Auch bei Hunden mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) ohne klinische Symptome wurde
eine erhohte CpALD gegeniiber gesunden Hunden festgestellt. Bei fortschreitender Erkran-
kung mit klinischen Symptomen stieg die CpALD weiter an und unterschied sich signifikant
von den Werten asymptomatischer Tiere (TIDHOLM, et al. 2001).

Analog zum Menschen konnen Aldosteronrezeptorblocker bei Hunden mit Herzinsuffizienz
die Prognose durch eine um 69% reduzierte Sterblichkeit deutlich verbessern (BERNAY, et
al. 2010).

Auch bei Pferden mit Herzinsuffizienz ist die CpALD erhoht. Die Plasmawerte korrelieren
dabei positiv mit dem Schweregrad der Erkrankung. Pferde mit Herzklappenerkrankung und
gleichzeitigen kardialen Dimensionsverdnderungen zeigen héhere Werte als Pferde ohne Di-

mensionsverdnderungen (GEHLEN, et al. 2008).

2.7. Einfluss von koérperlicher Belastung auf die CpALD

Abhingig von der Belastungsintensitit bzw. der Herzfrequenz und dem Verlust von Wasser
und Elektrolyten {iber das Schwitzen, steigt die CpALD bei gesunden Pferden und beim Men-
schen durch korperliche Belastung deutlich an. Der Anstieg der CpALD korreliert dabei mit
dem Anstieg der Herzfrequenz, dem Grad der Dehydratation und den Elektrolytverlusten. Die
CpALD bleibt auch Stunden nach der Belastung noch erhoht, wodurch eine Art Langzeitef-

fekt entsteht, der mit einem Anstieg des Plasmavolumens einhergeht und einen schnellen
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Ausgleich von Fliissigkeits- und Elektrolytdefiziten gewéhrleistet (GUTHRIE 1982; MASRI,
et al. 1990; MCKEEVER, et al. 1992 und 2002b; MUNOZ, et al. 2010).

Bei Menschen mit kongestiver Herzinsuffizienz konnte ein Anstieg der CpALD wéhrend Be-
lastung festgestellt werden (FERRARI, et al. 1996; KATO, et al. 1996).

Uber den Effekt von korperlichem Training auf die Aldosteron Plasmakonzentration in Ruhe
(CpALDgR) bei Herzkranken gibt es kontroverse Aussagen. In einer Studie an Patienten mit
kongestiver Herzinsuffizienz zeigte sich nach einer 4-monatigen Trainingsperiode eine deut-
lich geringere CpALDg als zu Beginn des Trainings (BRAITH, et al. 1999). Eine andere Stu-
die konnte keinen signifikanten Effekt des Trainings auf die CpALD bei Herzkranken fest-
stellen (PASSINO, et al. 2006).

Die Auswirkung von korperlicher Belastung auf die CpALD bei Pferden mit Herzerkrankun-

gen wurde in der vorliegenden Studie erstmals untersucht.

3. Endothelin-1 (ET-1)

1985 fanden HICKEY und Kollegen in den Endothelzellen von Rinderaorten eine vasoaktive
Substanz, die dosisabhidngig zur Konstriktion isolierter Koronararterien von Rindern, Schwei-
nen und Hunden fiihrte (HICKEY, et al. 1985).

Diese Substanz, das Endothelin-1, wurde einige Jahre spiter erstmals von YANAGISAWA
und MASAKI aus dem Uberstand eines Kulturmediums aus porcinen Aortenendothelzellen
isoliert und sequenziert (YANAGISAWA and MASAKI 1989). An Schweinen konnte die
ET-1 Synthese durch Endothelzellen auch in vivo nachgewiesen werden. KLOOG und Mitar-
beiter endeckten und charakterisierten 1988 das Sarafotoxin (KLOOG, et al. 1988).
Sarafotoxin ist im Gift der Schlange Actractaspis engaddensis enthalten. Thre Aminosiurese-
quenz zeigt groBe Ahnlichkeit mit der Sequenz der Endothelingruppe. Safafotoxin bewirkt
rasch nach dem Biss der Schlange einen Herzstillstand. Es fiihrt zu einer massiven Vasokon-
striktion der Koronargefdfe, wirkt sehr stark positiv inotrop und verursacht kardiale Reizlei-
tungsstorungen.

Die groBe strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit der beiden Peptidgruppen erstaunte die
Forscher angesichts der todlichen Wirkung des Toxins gegeniiber dem physiologisch im En-
dothel von Sdugetieren vorkommenden Endothelins. Die Vermutung lag nahe, dass Endothe-

lin unter pathologischen Bedingungen dhnlich toxische Wirkung haben konnte und daher an
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der Pathophysiologie kardiovaskuldrer Erkrankungen beteiligt sein kdnnte, was sich zu einem

spateren Zeitpunkt bestétigen sollte (KLOOG, et al. 1988).

3.1. Struktur, Isopeptide und Synthese

Endothelin-1 ist ein Polypeptid, bestehend aus 21 Aminosduren (Abbildung 3). Zum Endo-
thelin-System gehoren neben ET-1 noch 3 weitere Isopeptide: ET-2, ET-3 (INOUE, et al.
1989) und ET-4, das nur im Intestinaltrakt exprimiert wird (SAIDA, et al. 1989). Die Isopep-
tide werden von verschiedenen Genen codiert, sind sich strukturell aber sehr dhnlich, denn sie
bestehen alle aus 21 Aminosédureresten und unterscheiden sich voneinander in nur wenigen
Aminoséurepositionen (YANAGISAWA, et al. 1988). Die Aminosduresequenz der einzelnen
Endotheline ist unter Sdugetieren sehr dhnlich (TAKASUKA, et al. 1994). Das reife ET-1 von
Menschen, Ratten, Schweinen, Rindern und Hunden ist zu 100 % identisch. Beim Prépro-ET-
1, einer Vorstufe des reifen ET-1, betrdgt die Interspezieshomologie dagegen nur zwischen 68
% und 78% (SAKURALI, et al. 1991).

ET-1 wird in verschiedenen Geweben synthetisiert und freigesetzt. Dazu gehoren Gefédl3en-
dothelzellen, kardiale Myozyten und Fibroblasten (GRAY, et al. 1998). Daneben wurde die
Synthese auch in mesangialen (SAKAMOTO, et al. 1990) und juxtaglomeruldren (CHEN, et
al. 1993) Zellen der Nieren, im Endometrium (ECONOMOS, et al. 1992), in Epithelzellen
der Lunge (BLACK, et al. 1989; GIAID, et al. 1991) und in Makrophagen (EHRENREICH,
et al. 1990) nachgewiesen.

Der erste Schritt der ET-1-Biosynthese besteht in der Synthese eines Prépropeptids, dem Pra-
pro-ET-1 (YANAGISAWA, et al. 1988) als primdrem Transkriptionsprodukt. Durch die Ab-
spaltung eines kurzen Signalpeptids entsteht daraus das Pro-ET-1. Dieses wird im néchsten
Schritt durch eine Furin-Konvertase proteolytisch gespalten, so dass das inaktive Vorldufer-
peptid Big-ET-1 entsteht (DENAULT, et al. 1995).

Die Umwandlung des Big-ET-1 zum aktiven ET-1 erfolgt erst durch die Endothelin-
Converting-Enzyme 1 (ECE-1) (XU, et al. 1994) und 2 (ECE-2) (EMOTO and
YANAGISAWA 1995), Chymasen (WYPIJ, et al. 1992) und nicht-ECE-Metalloproteinasen
(IKEDA, et al. 1999).
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Abbildung 3: Humanes Endothelin-1, Aminosiurekodierung nach dem Einbuchstabensystem (siche
Abkiirzungsverzeichnis)

3.2. Rezeptoren

Endothelin-Rezeptoren sind  G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vom Rhodopsin-Typ
(MASAKI, et al. 1991). Bei Sédugetieren kommen 3 Rezeptortypen vor (LUSCHER and
BARTON 2000). Der ET-A- Rezeptor (ARAL et al. 1990), der ET-B-Rezeptor (SAKURALI,
et al. 1990) und ein kombinierter ANG-II/ET-1-Rezeptor, der vor allem in zerebralem und
kardialem Gewebe exprimiert wird (RUIZ-OPAZO, et al. 1998). ET-A und ET-B-Rezeptoren
finden sich in zahlreichen verschiedenen Geweben (DAVENPORT, et al. 1989).
ET-A-Rezeptoren wurden im Herz-Kreislauf-System, dem Atmungstrakt, dem ZNS, im Uro-
genitaltrakt, im Gastrointestinaltrakt und im Pankreas nachgewiesen. ET-B-Rezeptoren kom-
men im Herz-Kreislauf-System, dem Atmungstrakt, dem ZNS, in Knochengewebe, in den
Nieren und Pankreas vor (WATTS 2010).

Beide Rezeptorsubtypen, ET-A und ET-B, kommen auch in der Zona glomerulosa der NNR
vor (KAPAS, et al. 1996).

Am Herz finden sich ET-A und ET-B Rezeptoren zahlreich verteilt in Herzmuskelzellen, im
Endokard, sowie im Reizbildungs- und Reizleitungssystem (RUSSELL and MOLENAAR
2000).

Die Affinitit der Isopeptide zum ET-A-Rezeptor ist unterschiedlich. ET-1 und ET-2 haben
eine sehr viel hohere Affinitdt zum ET-A-Rezeptor als ET-3. Der ET-B-Rezeptor ist dagegen
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nicht selektiv, so dass alle 3 Isopeptide eine dhnliche Bindungsaffinitit zu diesem Rezeptor

aufweisen (SAKURALI, et al. 1990; WATTS 2010).

3.3. Regulation der Rezeptoraktivitit

Die Synthese des ET-1 wird zum {liberwiegenden Teil auf Ebene der messenger Ribonuklein-
sdure (MRNA) -Transkription (YANAGISAWA, et al. 1988), und zu einem kleineren Teil
durch posttranskriptionale Modifikation geregelt.

Zahlreiche verschiedene physikalische und chemische Faktoren bewirken eine vermehrte oder
eine verringerte ET-1-Synthese. Zu denjenigen Einflussfaktoren, die eine vermehrte ET-1-
Synthese bzw. Freisetzung bewirken, gehoren die Zytokine Transforming Growth Factor B
(TGF-B) (KURIHARA, et al. 1989) und Tumor Nekrose Faktor a (TNF-a) (MARSDEN and
BRENNER 1992), Thrombin (BOULANGER and LUSCHER 1990), Sauerstoffmangel
(KOUREMBANAS, et al. 1991), Insulin (HU, et al. 1993), Testosteron (PEARSON, et al.
2008) und ANG-II (PEARSON, et al. 2008), sowie Scherstress und mechanische Dehnung als
physikalische Faktoren (MACARTHUR, et al. 1994; MALEK and [ZUMO 1992;
YOSHIZUMLI, et al. 1989).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass auch Aldosteron eine Hochregulation der ET-1 Genex-
pression u.a. an den Herzmuskelzellen bewirkt (DOI, et al. 2008; WONG, et al. 2007).
Gehemmt wird die ET-1-Genexpression auf posttranskriptionaler Ebene durch vasodilatatori-
sche und blutdrucksenkende Faktoren wie ANP (GLENN, et al. 2009; HU, et al. 1992) und
NO (BOULANGER and LUSCHER 1990).

Die Freisetzung von ET-1 aus ET-1-produzierenden Zellen erfolgt zum einen kontinuierlich
ohne Zwischenspeicherung. Zum anderen wurde ET-1 in sogenannten Weibel-Palade-
Korperchen nachgewiesen. Diese Zellorganellen dienen als Speicherorgane fiir diverse Me-
diatoren und sind ausschlieBlich im GefaBendothel lokalisiert. Aus ihnen kann ET-1 auf be-

stimmte Stimuli hin schnell durch Exozytose freigesetzt werden (OZAKA, et al. 1997).

3.4. Die wichtigsten Effekte des ET-1

Uber die PLC/IP3/DAG Signalkaskade setzt ET-1 Calcium aus intrazelluldren Calciumspei-
chern frei (GARDNER, et al. 1992; GIANNESSI, et al. 2001). An GefdBmuskelzellen fiihrt
dieser Calciumeinstrom zur Vasokonstriktion. Der vasokonstriktorische Effekt entspricht dem
des ANG-II, setzt jedoch etwas spdter ein und hélt wesentlich ldnger an (CLARKE, et al.
1989).
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Der second messenger DAG stimuliert die PKC und ihre Isoenzyme, die wiederum Na+/H+
und Na+/Ca++ Antiporter aktivieren, wodurch der intrazelluldre pH-Wert ansteigt. Der ver-
anderte pH-Wert sensibilisiert die kardialen Myofilamente fiir Calcium und bewirkt au3erdem
einen Einstrom von Calciumionen aus dem Extrazellularraum. Beide Effekte erhohen die
Kontraktionskraft der Herzmuskelzellen. (KRAMER, et al. 1991). Allerdings scheint es auch
speziesspezifische Unterschiede in der Wirkung von ET-1 auf die Kontraktionskraft myokar-
dialer Zellen zu geben (DE GIUSTI, et al. 2008).

ET-1 aktiviert auch die NADPH-Oxidase, wodurch vermehrt ROS gebildet werden, die
Na+/H+ Antiporter stimulieren (SNABAITIS, et al. 2002) und so zum positiv inotropen Ef-
fekt von ET-1 beitragen (CINGOLANI, et al. 2006). Die PKC und die ERK 1/2 sind ebenfalls
an diesem Effekt beteiligt (SNABAITIS, et al. 2002).

In vitro zeigt ET zudem ein direktes proarrhythmogenes Potential (YORIKANE and KOIKE
1990; YORIKANE, et al. 1990). Dabei spielen der durch ET vermittelte intrazelluldre Anstieg
der Calciumkonzentration und die proproliferative Wirkung auf Fibroblasten eine wichtige
Rolle (GREISER, et al. 2011).

Uber die Isoenzyme der PKC und den ERK 1/2 Signalweg wird die proproliferative Wirkung
des ET-1 vermittelt. So stimuliert ET-1 die Proliferation von Gefal3- und Herzmuskelzellen,
kardialen Fibroblasten (NISHIZUKA 1986; PIACENTINI, et al. 2000) und glatten Muskel-
zellen der Bronchien (WHELCHEL, et al. 1997).

Auch eine Reihe kleiner G-Proteine wie Ras werden durch ET-1 aktiviert und sind mit kardia-
ler Hypertrophie assoziiert. Sie aktivieren ihrerseits den ERK 1/2 Signalweg, was eine Reihe
von Signalproteinen wie die PLA2 und Transkriptionsfaktoren beeinflusst, wodurch das
Zellwachstum moduliert werden kann.

Uber andere Proteinkinasen wie JNKs und P38-MAPKs kann ET-1 zytoprotektive, prohyper-
trophe oder proapoptotische Effekte vermitteln (SUGDEN 2003).

Uber NF-kB und die Freisetzung von Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6
(IL-6) wirkt ET-1 proinflammatorisch (YANG, et al. 2004). Zudem stimulieren diese und
andere Zytokine wiederum die Endothelinausschiittung (KAHALEH and FAN 1997).

Die iiber ET-B Rezeptoren vermittelten Effekte von ET-1 stehen den ET-A vermittelten Ef-
fekten entgegen, so dass die Wirkung von ET-1 auch von der Rezeptorverteilung abhéngt.
Uber ET-B-Rezeptoren vermittelt hat ET-1 eine negativ inotrope Wirkung (LEITE-
MOREIRA and BRAS-SILVA 2004; LEITE-MOREIRA 2003), kann die Apoptose von Zel-
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len induzieren (OKAZAWA, et al. 1998) und die Synthese von Vasodilatatoren wie NO
(HIRATA, et al. 1993) und Prostacyclin (SEO, et al. 1994) stimulieren.

Des weiteren scheint der ET-B-Rezeptor fiir den Abbau von ET-1 von Bedeutung zu sein
(FUKURODA, et al. 1994). Im Lungenparenchym, wo ein groBer Teil des ET-1 abgebaut
wird (DUPUIS, et al. 1994 und 1996; SIRVIO, et al. 1990), finden sich vor allem ET-B Re-
zeptoren (NAKAMICHI, et al. 1992). Die Plasmahalbwertszeit von ET-1 betrigt nur 1-2 Mi-
nuten (WEITZBERG, et al. 1991).

Das Endothelin-System ist eng mit dem RAAS verkniipft. Mehrere Untersuchungen belegen
einen hemmenden Effekt von ET auf die Reninausschiittung aus den Nieren (ACKERMANN,
et al. 1995; BEIERWALTES and CARRETERO 1992; MOE, et al. 1991), wihrend die Aldo-
steronausschiittung durch ET-1 direkt an der Zona glomerulosa stimuliert wird (ANDREIS, et
al. 2001; HINSON, et al. 1991; MORISHITA, et al. 1989; ZENG, et al. 1992). ANG-II stimu-
liert wiederum die ET-1 Synthese (GLENN, et al. 2009; GRAY, et al. 1998; PEARSON, et al.
2008).

ET-1 interagiert nicht nur mit dem RAAS, sondern auch mit dem natriuretischen-Peptid-
System. ET-1 stimuliert die kardiale ANP- und BNP- Freisetzung (FUKUDA, et al. 1988;
MILLER, et al. 1989; SUZUKI, et al. 1992). ANP hemmt wiederum in einem negativen
Feedback-Mechanismus die Ausschiittung von ET-1 (GLENN, et al. 2009).

3.5. Die CpET-1 als kardialer Marker in der Humanmedizin

Eine chronisch hohe ET-1 Plasmakonzentration (CpET-1) begiinstigt das Fortschreiten von
Herzerkrankungen. Denn wie ANG-II und ALD ist auch ET-1 an kardialen und vaskuldren
Umbauprozessen wie Fibrosierung und Hypertrophie beteiligt. Zudem stimuliert es die Aldo-
steronausschiittung, so dass sich die negativen Effekte beider Neurohormone synergisieren.
Des Weiteren stimuliert ET-1 Entziindungsreaktionen, fordert die Entstehung atrialer und
ventrikuldrer Arrhythmien und erh6ht durch seine vasokonstriktorischen Eigenschaften die
Nachlast des Herzens.

Bei Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz ist die CpET-1 ein unabhingiger prognosti-
scher Marker fiir die Sterblichkeit. Eine hohe CpET-1 korreliert mit einer hoheren Mortalitit
(GALATIUS-JENSEN, et al. 1996; LATINI, et al. 2004; POUSSET, et al. 1997; SELVAIS,
et al. 2000; VAN BENEDEN, et al. 2004; WEI, et al. 1994).

Dabei iibersteigt die Aussagekraft der CpET-1 beziiglich des Uberlebens sogar die der natriu-
retischen Peptide ANP und BNP (VAN BENEDEN, et al. 2004).
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AuBlerdem ist die CpET-1 ein Marker fiir den Schweregrad der Herzinsuffizienz, wobei die
hochsten Werte bei Patienten mit hochgradiger (hgr.) Herzinsuffizienz gefunden wurden
(GALATIUS-JENSEN, et al. 1996; WEI, et al. 1994). Die CpET-1 korreliert mit verschiede-
nen kardialen Funktionsparametern wie der linksventrikuldren Ejektionsfraktion (WEI et al.
1994) und ist bei Patienten mit systolischer Herzinsuffizienz ein Marker fiir die linksventriku-
lare Dysfunktion (KOCHEGURA, et al. 2013). WEI und Mitarbeiter konnten allerdings kei-
nen Unterschied in der CpET-1 gesunder Menschen gegeniiber asymptomatischen und ggr.
symptomatischen Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz feststellen (WEI, et al. 1994).
Auch bei Patienten mit Herzinfarkt hat sich ET-1 als prognostischer Biomarker erwiesen

(EITEL, et al. 2010).

3.6. Die CpET-1 als kardialer Marker in der Tiermedizin

Bei Hunden mit symptomatischer kongestiver Herzinsuffizienz wurde eine signifikant héhere
CpET-1 als bei gesunden Hunden festgestellt (CAVERO, et al. 1990; PROSEK, et al. 2004).
PROSEK und Mitarbeiter fanden dabei auch eine Korrelation der CpET-1 mit folgenden Pa-
rametern: dem linken Vorhofdurchmesser im Verhéltnis zum Durchmesser der Aortenwurzel
(LA/Ao Ratio), dem linksventrikuldren inneren Durchmesser in der Diastole (LVIDd) und
dem linksventrikuldren inneren Durchmesser in der Systole (LVIDs) (PROSEK, et al. 2004).
Auch bei Katzen mit Herzinsuffizienz unterschiedlicher Ursache wurde eine hohere CpET-1
gegeniiber gesunden Katzen gefunden, wobei die Werte von Katzen mit kongestiver Herzin-
suffizienz hoher waren als die Werte von Katzen ohne kongestive Herzinsuffizienz
(PROSEK, et al. 2004).

Zum prognostischen Wert der CpET-1 gibt es unterschiedliche Aussagen. Wihrend
TESSIER-VETZEL und Mitarbeiter eine Korrelation der CpET-1 bei Hunden mit Herzer-
krankungen mit dem Schweregrad der Erkrankung fanden (TESSIER-VETZEL, et al. 2006),
konnten FUKUMOTO und Mitarbeiter bei Hunden mit chronisch degenerativen Klappener-
krankungen keine solche Korrelation finden (FUKUMOTO, et al. 2014).

Bei Hunden mit Dyspnoe hat sich die CpET-1 als diagnostischer Biomarker fiir eine konge-
stive Herzinsuffizienz erwiesen. Dabei zeigten Hunde mit Herzerkrankung héhere Werte als
Hunde ohne Herzerkrankung (PROSEK, et al. 2007). Auch TESSIER-VETZEL und Mitar-
beiter konnten bei Hunden mit geringgradigen (ggr.) bis mittelgradigen (mgr.) Symptomen
anhand der CpET-1 zwischen herz- und lungenkranken Tieren unterscheiden (TESSIER-
VETZEL, et al. 2006).
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Bei Pferden mit Herzerkrankungen wurde die CpET-1 in der vorliegenden Arbeit erstmals

untersucht.

3.7. Einfluss von koérperlicher Belastung auf die CpET-1

Zum Einfluss von akuter Belastung auf die CpET-1 existieren kontroverse Aussagen.

Mehrere humanmedizinische Studien beschreiben eine gegeniiber der CpET-1 in Ruhe
(CpET-1gr) reduzierte CpET-1 nach Belastung (CpET-1g) (ALLEVARD, et al. 1991;
CAMSARL, et al. 2003; MAEDA, et al. 2004; MATSAKAS and MOUGIOS 2004). Andere
Studien kommen zu gegenteiligen Ergebnissen (MAEDA, et al. 1994; MATSAKAS and
MOUGIOS 2004) oder finden keinen Unterschied zwischen CpET-1g und CpET-1p (GILES,
et al. 2011; LENZ, et al. 1998; LETIZIA, et al. 1995; PETIDIS, et al. 2008).

Korperliches Training scheint die CpET-1 zu beeinflussen. MATSAKAS und MOUGIOS,
sowie OTSUKI und Mitarbeiter verglichen die CpET-1 von gesunden trainierten und untrai-
nierten Menschen in Ruhe und nach Belastung. Die CpET-1g war bei untrainierten hoher als
die CpET-1g und bei trainierten Personen geringer als die CpET-1g (MATSAKAS and
MOUGIOS 2004; OTSUKI, et al. 2007). Folglich steigt die CpET-1 bei gesunden untrainier-
ten Menschen nach korperlicher Belastung an, wihrend sie bei trainierten Menschen gegen-
iiber den Ruhewerten unveréndert bleibt oder gar absinkt, was auch MAEDA und Mitarbeiter
in mehreren Untersuchungen bestétigen konnten (MAEDA, et al. 1994, 2004 und 2009).

Bei Menschen mit chronischer Herzinsuffizienz konnte kein signifikanter Unterschied zwi-
schen CpET-1g und CpET-1p festgestellt werden (MCMURRAY, et al. 1992). Training
scheint bei herzkranken Menschen keinen Einfluss auf die CpET-1 zu haben (CALLAERTS-
VEGH, et al. 1998).

Ebenso kontrovers wie in der Humanmedizin, sind die Aussagen zur Auswirkung von Bela-
stung auf die CpET-1 bei gesunden Pferden. MCKEEVER und Mitarbeiter fanden einen An-
stieg der CpET-1 durch Belastung (MCKEEVER, et al. 2002a). In einer anderen Studie konn-
te dagegen kein Unterschied zwischen CpET-1g und CpET-1pg im Zusammenhang mit subma-
ximaler Laufbandbelastung bei untrainierten Pferden festgestellt werden (MCKEEVER und
MALINOWSKI 1999).

Die Auswirkung von korperlicher Belastung auf die ET-1 Antwort bei herzkranken Pferden

wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals untersucht.
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4. Atriales Natriuretisches Peptid (ANP)

Bereits 1956 identifizierte KISCH Granula in den Herzvorhéfen von Meerschweinchen, die
denen in endokrinen Zellen &hnelten (KISCH 1956). Allerdings blieb die Bedeutung dieser
Entdeckung bzw. die Funktion der Granula noch bis in die achtziger Jahre unbekannt.

DE BOLD und Mitarbeiter entdeckten Anfang der achtziger Jahre, dass die Injektion eines
Extraktes aus Herzvorhofgewebe bei Ratten die Ausscheidung von Natrium iiber den Harn
erhoht (DE BOLD, et al. 1981). SchlieBlich wurde 1984 die Aminosduresequenz des huma-
nen ANP vollstindig aufgedeckt (KANGAWA and MATSUO 1984).

4.1. Struktur und Synthese

ANP (auch atriales natriuretisches Peptid, A-Typ-natriuretisches Peptid) ist ein Peptidhor-
mon, das aus 28 Aminosiduren besteht.

Die Familie der natriuretischen Peptide besteht neben ANP aus weiteren Peptiden, die dem
ANP strukturell sehr dhnlich sind. Dazu gehoéren das brain natriuretic peptide oder B-Typ-
natriuretische-Peptid (BNP) (SUDOH, et al. 1988) und das C-Typ-natriuretische-Peptid
(CNP) (SUDOH, et al. 1988), von dem 4 Isoformen bekannt sind. Ein weiteres Peptid, das
Urodilatin, wird ausschlieBlich in den Nieren synthetisiert. Es ist strukturell mit dem ANP
identisch, besitzt jedoch 4 zusitzliche Aminosduren (SCHULZ-KNAPPE, et al. 1988).

2 weitere Peptide kommen nicht bei Sdugetieren vor: Das Dendroaspis-natriuretische-Peptid
(DNP), das aus dem Speichel der griinen Mamba isoliert wurde (SCHWEITZ, et al. 1992)
und das Ventrikel-natriuretische-Peptid (VNP), welches nur bei Fischen vorkommt (TAKEI,
etal. 1991).

Das charakteristische strukturelle Merkmal aller natriuretischen Peptide ist ein Ring aus 17
Aminoséduren, der zwischen 2 Cysteinresten durch eine Disulfidbriicke zusammengehalten
wird (KOLLER and GOEDDEL 1992). Trotz der strukturellen und funktionellen Ahnlichkeit
unter den natriuretischen Peptiden, wird jedes der Peptide von einem eigenen Gen kodiert
(ARDEN, et al. 1995).

Hauptsyntheseort von ANP ist das Herz. Wéhrend der Embryonalentwicklung wird ANP in
den atrialen und ventrikuldren Kardiomyozyten, sowie im kardialen Reizleitungssystem syn-
thetisiert. Auch bei Neugeborenen ist noch eine nennenswerte ANP-Synthese in den Ventri-

keln nachweisbar. Danach féllt die Syntheserate in den Ventrikeln kontinuierlich ab und fin-
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det einige Wochen post partum fast ausschlieBlich in atrialen Kardiomyozyten und im ventri-
kuldren Reizleitungssystem statt (JOUGASAKI, et al. 1989; WU, et al. 1988).

Im rechten Vorhof wird offenbar mehr ANP synthetisiert als im linken (MIFUNE, et al.
1991).

ANP wird auch in zahlreichen extrakardialen Geweben synthetisiert. Allerdings ist die Ge-
nexpression in diesen Geweben wesentlich geringer als in kardialen Geweben (DAGNINO, et
al. 1991). Nachgewiesen wurde die Synthese in Nebennierenmark (MOREL, et al. 1988),
Lunge (GARDNER, et al. 1986; GUTKOWSKA, et al. 1987), Darm (VOLLMAR 1990),
Milz (THROSBY, et al. 1991), ZNS (GARDNER, et al. 1987), Hypophyse (GARDNER, et
al. 1986), Thymus, Milz, Lymphknoten (VOLLMAR, et al. 1990; VOLLMAR and SCHULZ
1990a; b) und Ovarien (GUTKOWSKA and NEMER 1989).

Die Synthese verlduft dhnlich wie bei anderen Peptidhormonen. Zunéichst wird von den Kar-
diomyozyten ein Prapropeptid aus 151 Aminosduren synthetisiert. Aus diesem wird durch
Abspaltung eines 25 Aminosduren langen Signalpeptids das pro-ANP gebildet (POTTER, et
al. 2006). Pro-ANP wird in Granula gespeichert (RICHTER, et al. 1998). Erst nach der Frei-
setzung aus den Granula der Herzmuskelzellen entsteht aus dem Prohormon in einem weite-
ren Schritt das aktive Peptid ANP (BLOCH, et al. 1985). Corin, eine Serin-Protease, hat die
Aufgabe eines pro-ANP-converting-Enzyms. Es spaltet das inaktive 126 Aminosduren lange
pro-ANP in N-terminales-pro-ANP (NT-pro-ANP) und das 28 Aminosduren lange biologisch
aktive ANP (YAN, et al. 2000). Nicht nur ANP, sondern auch die inaktiven Vorstufen NT-
pro-ANP und pro-ANP zirkulieren im Blut (BUCKLEY, et al. 1990; FRANZ, et al. 2001;
THIBAULT, et al. 1988). Im Gegensatz zum sehr speziesspezifischen proBNP (GOETZE
2010) und BNP (KOLLER and GOEDDEL 1992; LIU, et al. 2002), ist die Aminosdurestruk-
tur von proANP bei verschiedenen Sdugetieren sehr dhnlich. So sind humanes und equines
pro-ANP zu 88% homolog (RICHTER, et al. 1998). Eine noch weit hohere Interspeziesho-
mologie besteht beim biologisch aktiven ANP. Das ANP von Pferden ist zu 100% identisch
mit dem ANP von Rindern, Schafen, Schweinen, Hunden, Katzen und Menschen (BIONDO,
et al. 2002; FORSSMANN, et al. 1998).

4.2. Rezeptoren

Bisher sind 4 Rezeptoren bekannt, die natriuretische Peptide binden. Der natriuretische-

Peptid-Rezeptor-A (NPR-A, syn. NPR1 oder GC-A), der natriuretische-Peptid-Rezeptor-B
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(NPR-B, syn. NPR2 oder GC-B) und der natriuretische-Peptid-Rezeptor-C (NPR-C, syn.
NPR3)

(CHANG, et al. 1989; PORTER, et al. 1990; SCHULZ, et al. 1989).

ANP bindet an NPR-A, -B und -C, jedoch mit unterschiedlich hoher Affinitit. Die hochste
Bindungsaffinitdt hat ANP zum NPR-A und NPR-C; eine niedrigere Affinitit besteht zum
NPR-B (SUGA, et al. 1992). Sowohl NPR-A als auch NPR-B sind membranstindige Guany-
latcyclasen, die sich an der Zelloberfldche befinden. Diese homodimeren enzymgekoppelten
Rezeptoren bestehen aus einer intrazelluliren Domine, einem Transmembransegment und
einer extrazelluliren Doméne (ECD). Die intrazellulire Doméine unterteilt sich in eine Gua-
nylatcyclase (CG)-Domine und eine Kinase-homologe-Doméne (KHD) (CHINKERS, et al.
1989).

Der NPR-C dhnelt strukturell dem NPR-A und NPR-B, ist aber im Gegensatz zu diesen ein
G-Protein gekoppelter Rezeptor. Er besitzt keine Guanylatcyclase- oder Proteinkinase-
Aktivitit. Stattdessen weist der Rezeptor in der intrazelluldren, zytoplasmatischen Doméne
ein Peptid auf, das selektiv G-Proteine bindet (ANAND-SRIVASTAVA, et al. 1996;
MURTHY and MAKHLOUF 1999).

Der NPR-A konnte im gesamten Myokard, in endokardialen Zellen, Koronararterien und in
kleinen intramyokardialen Gefdllen nachgewiesen werden (SINGH, et al. 2006). Der NPR-A
befindet sich aber auch in zahlreichen extrakardialen Geweben wie z.B. Nieren, Nebennieren,
Lunge, Fettgewebe (SARZANI, et al. 1996) und Gehirn (HERMAN, et al. 1996b).

Der NPR-B befindet sich u.a. auf kardialen Myozyten (LIN, et al. 1995), im Gehirn
(HERMAN, et al. 1996b), in der Lunge, im Ileum, der Leber (SARZANI, et al. 1996), Ovari-
en (NOUBANI, et al. 2000) und Gefdflen (DEL RY, et al. 2011).

Der NPR-C wurde in Vorhof- und Ventrikelgewebe, Lunge, Nieren, Nebennieren, Gefal3en-
dothel (FULLER, et al. 1988; LIN, et al. 1995; WILCOX, et al. 1991) und Gehirn nachgewie-
sen (HERMAN, et al. 1996a) Die 3 ANP bindenden Rezeptoren wurden zudem auf kardialen
Fibroblasten gefunden (LIN, et al. 1995).

4.3. Regulation der Synthese und Sekretion

Im inaktiven Zustand liegen NP-Rezeptoren als Homodimere und Oligomere vor. Thre KHD

ist mehrfach phosphoryliert, wodurch die Guyanylatcyclase-Aktivitat unterdriickt wird.
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Die Bindung von ANP an den Rezeptor bewirkt dessen Konformationsédnderung und fiihrt zur
Aktivierung der CG und zur Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in cyclisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) (CHINKERS, et al. 1989). CGMP wiederum reguliert eine
Reihe von Proteinen, wie verschiedene cGMP-abhéngige Ionenkanéle und die Proteinkinasen
1 (PKG1) und 2 (PKG2), die fiir die Effekte des ANP verantwortlich sind.

Die Bindung von ANP an den Rezeptor bewirkt eine Downregulation des Rezeptors
(HIRATA, et al. 1985).

ANP wird kontinuierlich im Vorhofmyokard synthetisiert und gespeichert. Verschiedene Fak-
toren konnen die Synthese und Freisetzung stimulieren. Eine hohe Wandspannung in den
Vorhofen gilt als Hauptstimulus fiir eine verstdrkte ANP Freisetzung und Wirkung (DIETZ
1984; 2005). Dies gilt sowohl fiir den linken Vorhof als auch fiir den rechten Vorhof
(HAASS, et al. 1988). Andere Faktoren sind Glucocorticoide, antidiuretisches Hormon
(ADH), ANG-III, ANG-(1-9), ANG-(1-7), ROS und proinflammatorische Zytokine wie IL-6
(CHA, et al. 2013; LIU, et al. 2011; MANNING, et al. 1985; PARK, et al. 2013; SHAH, et al.
2011; SHAH, et al. 2010; TANAKA, et al. 2004).

Gehemmt wird ANP durch CNP (LEE, et al. 2000), ANG-II (OH, et al. 2011), NO
(LESKINEN, et al. 1995; SKVORAK and DIETZ 1997) und andere Faktoren wie Histamin
(LI, et al. 2003), Somatostatin (GAO, et al. 2011) und eine restriktive Salzaufnahme
(SUDHIR, et al. 1989).

Alle natriuretischen Peptide werden iiber den Clearance-Rezeptor NPR-C (MAACK, et al.
1987) und durch Enzyme abgebaut. Uber die Bindung an NPR-C wird ANP lysosomal hydro-
lysiert. Der Rezeptor wird danach internalisiert, recycled und gelangt anschlieBend wieder an
die Zelloberflache. Die Internalisierung des Rezeptors findet allerdings auch unabhingig von
der Bindung eines Liganden statt (COHEN, et al. 1996). Die Expression des NPR-C wird
durch ANG-II und durch Katecholamine reguliert. Eine hohe ANG-II-Plasmakonzentration
hemmt die NPR-C Genexpression und hemmt somit den Abbau von ANP (YOSHIMOTO, et
al. 1996). Zu den ANP abbauenden Enzymen gehdren die Endopeptidase Neprilysin (NEP)
(SONNENBERG, et al. 1988) und das Insulin-degradierende-Enzym (IDE) (MULLER, et al.
1992). NEP ist in vielen Geweben anzutreffen und sorgt auch fiir den Abbau zahlreicher an-
derer Peptide, darunter Endothelin (OEFNER, et al. 2000) und ANG-II (RICE, et al. 2004).
ANP wird in vivo sehr schnell abgebaut. Die Halbwertszeit (HWZ) im Plasma betridgt nur 2-5
min (RUSKOAHO 2003), und kann speziesspezifisch etwas variieren (POTTER 2011).
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Der Abbau findet hauptsidchlich in der Lunge, aber auch in Leber und Nieren statt
(HOLLISTER, et al. 1989). Die Plasma-HWZ von proANP betrdgt bei Menschen etwa 1 h,
bei Hunden 45 min (ACKERMAN, et al. 1992) und ist damit deutlich ldnger als die HWZ des
ANP (YANDLE, et al. 1986). Das N-terminale Fragment des proANP hat mit etwa 50 min
(Ratte) (THIBAULT, et al. 1988) eine bis zu 10 mal lingere HWZ als ANP und eine dhnliche
HWZ wie proANP. Wie grof} allerdings die speziesspezifischen Unterschiede in der HWZ
von NT-pro-ANP und pro-ANP sind, ist nicht bekannt.

Uber den Metabolismus von proANP und NT-pro-ANP ist wenig bekannt. Allerdings finden
sich proANP und NT-pro-ANP im Urin, so dass ein renaler Ausscheidungsmechanismus
vermutet wird (WYETH, et al. 1990).

Durch die langere HWZ und die geringe biologische Aktivitdt von proANP und NT-pro-ANP
ist die Plasmakonzentration von proANP und NT-pro-ANP hoher als die Plasmakonzentration
von ANP. So ist beim Pferd eine 30 mal hohere Plasmakonzentration von NT-pro-ANP ge-
geniiber ANP nachgewiesen worden (KOKKONEN, et al. 1999).

4.4. Die wichtigsten Effekte des ANP

Das Peptidhormon ANP wirkt zum einen auf endokriner Ebene und weist zum anderen auto-
krine und parakrine Aktivitdt auf.

Uber die kardiale Synthese gelangt ANP in die Blutzirkulation, um in verschiedenen periphe-
ren Geweben seine Wirkung zu entfalten. Gleichzeitig hat es direkte Wirkung auf das Myo-
kard.

In extrakardialen Geweben, wo ANP nur in sehr geringen Mengen sezerniert wird, wirkt es
vor allem auf autokrine und parakrine Weise, also auf die sezernierenden Zellen selbst und
auf direkt benachbarte Zellen (DAGNINO, et al. 1991; MORISHITA, et al. 1994).

Die vielfiltigen Effekte von ANP sind sehr zell- und organspezifisch: Am Herz hat ANP ei-
nerseits durch seine lokalen, andererseits durch seine systemischen Effekte eine protektive
Wirkung. Vermittelt tiber lokale, kardiale NPR-A kann ANP das Wachstum kardialer Mus-
kelzellen modulieren und wirkt hemmend auf fibrotische Prozesse (OLIVER, et al. 1997).
Der antihypertrophe Effekt wird hauptsichlich iiber die ANP induzierte Hemmung der Calci-
neurin/nuclear factor of activated T cells (NFAT) -Signalkaskade vermittelt. Calcineurin ist
eine calciumabhédngige Phosphatase, die den Transkriptionsfaktor NFAT dephosphoryliert

und transloziert und mit myokardialer Hypertrophie assoziiert ist.
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Der antifibrotische Effekt von ANP kommt durch die Antagonisierung der Wirkung von
TGF-B1 tiber die cGMP/PKG Signalkaskade in kardialen Fibroblasten zustande. ANP hemmt
die TGF-B1 induzierte Umwandlung von kardialen Fibroblasten zu Myofibroblasten, sowie
die Kollagensynthese und Proliferation kardialer Fibroblasten (LI, et al. 2008). Auferdem
unterdriickt ANP die Genexpression von ET-1 in kardialen Fibroblasten, wodurch die profi-
brotische Wirkung des ET-1 verhindert wird (GLENN, et al. 2009).

Kontrovers diskutiert wird, ob ANP einen inotropen Effekt auf das Myokard hat. MIAO und
Mitarbeiter konnten einen negativ inotropen und chronotropen Effekt von ANP auf die Vor-
hofkontraktion nachweisen (MIAO, et al. 2010). ANP kann offenbar iiber die
cGMP/Phosphodiesterase 2 (PDE2)/cAMP Signalkaskade kardiale Calciumkanile beeinflus-
sen und so den Einstrom von Calcium in die Zellen steuern (MIAO, et al. 2010).

ANP hat zudem ein antiinflammatorisches Potenzial. Uber Prostaglandin-E-1I (PGE-II),
TNFa und Lipopolysaccharide (LPS) mediierte Entziindungsprozesse konnen durch ANP
iiber eine Reduktion der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB gehemmt und die en-
dotheliale Barrierefunktion geschiitzt werden. Diese Eigenschaften wurden vor allem in Lun-
gengewebe beobachtet (FURST, et al. 2008; KIEMER, et al. 2002; MORI, et al. 2010; XING
and BIRUKOVA 2010). In der Lunge wirkt ANP zudem bronchienerweiternd (HULKS and
THOMSON 1994).

ANP steht mit seinen Effekten dem RAAS entgegen: In den Nieren hemmt ANP die Reninse-
kretion (BURNETT, et al. 1984) und die renale Wirkung von ANG-II. Dies geschieht iiber
c¢GMP und eine Reduzierung der cAMP und PLC Aktivitdt (HARRIS, et al. 1987; KURTZ, et
al. 1986). Auch die Aldosteronsekretion wird direkt in der NNR {iber die cGMP/cAMP Si-
gnalkaskade und indirekt iiber die reduzierte Reninplasmakonzentration und folglich reduzier-
te CpANG-II gechemmt (ATARASHLI, et al. 1984; CHARTIER, et al. 1984; MACFARLAND,
et al. 1991). In der Konsequenz wird die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) gesteigert und
vermehrt Natrium und Wasser ausgeschieden, wodurch der Blutdruck sinkt (SCHNERMANN
and BRIGGS 1987). Zum blutdrucksenkenden, natriuretischen und diuretischen Effekt von
ANP triagt auch die iiber NPR-C vermittelte verstdrkte NO Freisetzung bei (COSTA, et al.
20006).

Im Gehirn hemmt ANP {iber NPR-A die Vasopressinsekretion, reduziert den Salzappetit und
beeinflusst das Durstzentrum (BLACKBURN, et al. 1995).
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Im Diinndarm reduziert ANP die Natriumchlorid und Wasserabsorption. Uber den
PLC/IP3/Ca2+ und den PLC/DAG/PKC Signalweg stimuliert es iiber NPR-C zudem die Pan-
kreassekretion und beeinflusst dosisabhingig die Elektrolytzusammensetzung des Pankreas-
sekrets (GOWER, et al. 2003; MATSUSHITA, et al. 1991; SABBATINI 2009).

Im Magen wirkt ANP {iber NPR-A stimulierend auf die Somatostatinsekretion und hemmend

auf die Histamin- und Gastrinsekretion (GOWER, et al. 2003).

4.5. Die CpANP als kardialer Marker in der Humanmedizin

Wihrend der Pathogenese von Herzerkrankungen wird das natriuretische-Peptid-System ver-
starkt aktiviert. Mit seinen antifibrotischen, antihypertrophen, antiinflammatorischen, natriu-
retischen, diuretischen und blutdrucksenkenden Eigenschaften wirkt ANP dem RAAS entge-
gen.

Vor allem die erhdhte kardiale Wandspannung durch vermehrte Druck- und Volumenbela-
stung bei verschiedenen Herzerkrankungen fiihrt zur gesteigerten Synthese von ANP in den
Vorhofen, aber auch in den Ventrikeln (RUSKOAHO 2003) und so zu einer erhéhten ANP
Plasmakonzentration (CpANP).

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz kann die CpANP diagnostische Informationen liefern.
DAGGUBATI und Mitarbeiter untersuchten Patienten mit Herzinsuffizienz unterschiedlicher
Genese und fanden bei mittelgradig (mgr.) bis hochgradig (hgr.) erkrankten Patienten eine
deutlich hohere CpANP als bei Gesunden (DAGGUBATI, et al. 1997).

Auch bei Patienten mit Mitralklappeninsuffizienz und Aortenstenose wurde von mehreren
Autoren eine hohere CpANP als bei Gesunden gefunden. Dabei wurde auch festgestellt, daf3
die CpANP mit dem Schweregrad der Erkrankung anstieg, so dass im symptomatischen Sta-
dium hohere ANP-Werte gemessen wurden als bei Patienten im asymptomatischen Stadium
(DETAINT, et al. 2006; GERBER, et al. 2003; RADZISZEWSKI, et al. 1993; SUTTON, et
al. 2003).

Bei Patienten mit hochgradiger (hgr.) MVI, vergroertem linken Atrium und gleichzeitigem
Vorhofflimmern (VF) stellten SHIMAMOTO und Mitarbeiter allerdings eine reduzierte
CpANP fest. Die Autoren erkldren diese Beobachtung damit, dass eine chronische Volumen-
iiberladung des linken Atriums bei diesen Patienten zu degenerativen Verdnderungen der
atrialen ANP sezernierenden Myozyten des linken Atriums fiihre (SHIMAMOTO, et al.
2007).
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Sowohl GERBER und Mitarbeiter (GERBER, et al. 2003) als auch GROENNING und Mitar-
beiter (GROENNING, et al. 2001) konnten Korrelationen zwischen der CpANP und ver-
schiedenen kardialen Funktionsparametern wie dem Durchmesser des linken Atriums (LAD)
finden.

ANP im Plasma kann zudem auch als prognostischer Indikator von Nutzen sein.
SWEDBERG und Mitarbeiter fanden bei Patienten mit hochgradiger kongestiver Herzinsuffi-
zienz eine positive Korrelation zwischen der CpANP und der Mortalitit (SWEDBERG, et al.
1990).

Dennoch hat sich ANP als kardialer Marker in der Humanmedizin nicht durchgesetzt. Viel-
mehr wird routinemédfig zur Diagnose, Risikoeinschitzung und Verlaufskontrolle bei Herzer-
krankungen das wesentlich stabilere und dem ANP in seinen Eigenschaften als diagnostischer
und prognostischer Marker iiberlegene BNP und NT-proBNP bestimmt (VAN
KIMMENADE and JANUZZI 2009).

4.6. Die CpANP als kardialer Marker in der Tiermedizin

Bei Hunden mit Herzerkrankungen kann ANP wie beim Menschen diagnostische und progno-
stische Informationen liefern. Hunde mit okkulter und klinisch manifester DCM haben eine
signifikant hohere CpANP als gesunde Hunde. Die CpANP korreliert mit Funktionsparame-
tern wie dem LVIDd und LVIDs (O'SULLIVAN, et al. 2007b; OY AMA und SOLTER 2007).
HORI und Mitarbeiter fanden bei Hunden mit verschiedenen Herzerkrankungen einen An-
stieg der CpANP mit dem Schweregrad der Erkrankung nach der International Small Animal
Cardiac Health Council (ISACHC) Klassifikation. Die CpANP korrelierte zudem positiv mit
dem Schweregrad des Herzgerduschs, dem Auftreten von Husten und Lungenddemen und
Funktionsparametern wie dem La/Ao Ratio (HORI, et al. 2011).

GRECO untersuchten die CpANP bei Hunden mit Herzinsuffizienz bedingt durch Mi-
tralklappeninsuffizienz (MVI), Trikuspidalklappeninsuffizienz (TVI) oder DCM, und stellten
bei Hunden mit hgr. Herzinsuffizienz eine deutlich hohere CpANP fest als bei ggr. bis mgr.
erkrankten Tieren. Hunde mit einer CpANP > 95 pg/ml hatten zudem eine signifikant gerin-
gere Uberlebenszeit als Hunde mit einer CpANP < 95 pg/ml (GRECO, et al. 2003).

Trotz dieser Erkenntnisse scheint sich, aus dhnlichen Griinden wie in der Humanmedizin,
auch in der Kleintiermedizin das NT-proBNP als routineméBiger kardialer Marker gegeniiber

dem ANP durchzusetzen (VAN KIMMENADE and JANUZZI 2009).
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Bei Pferden mit Herzklappenerkrankungen konnten GEHLEN und Mitarbeiter keinen signifi-
kanten Unterschied in der CpANP im Vergleich zu gesunden Pferden feststellen. Allerdings
wurden tendenziell hohere CpANP Werte bei Pferden mit vergroflerten atrialen und ventriku-
laren Herzdimensionen gemessen (GEHLEN, et al. 2007b).

TRACHSEL und Mitarbeiter konnten dagegen eine signifikant hohere CpANP bei Pferden
mit Herzerkrankung und VergroBerung des linken Atriums (LA), LA Dysfunktion und/oder
linksventrikuldrer Vergroflerung gegeniiber gesunden Pferden feststellen (TRACHSEL, et al.
2011). Auch VAN DER VEKENS und Mitarbeiter stellten bei herzkranken Pferden mit
Vorhofdilatation eine signifikant hohere CpANP gegeniiber Gesunden fest (VAN DER
VEKENS, et al. 2013).

4.7. Einfluss von korperlicher Belastung auf die CpANP

ANP ist beteiligt an der Regulation des Blutdrucks und des Blutflusses wihrend korperlicher
Belastung (MCKEEVER und HINCHCLIFF 1995).

Bei gesunden Pferden steigt die CpANP durch korperliche Belastung an (KOKKONEN, et al.
1999; 2002). Dies entspricht Beobachtungen beim Menschen (BARLETTA, et al. 1998;
NISHIKIMI, et al. 1997; PERRAULT, et al. 1989; WIJBENGA, et al. 1999). Der Anstieg des
Plasmaspiegels korreliert dabei mit der Dauer und Intensitit der Belastung und mit der Herz-
frequenz. Wihrend der Belastung steigen die Herzleistung und der linksatriale diastolische
Druck, was die ANP-Freisetzung stimuliert. Auch 60 min nach Ende der Belastung ist die
CpANP bei Pferden noch deutlich erhdht, was offenbar auf das erhéhte zirkulierende Blutvo-
lumen zuriickzufiihren ist (BARLETTA, et al. 1998; KOKKONEN, et al. 1999; 2002).

Bei Menschen mit verschiedenen Herzerkrankungen steigt die CpANP nach Belastung stérker
an als bei gesunden Menschen (ENGELMANN, et al. 2005; RADZISZEWSKI, et al. 1993;
WOZAKOWSKA-KAPLON und OPOLSKI 2009). Dabei erreichen Herzkranke unter Bela-
stung den CpANP-Peak friiher als Gesunde (KJAER, et al. 2004).

Bei herzkranken Pferden wurde der Einfluss korperlicher Belastung auf die CpANP in der

vorliegenden Arbeit erstmals untersucht.
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IV. MATERIAL UND METHODIK

1. Patientengut

Das Patientengut bestand aus insgesamt 54 Pferden, die zwischen Juli 2011 und Juli 2012 an
der Klinik fiir Pferde der Freien Universitdt Berlin vorgestellt wurden. Alle Patienten hatten
vorberichtlich eine Leistungsinsuffizienz oder wurden mit Verdacht auf eine Herzerkrankung
in die Klinik iiberwiesen. Entsprechend den Untersuchungsergebnissen wurden die Pferde in

3 Gruppen eingeteilt.

1.1. Untersuchung der Pferde

Bei allen Pferden erfolgte zunéchst eine vollstdndige Anamnese und eine Allgemeinuntersu-
chung sowie eine spezielle Untersuchung des Herz-Kreislauf-Apparates.

Wenn moglich, wurden die Pferde stationdr aufgenommen und fiir 24 h in der Klinik einge-
stallt. War eine stationdre Aufnahme nicht moglich, wurden die Pferde fiir 1 h in eine ruhige
Box verbracht. Die Blutentnahme erfolgte bei stationdren Patienten am Morgen nach der
Aufnahme, bei ambulanten Patienten nach einstiindiger Boxenruhe.

Die Belastungsuntersuchung wurde bei ambulanten Patienten im Anschluss durchgefiihrt, bei
stationdren Patienten am Folgetag. AnschlieBend wurden die Pferde in Ruhe sonographisch
und elektrokardiographisch (Vivid 7 und M4S Phased Array Transducer von GE Healthcare)
untersucht. Die Untersuchungsergebnisse wurden in einem standardisierten Untersuchungs-

protokoll festgehalten (sieche Anhang: S. 188).

1.2. Anamnese und Allgemeinuntersuchung

Alle Pferde wurden gewogen und gemessen. Die vollstindige Anamnese beinhaltete Fragen
nach Alter, Geschlecht, Rasse, Verwendungszweck, Trainingszustand und dem Vorstellungs-
grund, sowie nach Vorerkrankungen bzw. Vorbehandlungen, Impf- und Entwurmungsstatus.

Im Rahmen der Allgemeinuntersuchung wurde das Signalement aufgenommen sowie Hal-
tung, Verhalten, Erndhrungszustand, Pflegezustand, Mandibularlymphknoten, sichtbare
Schleimhiute und das Allgemeinbefinden beurteilt. Es wurden die Kdrpertemperatur und die

Puls- und Atemfrequenz gemessen.
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1.3. Spezielle Untersuchung des Herz-Kreislauf-Apparates

Beurteilt wurden die kapilldre Fiillungszeit (KFZ) und die Farbe der sichtbaren Schleimhéute,
die Zeichnung der Episkleralgefdfle, der Hautturgor, Anstaubarkeit der Venen, Venenabfluss
und Venenpuls, falls vorhanden. Brust, Unterbauch und Beine wurden auf das Vorhandensein
von Odemen untersucht. Die Pulsfrequenz wurde an der Arteria facialis gemessen und die
Pulsqualitét beurteilt.

Bei der Herzauskultation wurden Frequenz, Intensitdt, Rhythmus und Abgesetztheit der Herz-
tone beurteilt und auf Herzgerdausche geachtet.

Herzgerdusche wurden beurteilt nach Phasenzugehorigkeit und Dauer des Gerduschs, Punc-
tum maximum und Art des Gerduschs (GEHLEN 2010). Die Herzgerdusche wurden in An-
lehnung an das Graduierungsschema von Stadler in 5 Schweregrade eingeteilt (STADLER
1995).

1.4. Elektrokardiographische Untersuchung

Bei allen Pferden wurde die elektrokardiographische Untersuchung parallel zur Sonographie
durchgefiihrt. Dazu wurde das im Ultraschallgerit integrierte EKG verwendet und anhand
einer modifizierten Herzbasis-Herzspitzen-Brustwandableitung Herzfrequenz und Herz-
rhythmus der Pferde bestimmt.

Bei allen Pferden, die vorberichtlich, auskultatorisch oder im Ruhe-EKG mit einer Herzar-
rhythmie auffielen, wurden zusitzlich ein Belastungs-EKG und ein Langzeit-EKG durchge-
fiihrt (Televet 100, ECG & Holter).

1.5. Echokardiographische Untersuchung

Die echokardiographische Untersuchung wurde in ruhiger Umgebung von einem routinierten
Team, bestehend aus 2 mit der Durchfiihrung des Herzultraschalls erfahrenen Tierdrzten und
einem Tierpfleger, durchgefiihrt.

Dazu wurde das Ultraschallgerit Vivid 7 (GE Medical Systems, Horton, Norway) und ein 3,5
MHz Phased-Array Schallkopf mit einer Eindringtiefe von 30 cm (GE Medical Systems, Hor-

ton, Norway) verwendet.
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1.5.1 Vorbereitung der Patienten

Fiir die sonographische Untersuchung wurde bei allen Pferden beidseits am Thorax ein etwa 8
x 8 cm grof3es Feld kaudal des Olecranons auf Hohe des 3. und 4. Interkostalraumes rasiert.
AnschlieBend wurde die Haut mit Alkohol entfettet und Ultraschallkontaktgel aufgetragen,

um die Ankopplung zu verbessern.

1.5.2 Untersuchung im B-Mode

Die Untersuchung der Pferde im B-Mode wurde nach einem standardisierten Schema aus den
folgenden parasternalen Anschallpositionen (BOON 2011; GEHLEN 2010; STADLER 1988
) durchgefiihrt:

= Rechte kaudale lange Achse (RKDLA) (Abbildung 4)

= Rechte kaudale lange Achse mit Aorta (RKDLA-AQO) (Abbildung 5)

= Rechte kaudale kurze Achse (RKDKA) (Abbildung 6)

= Rechte kraniale lange Achse (RKRLA) (Abbildung 7)

= Rechte kraniale kurze Achse (RKRKA) (Abbildung 8)

= Linke kaudale lange Achse (LKDLA) (Abbildung 9)

= Linke kaudale lange Achse mit Aorta LKDLA-AO (Abbildung 10)
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s L 11.84 cml

Abbildung 4: RKDLA (rechte kaudale lange Achse im 4. Interkostalraum)

Abbildung 5: RKDLA-AO (rechte kaudale lange Achse im 4. Interkostalraum mit Aorta)
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1L 3.3cm

Abbildung 7: RKRLA (rechte kraniale lange Achse im 3. Interkostalraum)




— Material und Methodik

16/08/2011 10:12:16

Abbildung 9: LKDLA (linke kaudale lange Achse im 4. Interkostalraum)
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1270172012 15:46:20

Abbildung 10: LKDLA-AO (linke kaudale lange Achse 4. Interkostalraum mit Aorta)

Von jeder Anschallposition wurden im 2D-Mode und im Farbdoppler mehrere Cineloops mit
je 5 aufeinanderfolgenden Herzzyklen digital auf dem Ultraschallgerit gespeichert und an-
schlieBend auf einen PC Arbeitsplatz {libertragen. Alle linearen Messungen fiir diese Studie
wurden im Anschluss an die Untersuchung offline von einer Person mit der Software Echo-
Pac® (Version 7.0 EchoPac Software Only, GE HealthcareHorton, Norway) durchgefiihrt.
Dazu wurde das gespeicherte Bildmaterial verwendet.

Es wurden je 3 aufeinanderfolgende Herzzyklen gemessen und dann das arithmetische Mittel
aus den 3 Werten errechnet. Folgte ein Zyklus auf einen AV-Block 2. Grades oder sinuatria-
len Block, wurde dieser Zyklus nicht ausgewertet. Bei Pferden mit Vorhofflimmern wurden 5
Zyklen ausgewertet. Es wurden nur Sequenzen ausgewertet, bei denen die Herzfrequenz im
Ruhebereich lag. Zum Zeitpunkt der Bildanalyse war der Untersucher mit den Ergebnissen
der Blutuntersuchung verblindet.

Die gemessenen Werte wurden mit den von verschiedenen Autoren erarbeiteten Normwerten
fiir die Herzdimensionen bei Pferden in der Literatur verglichen (BOON 2011; PATTESON,
et al. 1995b; SLATER and HERRTAGE 1995a; STADLER and ROBINE 1996).
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Im B-Mode wurden folgende lineare Messungen in Anlehnung an die von STADLER und
ROBINE vorgeschlagenen Messlokalisationen durchgefiihrt (STADLER and ROBINE 1996).

1.5.3. Lineare Messungen im B-Mode

1.5.3.1. Rechte parasternale lange kaudale Achse

= RVWd in cm (Durchmesser rechte Ventrikelwand enddiastolisch)

* RVDd in cm (Durchmesser rechter Ventrikel enddiastolisch)

* RADd in cm (Durchmesser rechtes Atrium enddiastolisch)

= [VSDd in cm (Durchmesser Interventrikularseptum enddiastolisch)

=  MADd in cm (Durchmesser Mitralklappenanulus enddiastolisch)

* LADd in cm (Durchmesser linkes Atrium enddiastolisch)

» LVDuMVd in cm (Durchmesser linker Ventrikel unter der Mitralklappe enddia-
stolisch)

= LVD PPMd in cm (Durchmesser linker Ventrikel auf Papillarmuskelhohe end-
diastolisch)

* LVWd in cm (Durchmesser linksventrikuldre Wand enddiastolisch)

1.5.3.2. Rechte parasternale lange kaudale Achse mit Aorta

* AOd in cm (Durchmesser Aorta enddiastolisch)

1.5.3.3. Rechte parasternale kurze Achse

= LVWd in cm (Durchmesser linke ventrikuldre Wand enddiastolisch)

* LVWsincm (Durchmesser linke ventrikuldre Wand endsystolisch)

1.5.3.4. Rechte parasternale lange kraniale Achse

= RADd in cm (Durchmesser rechtes Atrium enddiastolisch)
* RVDd in cm (Durchmesser rechter Ventrikel enddiastolisch)

* PADd in cm (Durchmesser Pulmonalarterie enddiastolisch)

1.5.3.5. Linke parasternale lange kaudale Achse

* MADd in cm (Durchmesser Mitralklappenanulus enddiastolisch)
» LVDd in cm (Durchmesser linker Ventrikel enddiastolisch)

* LADd in cm (Durchmesser linkes Atrium enddiastolisch)
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1.5.3.6. Linke parasternale lange kaudale Achse mit Aorta

=  AOQOd in cm (Durchmesser Aorta enddiastolisch)

Die Definition der Endsystole und Enddiastole erfolgte anhand des EKG. Alle enddiastoli-
schen Messungen wurden auf der Q-Zacke, alle endsystolischen Messungen wurden auf der

T-Welle durchgefiihrt.

Alle Herzklappen wurden mittels Farbdoppler auf pathologische Riickfliisse hin untersucht.
Mit Hilfe des CW-Dopplers konnte die Geschwindigkeit, Intensitét und Dauer der Riickfliisse
bestimmt werden (Abbildung 11).

16/08/2011 10:37:14

Abbildung 11: CW-Doppler, hgr. MVI (Patient Nr. 5)

1.5.4. Untersuchung im M-Mode

Der konventionelle M-Mode wurde aus der rechten parasternalen kurzen Achse (Abbildung

12) und aus der rechten parasternalen langen Achse (Abbildung 13) durchgefiihrt.
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Beim M-Mode aus der kurzen Achse wurde der Schallkopf so ausgerichtet, dass sich der linke
Ventrikel zwischen Mitralklappe und Papillarmuskeln unmittelbar unterhalb der Mitralklap-
penebene darstellte, und die linksventrikuldre Wand in ihrer Gesamtheit mdglichst symme-
trisch rund erschien. Der Cursor wurde so positioniert, dass er den linken Ventrikel in zwei
moglichst symmetrische Halften teilte (MARR 2010a).

Beim M-Mode aus der langen Achse wurde das MefBtor so positioniert, dass die Mitral- und
Aortenklappensegel dargestellt werden konnten (GEHLEN 2010).

Es wurden mindestens 2 Standbilder mit je 3 aufeinander folgenden Herzzyklen im M-Mode
als Rohdaten digital gespeichert.

Alle M-Mode-Messungen fiir diese Studie wurden mit dem Programm EchoPac anhand der
gespeicherten M-Mode Standbilder durchgefiihrt.

Es wurden je 3 aufeinanderfolgende Herzzyklen analysiert und dann der Mittelwert aus den 3
Einzelwerten eines jeden Parameters gebildet. Bei Pferden mit Arrhythmien wurden 5 aufein-
anderfolgende Zyklen ausgewertet. Die linksventrikuldre Grofen- und Funktionsmessung
wurden enddiastolisch zu Beginn des QRS-Komplexes und endsystolisch am Punkt der ma-

ximalen Bewegung des Interventrikularseptums und der linken Ventrikelwand durchgefiihrt

(PATTESON, et al. 1995b).

1.5.4.1. Echokardiographische Messungen im M-Mode

¢ [VSd in cm (Interventrikularseptum enddiastolisch)

* IVSs in cm (Interventrikularseptum endsystolisch)

* LVIDd in cm (linksventrikuldrer innerer Durchmesser enddiastolisch)
¢ LVIDs in cm (linksventrikuldrer innerer Durchmesser endsystolisch)
e LVPWdincm (linke Ventrikelwand enddiastolisch)

* LVPWs incm (linke Ventrikelwand endsystolisch)

* FSin % = (LVIDd-LVIDs)/LVIDd x 100
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2011 11:22:00

Abbildung 12: M-Mode kurze Achse

18/12/2011 11:07:47

Abbildung 13: M-Mode lange Achse, deutlich dilatierter linker Ventrikel




— Material und Methodik

Die Beurteilung der Mitralklappenbewegung im M-Mode wurde ausgehend von den gespei-
cherten 2D-Cineloops der rechten parasternalen langen Achse im 4-Kammerblick durchge-
fiihrt. Der Cursor wurde dazu méglichst senkrecht zum Septum und senkrecht zu den gedffne-
ten Mitralklappensegeln tiber die Mitralklappe gelegt. Es wurde besonders auf Abweichungen
im Bewegungsmuster der Klappensegel geachtet (Abbildung 14).

Die Aortenklappe wurde ausgehend von gespeicherten 2D-Cineloops der rechten parasterna-
len langen kaudalen Achse mit linksventrikuldrem Ausflusstrakt beurteilt. Auch hier wurde
besonders auf Abweichungen im Bewegungsmuster geachtet. Dazu wurde der Cursor iiber die

Aortenklappensegel gelegt.

06/10/2011 11:58:15

Abbildung 14: Hochfrequentes Flattern des septalen Mitralklappensegels bei  hgr.
Aortenklappeninsuffizienz
1.6. Graduierung der Klappeninsuffizienzen

Die Graduierung der Klappeninsuffizienzen wurde entsprechend den in der Literatur erwéhn-
ten Quantifizierungsmethoden  durchgefiihrt (GEHLEN 1998; STADLER 1995;
VAHANIAN, et al. 2007; YOUNG, et al. 2005). Anhand dieser objektiven Kriterien erfolgte
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eine Einteilung der Klappeninsuffizienzen nach einem semiquantitativen Bewertungssystem
in 3 Grade: geringgradige Insuffizienz, mittelgradige Insuffizienz, hochgradige Insuffizienz

(Tabelle 3).

1.7. Belastung der Pferde

Die Belastungsuntersuchung wurde stets vormittags zwischen 9:30 und 11:30 Uhr nach mehr-
stiindiger Boxenruhe durchgefiihrt, um eine Verdnderung der Parameter durch vorausgehende
psychische oder physische Belastung zu vermeiden und den Einfluss einer zirkadianen
Rhythmik (JANSSON and DAHLBORN 1999) auf die Blutparameter kalkulierbar zu halten.
Vor Belastung wurden die Ruheherzfrequenz und die Ruheatemfrequenz bestimmt. Dann
wurden die Pferde am Halfter oder mit Trense in einem Zirkel longiert. Die Pferde wurden
nach einer kurzen Schrittphase entsprechend den Empfehlungen von GEHLEN (GEHLEN
2010) fiir die Belastungsuntersuchung von Warmblutpferden mit Verdacht auf Herzerkran-
kung bzw. Leistungsinsuffizienz 10 min im Trab und 5 min im Galopp longiert.

Unmittelbar nach Belastung wurden nochmals Herz- und Atemfrequenz bestimmt und doku-
mentiert. Anschlieend wurde die Herz- und Atemfrequenz alle 5 min bis zum Erreichen der

Ausgangswerte dokumentiert.

2. Praanalytik

2.1. Probenahme in Ruhe

Aldosteron folgt beim Menschen einer zirkadianen Rhythmik (MICHELAKIS und HORTON
1970), und auch beim Pferd ist ein solcher Rhythmus fiir Aldosteron nachgewiesen worden
(JANSSON und DAHLBORN 1999). Deshalb wurden, so weit moglich, alle Proben am
Vormittag genommen.

Es wurde besonders darauf geachtet, dass die Probennahme in einer ruhigen, stressfreien Um-
gebung stattfand. Die Pferde wurden deshalb in ihrer Box belassen und stets von derselben
Hilfsperson ohne Anwendung von ZwangsmafBnahmen fixiert.

AuBerdem wurde darauf geachtet, dass die Pferde vor der Blutentnahme iiber einen Zeitraum
von mindestens einer halben Stunde Heu ad libitum zur Verfiigung hatten, da bekannt ist,

dass Aldosteron bei Pferden flitterungsabhéngig ansteigt (CLARKE, et al. 1988).
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Die Blutentnahme erfolgte mit vorgekiihlten 20 ml Polypropylenspritzen (Firma B. Braun,
Melsungen, Deutschland) durch Punktion einer Jugularvene.

Unmittelbar nach der Entnahme wurden 4 ml des entnommenen Blutes fiir die Endothelin-1-
und Angiotensinbestimmung in ein vorgekiihltes 4 ml K3E Plastik-Roéhrchen (1,6 mg EDTA/
ml Blut, Firma Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) verbracht und bis zum Zentrifugieren auf
Eis gekiihlt.

Fiir die ANP-Bestimmung wurden 5 ml Blut unmittelbar nach der Entnahme in eine vorge-
kiihlte 5 ml Glasvakuette mit K3 EDTA 0,054 ml (15%) + 250 KIU Aprotinin (Firma BD,
Heidelberg, Deutschland) verbracht und ebenfalls bis zum Zentrifugieren auf Eis gekiihlt.

Fiir die Aldosteronbestimmung wurden 10 ml des entnommenen Blutes in ein 10 ml Serum-

rohrchen (Firma Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) verbracht.

2.2. Probenahme nach Belastung der Pferde

Die Beprobung wurde unmittelbar nach der Belastung in gleicher Weise wie die Ruheproben-

nahme durchgefiihrt.

2.3. Probenverarbeitung

Bis zur vollstdndigen Gerinnung wurden die Proben in den Serumréhrchen fiir 30 bis 45 min
bei Raumtemperatur ruhen gelassen und anschlieBend bei Raumtemperatur zentrifugiert (10
min, 3800 rpm, Hermle Z 300).

Alle EDTA-Blutproben wurden innerhalb von 10 min nach Entnahme zentrifugiert (10 min
bei 4 °C, 2000 x g, Hermle Z 326 K).

Der Uberstand wurde abpipettiert, in mindestens 2 Aliquots zu je 1 ml aufgeteilt und bei -

80°C tiefgefroren.

2.4. Probenaufbewahrung und Transport ins Untersuchungslabor

Alle Proben wurden innerhalb von 12 Monaten untersucht. Der Transport ins Labor erfolgte

durch den laboreigenen Kurierdienst unter Kiithlung der Proben mit Trockeneis.

2.5. Auswertung der Proben

Die Auswertung der Proben wurde in einem Fachlabor fiir veterinirmedizinische klinische

Diagnostik (Laboklin GmBH & Co0.KG, Bad Kissingen) durchgefiihrt.
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Es wurden verschiedene Enzym Immunoassay (ELISA) Verfahren verwendet, wobei aus-
schlieBlich kommerziell erhiltliche Enzym Immunoassay (ELISA) Testkits zum Einsatz ka-
men. Humanmedizinische Testkits wurden durch das Auswertungslabor vor Auswertung der

Proben fiir den Gebrauch beim Pferd validiert.

2.5.1. Prinzip des ELISA

Der enzyme-linked immunosorbent assay ist ein immunologisches Verfahren zum Nachweis
von Proteinen und anderen Antigenen mit Hilfe von enzymgekoppelten Antikorpern.
Es gibt verschiedene ELISA Verfahren, wobei im Folgenden nur eine kurze Ubersicht gege-

ben werden soll.

2.5.1.1. Kompetitiver ELISA

Beim kompetitiven ELISA konkurriert das gesuchte Antigen in der Probe mit enzymmarkier-
tem Antigen um die Bindungsstellen spezifischer primérer Antikorper auf einer Mikrotiter-
platte. Die Antikorper sind dabei fest an die Platte gebunden.

Durch Zugabe eines Substrats entsteht ein farbiges Produkt. Die Farbintensitit verhélt sich
umgekehrt proportional zur Menge des gesuchten Antigens in der Probe. Je mehr Antigen
sich in der Probe befindet, desto geringer ist die Farbreaktion.

Anhand einer Standardkurve aus bekannten Konzentrationen von Antigen und Antikdrper

wird dann die Antigenkonzentration in der Probe bestimmit.

2.5.1.2. Sandwich ELISA

Auch bei dieser Technik sind Antikorper an die feste Phase, also an die Mikrotiterplatte ge-
bunden. Das in der Probe vorhandene gesuchte Antigen bindet an diese Antikorper. Ein zwei-
ter, enzymgekoppelter Antikdrper wird hinzugegeben und bindet nun wiederum an das bereits
gebundene Antigen, worin der Unterschied zum kompetitiven ELISA besteht. Durch Zugabe
eines Enzymsubstrats kommt es zur Farbreaktion, wodurch das Antigen in der Probe nachge-

wiesen werden kann. Die Farbreaktion ist hier proportional zur gesuchten Antigenmenge.

2.5.2. Bestimmung der CpALD

Zum Aldosteronnachweis im Serum wurde ein kommerzieller humanmedizinischer kompeti-
tiver direkter ELISA verwendet (DB52001, Firma IBL International, Hamburg). Der Test
wurde zuvor mit Serumproben von gesunden Pferden validiert und entsprechend der Arbeits-

anleitung des Herstellers durchgefiihrt.
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Vor Beginn der Testdurchfithrung wurde der mitgelieferte Waschpuffer 1:10 mit Aqua bide-
stillata verdiinnt und das konzentrierte Enzymkonjugat 1:50 mit Puffer verdiinnt.

Im ersten Testschritt wurden 50 ul der Proben, Standards und Kontrollen in die entsprechen-
den Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Nach Zugabe von 100 ul Enzymkonjugat
(mit Meerrettichperoxidase konjugiertes ALD) wurde die Platte 1 h bei Raumtemperatur auf
einem Orbitalschiittler bei 200 rpm inkubiert. Das Aldosteron in Proben, Standards und Kon-
trollen konkurrierte nun mit dem enzymgekoppelten Aldosteron um die Bindungsstellen der
auf der Mikrotiterplatte fixierten polyklonalen Anti-Aldosteron-Antikorper.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde durch dreimaliges Waschen mit Waschpufferlosung
nicht gebundenes enzymmarkiertes Antigen abgewaschen. Anschlieend wurden 150 pl Te-
tramethylbenzidin (TMB) -Substratlosung hinzugegeben und erneut fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das farblose TMB wurde in Anwesenheit der Meerrettichperoxi-
dase in einen blauen Farbstoff umgewandelt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl
Schwefelsdure (H2SO4) gestoppt, wobei ein Farbumschlag von blau nach gelb erfolgte. Die
optische Dichte (OD) wurde direkt im Anschluss mit einem Photometer (Anthos HT2) bei
450 nm gemessen. Das Erstellen der Standardkurve erfolgte mit einem integrierten Compu-
terprogramm (WinRead v 2.3.6), wobei die OD der Standards auf der y-Achse und die Aldo-
steronkonzentration auf der x-Achse aufgetragen wurde. Die Konzentration der Serumproben
konnte dann direkt von der Standardkurve abgelesen werden.

Sensitivitdt: Die untere Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml.

Der Intraassayvariationskoeffizient des Tests lag bei 4,1%, der Interassayvariationskoeffizient

bei 9,7%.

2.5.3. Bestimmung der CpANG-11

Zur Bestimmung des ANG-II im EDTA-Plasma der Pferde wurde ein kommerziell erhiltli-
cher, pferdespezifischer Sandwich-ELISA verwendet (CSB-EQ027597HO, Horse Angioten-
sin-IT (ANG-II) ELISA Kit, Firma Cusabio, China) und genau nach Herstellerangaben durch-
gefiihrt. Zundchst wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht und vorbereitet.

120 pl des Biotinantikdrperkonzentrats und 120 pl des HRP-Avidin-Konzentrats wurden im
Verhiltnis 1:100 mit destilliertem Wasser verdiinnt. 20 ml konzentrierte Waschpufferlosung
wurde im Verhiéltnis 1:25 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Die Proben wurden 500fach mit

NaCl verdiinnt.
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Das gefriergetrocknete Standardkonzentrat wurde mit 1 ml 0,9 prozentiger NaCl verdiinnt.
Diese als Standard 7 definierte Losung enthielt eine ANG-II-Konzentration von 500 pg/ml.
Aus Standardlésung 7 wurden dann in einer Verdiinnungsreihe die Standardlosungen 1-6 mit
folgenden Konzentrationen hergestellt: 250 pg/ml (Standard 6) , 125 pg/ml (Standard 5), 62,5
pg/ml (Standard 4), 31,2 pg/ml (Standard 3), 15,8 pg/ml (Standard 2), 7,8 pg/ml (Standard 1).
Als Negativkontrolle wurden 250 pl NaCl verwendet.

Dann wurden je 100 pl der Standards und der Proben in die entsprechenden Vertiefungen der
Mikrotiterplatte hineinpipettiert, die Platte mit Klebefolie abgedeckt und fiir 2 h bei 37 °C
inkubiert. Wéhrend der Inkubationszeit wurde das ANG-II in den Proben und Standards an
die auf der Platte fixierten, spezifischen anti-ANG-II-Antikorper gebunden.

Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand abgegossen und anschlieBend in jede Vertie-
fung 100 ul der Biotin-Antikorper Losung hineinpipettiert. Es folgte eine erneute Inkubation
tiber 1 h bei 37 °C. Wihrend der Inkubation wurden die an Biotin konjugierten Sekundéranti-
korper an ANG-II gebunden.

Nach dem Inkubieren wurden alle Vertiefungen 3x mit Waschpufferlosung gewaschen und
auf einem sauberen Papiertuch abgeklopft. AnschlieBend wurde in jede Vertiefung 100 pul der
Avidin konjugierten Meerrettichperoxidase Losung hineingegeben und erneut fiir 1 h bei 37
°C inkubiert und anschlieBend mit Waschpufferlosung 3 mal gewaschen. Wéhrend des dritten
Inkubierens wurde die Avidin konjugierte Meerrettichperoxidase an das Biotin gebunden.

In jede Vertiefung wurden dann 90 pl Substratlosung (Tetramethylbenzidin und Wasserstoft-
peroxid) hinzugegeben und weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Das farblose TMB dient dem
Nachweis der Peroxidase, da es in Anwesenheit der Meerrettichperoxidase zu einem blauen
Farbstoff, dem Tetramethylbenzidin-Diamin umgesetzt wird. Wegen der Lichtempfindlichkeit
des Substrats wurde die Inkubation unter Lichtabschluss durchgefiihrt.

Nach der Inkubation wurden in jede Vertiefung 50 ul der Stop-Losung hineinpipettiert, wo-
durch es zu einem Farbumschlag von blau nach gelb kam. Innerhalb von 5 min wurde die
optische Dichte mit einem Photometer (Anthos HT2) bei 450 nm gemessen.

Die Extinktionen der Doppelmessungen aller Proben und Standards wurden gemittelt und die
Extinktion des Leerwerts subtrahiert.

Mit Hilfe eines integrierten Computerprogramms (WinRead v 2.3.6), wurde eine Standard-
kurve erstellt, mit den Standardkonzentrationen auf der x-Achse und der Extinktion auf der y-

Achse, und die ANG-II-Konzentration berechnet.
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Sensitivitdt: Die niedrigste messbare ANG-II-Konzentration im EDTA-Plasma lag bei 2
pg/ml.
Der Intraassayvariationskoeffizient des Tests lag bei 8%, der Interassayvariationskoeffizient

bei 10%.

2.5.4. Bestimmung der CpET-1

Zur Bestimmung der Endothelinkonzentration im EDTA-Plasma wurde ein kommerzieller
humanmedizinischer Sandwich-ELISA verwendet (BI-20052, Firma Biomedica Medizinpro-
dukte GmbH & Co KG, Osterreich).

Die Kreuzreaktivitdt mit equinem Endothelin war zu 100% gegeben.

Der Test wurde durch COSTA und Mitarbeiter, sowie durch TETENS und Mitarbeiter bereits
fiir den Gebrauch beim Pferd validiert (COSTA, et al. 2009; TETENS, et al. 2004). TETENS
und Mitarbeiter geben einen Interassaykoeffizienten von 15, 4 % und einen Intraassaykoeffi-
zienten von 6,4 % an. Der Standardbereich des Tests liegt nach Herstellerangaben bei 0-10
fmol/ml, wobei die Detektionsgrenze mit 0,02 fmol/ml angegeben wird.

Es besteht 100 %ige Kreuzreaktivitit mit ET-2 (1-21). Auch mit ET-3 (1-21) und Big-
Endothelin (1-38) besteht Kreuzreaktivitét, allerdings ist diese mit <5% und <1% gering.

Der Test wurde streng nach der Arbeitsanleitung des Herstellers durchgefiihrt. Zunichst wur-
den die Standard- und Kontrolllosungen hergestellt. Dazu wurde lyophylisiertes, syntheti-
sches, humanes Endothelin (1-21) in 6 verschiedenen Konzentrationen (0-10 fmol/ml) in je
0,5 ml destilliertem Wasser gelost. Zur Herstellung der Kontrollen wurde lyophilisiertes hu-
manes Endothelin (1-21) in humanem Serum in 2 unbekannten Konzentrationen in je 0,5 ml
destilliertem Wasser gelost.

Das mitgelieferte Waschpufferkonzentrat wurde 1:20 mit destilliertem Wasser verdiinnt.
Dann wurden 50 pl der Standards, Kontrollen und Proben jeweils im Doppelansatz in die ent-
sprechenden Vertiefungen hineinpipettiert (mit Ausnahme des Leerwerts).

Im néchsten Schritt wurden 200 pl monoklonaler Anti-Maus-Anti-Endothelin-Antikdrper
zugegeben.

Es folgte eine 24 stiindige Inkubationszeit bei Raumtemperatur. Wéhrend der Inkubationszeit
erfolgte die Bindung des in Proben, Standards und Kontrollen enthaltenen Endothelins an die
auf der Mikrotiterplatte fixierten polyklonalen Anti-Endothelin-Antikorper. Die gegen Endo-

thelin gerichteten sekundédren Antikoérper wurden dann wiederum an das Endothelin aus Pro-

64



Material und Methodik —

ben, Standards und Kontrollen gebunden, so dass sich das Probenantigen zwischen 2 Anti-
korpern befand. Nach Inkubation wurde der Inhalt der Vertiefungen verworfen, und im néch-
sten Schritt durch flinfmaliges Waschen mit der vorbereiteten Waschpufferlosung alle nicht
gebundenen Antikorper entfernt.

Nach Zugabe von 200 ul Konjugat, bestehend aus mit Meerrettichperoxidase konjugierten
anti-Maus-IgG-Antikorpern, erfolgte eine erneute Inkubation bei Raumtemperatur iiber einen
Zeitraum von 1 h, um die Bindung des Konjugats an den Sekundarantikérper zu bewirken.
Nach erneutem flinfmaligen Waschen mit Waschpufferlosung zur Entfernung nicht gebunde-
nen Konjugats wurden je 200 pl des gebrauchsfertigen Substrats (Tetramethylbenzidin und
Wasserstoffperoxid) zugegeben. Das farblose TMB diente dem Nachweis der Peroxidase, da
es in Anwesenheit der Meerrettichperoxidase zu einem blauen Farbstoff, dem Tetramethyl-
benzidin-Diamin umgesetzt wird. Wegen der Lichtempfindlichkeit des Substrats wurde die
Inkubation unter Lichtabschluss durchgefiihrt.

Die Reaktion wurde schlieBlich nach 30 min durch die Zugabe von 50 ul H2SO4 gestoppt,
wobei ein Farbumschlag von blau nach gelb erfolgte. Anschliefend wurde die Extinktion mit
Hilfe eines Photometers (Anthos HT2) bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen. Aus den
gemessenen Extinktionen jedes Doppelansatzes wurde der Mittelwert berechnet. Der Mittel-
wert der Extinktion des Leerwertes wurde von den einzelnen Extinktionen abgezogen. Mit
Hilfe eines integrierten Computerprogramms (WinRead v 2.3.6) wurde eine Standardkurve
erstellt und die Endothelinkonzentration errechnet.

Sensitivitit: Die niedrigste messbare Endothelin-Konzentration lag bei 0,02 fmol/ml.

Der Intrassayvariationskoeffizient des Tests lag bei 4%, der Interassayvariationskoeffizient

bei 6%.

2.5.5. Bestimmung der CpANP

Zur Bestimmung der ANP-Konzentration wurde ein kommerzieller humanmedizinischer EIA
der Firma Ray Biotech verwendet (RayBio Human/Mouse/Rat ANP Enzyme Immunoassay
Kit, EIA-ANP-1, Ray Biotech, Norcross, USA), der nach dem Prinzip des kompetitiven
ELISA funktioniert. Der Test wurde vor Auswertung des Probenmaterials durch das auswer-
tende Labor flir den Gebrauch beim Pferd validiert.

Zunichst wurde die Anti-ANP-Antikorperlosung hergestellt. Dazu wurde das mitgelieferte
Pufferkonzentrat 1:5 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Dann wurde die mitgelieferte Anti-

ANP-Antikorper-Losung vorsichtig zentrifugiert und mit 50 ul der verdiinnten Pufferlosung
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versetzt. Dieses Antikorperkonzentrat wurde im néchsten Schritt 1:100 mit Pufferldsung ver-
diinnt. 5 pl des mitgelieferten biotinylierten ANP-Konzentrats wurden vorsichtig zentrifugiert
und mit 5 ml Pufferlésung verdiinnt, so dass die ANP Konzentration 10 pg/ml betrug.

Zur Herstellung der Standards in 6 verschiedenen Konzentrationen wurde zunéchst die
Stammldsung aus 450 pl biotinylierter ANP-Losung und 8 pl der mitgelieferten Standard-
ANP-Losung, sowie 792 pl der zuvor hergestellten biotinylierten ANP-Losung hergestellt
(Standard 1 mit Konzentration 1000 pg/ml). Aus Standardlosung 1 wurden dann unter Zusatz
von jeweils 450 pl biotinylierter ANP-Losung (10 pg/ml) in einer Verdiinnungsreihe die
Standardldsungen 2 bis 5 mit folgenden Konzentrationen hergestellt: 100 pg/ml (Standard 2)
10 pg/ml (Standard 3), 1 pg/ml (Standard 4) und 0,1 pg/ml (Standard 5) und 0 pg/ml (Stan-
dard 6) bzw. 10 pg/ml biotinylierte ANP-Losung. Zur Herstellung der Kontrolllosung wurde
die mitgelieferte Kontrolllosung mit 101 pl Pufferlosung und 2 pl 10fach verdiinnter ANP-
Losung versetzt. Die Plasmaproben wurden in folgender Weise fiir die Analyse vorbereitet. Je
62,5 ul Plasmaprobe wurde mit 2,5 pl 10-fach verdiinnter biotinylierter ANP-Ldsung und 185
pul NaCl verdiinnt. Im néchsten Schritt wurden 100 pl der zuvor hergestellten Anti-ANP-
Antikorperlosung im Doppelansatz in jede Vertiefung pipettiert und die Mikrotiterplatten fiir
1,5 h bei Raumtemperatur auf dem Orbitalschiittler (2 Drehungen/sec) inkubiert. Wéhrend der
Inkubationszeit haben die Anti-ANP-Antikorper an die auf der Platte gebundenen sekundéren
Antikorper gebunden. Nach der Inkubation wurden die Platten 4 x mit Waschpufferlosung
gewaschen, um alle nicht gebundenen Antikérper zu entfernen.

Dann wurden je 100 pl Standardldsung, Kontrollldsung und Probe im Doppelansatz in die
entsprechenden Vertiefungen pipettiert und die Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur 2,5 h
auf dem Orbitalschiittler (120 rpm) inkubiert. Fiir den Leerwert wurde eine Vertiefung ausge-
spart. Dabei wurde das in Standardlosung, Kontrolllosung und Proben enthaltene ANP bzw.
biotinyliertes ANP an die Anti-ANP-Antikdrper gebunden. Nach dem Inkubieren wurden die
Platten wieder 4 x mit Waschpufferlosung gewaschen, um alle nicht gebundenen Antikorper
zu entfernen.

Im néchsten Schritt wurden je 100 ul des zuvor 200fach mit Waschpufferkonzentrat verdiinn-
ten, mit Meerrettich-Peroxidase konjugierten, Streptavidins in jede Vertiefung pipettiert und
die Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur 45 min auf dem Orbitalschiittler (120 rpm) inku-
biert. Das Streptavidin wurde wihrend des Inkubierens an das biotinylierte ANP gebunden.
Nach dem Inkubieren wurden die Platten wieder 4 x mit Waschpufferlosung gewaschen um

nicht gebundenes Streptavidin zu entfernen.
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AnschlieBend wurden in jede Vertiefung 100 pul des TMB-Substrats hineinpipettiert und an-
schlieBend die Mikrotiterplatten 30 min bei Raumtemperatur inkubiert (120 rpm).

Das farblose TMB diente dem Nachweis der Peroxidase, da es in Anwesenheit der Meerret-
tichperoxidase zu einem blauen Farbstoff, dem TMB-Diamin umgesetzt wurde.

Nach dem Inkubieren wurden die Platten 4 x mit Waschpufferlosung gewaschen, um nicht
gebundenes TMB-Substrat zu entfernen.

Im letzten Schritt wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul H2SO4 gestoppt, wobei ein
Farbumschlag von blau nach gelb erfolgte. AnschlieBend wurde die Extinktion (OD) mit Hil-
fe eines Photometers (Anthos HT2) bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen. Die gemes-
sene Farbintensitdt war umgekehrt proportional zur ANP-Menge in den Proben.

Aus den gemessenen Extinktionen jedes Doppelansatzes wurde der Mittelwert berechnet. Der
Mittelwert der Extinktion des Leerwertes wurde von den einzelnen Extinktionen abgezogen.
Mit Hilfe eines integrierten Computerprogramms (WinRead v 2.3.6) wurde eine Standardkur-
ve erstellt und die ANP-Konzentration errechnet, wobei die Standardkonzentration auf der x-
Achse und die Extinktion (in %) auf der y-Achse aufgetragen war.

Sensitivitédt: Die geringste messbare ANP-Konzentration lag bei 2,3 pg/ml.

Der Intrassayvariationskoeffizient des Tests lag bei 10%, der Interassayvariationskoeffizient

bei 15%.

3. Statistische Auswertung

Die Datenanalyse und statistische Auswertung wurde mit der kommerziellen Computersoft-
ware SPSS Statistics Version 20.0 fiir Mac durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau wurde p <
0,05 definiert.

Zunéchst wurden in einer deskriptiven Datenanalyse Mittelwert und Standardabweichung fiir
die Parameter Alter, Grofle, Gewicht, CpALDgr, CpANG-IIg, CpETgr, CpANPg, CpALDg,
CpANG-IIg, CpETg, CpANPg, Herzfrequenz in Ruhe und nach Belastung sowie fiir die echo-
kardiographischen Dimensionsmessungen ermittelt. Fiir die Blutparameter wurde zuséitzlich
der Median mit Minimum und Maximum ermittelt und angegeben. Die Priifung auf Vertei-
lung der abhingigen Variablen wurde anhand von Q-Q-Plots und mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests durchgefiihrt.

Aufgrund fehlender Normalverteilung der Daten in allen 3 Gruppen wurden nicht parametri-

sche statistische Tests fiir die Datenanalyse gewéhlt.
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In der herzgesunden Kontrollgruppe wurde der Einfluss der metrischen Variablen Alter und
Gewicht auf die Ruhe- und Belastungswerte der einzelnen Blutparameter mit Hilfe einer Kor-
relationsanalyse nach Spearman untersucht.

Um einen Zusammenhang zwischen den Werten der Blutparameter und den echokardio-
graphisch gemessenen Herzdimensionen zu ermitteln, wurde ebenfalls eine Korrelationsana-
lyse nach Spearman durchgefiihrt. Die Korrelation wurde auf einem Niveau von 0,05 (2-
seitig) als schwach signifikant und auf einem Niveau von 0,01 (2-seitig) als hoch signifikant
erachtet. Signifikante Ergebnisse wurden in Streudiagrammen dargestellt.

Um zu analysieren, ob der kardiologische Befund (Art der Klappeninsuffizienz bzw. das Auf-
treten von VF), zusétzliche Erkrankungen neben Herzerkrankungen, die Rasse, das Ge-
schlecht oder der Trainingszustand der Pferde einen Einfluss auf die Werte der Blutparameter
vor und nach Belastung hatten, wurde ein Kruskal-Wallis-H-Test durchgefiihrt. Ergaben sich
in einer Gruppe signifikante Unterschiede der Mittelwerte gegeniiber den anderen Gruppen,
wurden die Unterschiede mit Hilfe des Man-Whitney-U-Tests (Post-Hoc-Test) im Paarver-
gleich genau lokalisiert.

Zusitzlich wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis-H-Tests untersucht, ob die Lokalisation der
Dimensionsverdnderungen des Herzens bei Patienten der Gruppe 3 einen Einfluss auf die
Werte der Blutparameter vor und nach Belastung hatte. Wurden signifikante Unterschiede bei
einem Parameter ermittelt, konnten die Unterschiede mit Hilfe des Man-Whitney-U-Tests
(Post-Hoc-Test) im Paarvergleich genau lokalisiert werden. Signifikante Ergebnisse wurden
in Boxplots dargestellt.

Der Vergleich der CpALD, CpANG-II, CpET und CpANP vor und nach Belastung innerhalb
der 3 Gruppen wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests fiir verbundene Stich-
proben durchgefiihrt. Signifikante Ergebnisse wurden in Boxplots grafisch dargestellt.

Um die Mittelwerte der Blutparameter vor und nach Belastung zwischen den 3 Gruppen zu
vergleichen, wurden zunéchst fiir jede Gruppe die Differenzen zwischen Belastungs- und Ru-
hewerten gebildet und dann die Unterschiede in den Differenzen mit Hilfe des Kruskal-

Wallis-H-Tests untersucht.
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V. ERGEBNISSE

1. Ergebnisse der Anamnese und Allgemeinuntersuchung

In die Studie wurden insgesamt 54 Patienten der Pferdeklinik FU Berlin einbezogen. Dies
waren im einzelnen 21 Stuten, 30 Wallache und 3 Hengste im Alter zwischen 4 und 30 Jah-
ren. Die Pferde waren zwischen 141 und 188 cm grof3 und 351 bis 690 kg schwer. Es handelte
sich iiberwiegend um Pferde der Rasse Warmblut (34) aus unterschiedlichen Zuchtgebieten
und Traber (11). Die iibrigen Pferde gehorten den Rassen englisches Vollblut (2), deutsches
Reitpony (3), American Quarter Horse (1), Araber (2) und Criollo (1) an (Siehe Anhang: Seite
189).

Genutzt wurden die Pferde zum iliberwiegenden Teil als Freizeitpferde (22 Pferde). 16 Pferde
waren reine Weidepferde, 7 Pferde wurden turniersportlich (Dressur/Springen) genutzt, 2
Pferde waren als Remonten am Beginn ihrer Ausbildung und 2 Pferde wurden als Rennpferde

genutzt. Bei 5 Pferden wurde zur Art der Nutzung von den Besitzern keine Angaben gemacht.

Entsprechend der Angaben der Besitzer wurden 20 Pferde als trainiert und 32 Pferde als un-

trainiert eingestuft. Bei 2 Pferden konnte der Trainingszustand nicht ermittelt werden.

Vorberichtlich war bei 30 Pferden ein Herzgerdusch aufgefallen, 17 Pferde wurden wegen
Leistungsinsuffizienz vorgestellt, bei 7 Pferden wurde vorberichtlich eine Arrhythmie festge-

stellt und ein Pferd fiel mit Dyspnoe auf.

7 Pferde zeigten einen méBigen bis schlechten Erndhrungszustand.

Pflegezustand, Haltung, Verhalten und Koérpertemperatur waren bei allen Pferden unauffallig.
Die Patienten hatten eine mittlere Atemfrequenz von 16/min (£ 4,8) und eine mittlere Pulsfre-
quenz von 38/min (+ 7,9). Bei einem Pferd fielen einseitig ggr. verdickte Mandibular-
lymphknoten auf.

Ein Pferd mit Dyspnoe war im Allgemeinbefinden mgr. gestort.
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2. Ergebnisse der speziellen Untersuchung des Herz-Kreislauf-Apparates

3 Pferde hatten auffillig blasse Schleimhaute, und bei 6 Pferden war die KFZ deutlich verlén-
gert (zwischen 3 und 5 sec).

Die Pulsqualitidt war bei 41 Pferden kriftig und regelmaflig, bei 6 Pferden schwach und re-
gelmiBig, bei 4 Pferden kréftig aber unregelméBig und bei 3 Pferden schwach und unregel-
maBig.

Die Episkleralgefiafle waren bei allen Pferden fein gezeichnet und der Hautturgor stets erhal-
ten.

1 Pferd hatte deutlich gestaute Jugularvenen, und bei 2 Pferden wurde ein Unterbauch-
und/oder Unterbrustddem festgestellt.

Die auskultierte Herzfrequenz lag im Mittel bei 39/min (+ 8,5).

Alle Pferde mit Auffilligkeiten in der Herz-Kreislauf-Untersuchung haben sich nach voll-

standiger Untersuchung als herzkrank erwiesen.

Bei insgesamt 28 Pferden konnte auskultatorisch ein Herzgerdusch festgestellt werden. Bei 2
von diesen Pferden konnte ein Herzgerdusch in Kombination mit einer Arrhythmie festgestellt
werden.

Bei 4 Pferden war auskultatorisch ausschlieBlich eine Arrhythmie wahrnehmbar. Davon hat-
ten 2 Pferde ausschlieBlich Extrasystolen. Diese 2 Pferde wurden von der Auswertung ausge-
schlossen.

Bei 22 Pferden konnte weder eine Arrhythmie noch ein Herzgerdusch festgestellt werden.
Dazu gehorten auch 4 Pferde, bei denen vorberichtlich ein Herzgerdusch und 2 Pferde, bei
denen vorberichtlich eine Arrhythmie aufgetreten sein soll. Diese vorberichtlichen Befunde
konnten wihrend der speziellen klinischen Untersuchung nicht nachvollzogen werden und
auch durch weitere Untersuchungen nicht bestdtigt werden. Diese 6 Pferde wurden spiter in
die Gruppe der herzgesunden Pferde eingeteilt (Gruppe 1).

Am hiufigsten wurde links ein systolisches Herzgerdusch auskultiert (20 Pferde), 10 Pferde
hatten links ein diastolisches Herzgerdusch.

Bei 5 Pferden war auch rechts ein Herzgerdusch horbar. Bei 3 Pferden war dies ein diastoli-

sches Gerdusch, bei 2 Pferden ein systolisches Gerdusch.
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Beziiglich des Schweregrades der Herzgerdusche wurde folgende Verteilung ermittelt:

Tabelle 1: Schweregrad des Herzgerdauschs und Anzahl der zugeordneten Pferde,
Graduierungsschema nach STADLER und Mitarbeitern (STADLER et al. 1995)

Schweregrad des HG Anzahl der Pferde
1/5 6

2/5 4

3/5 10

4/5 5

5/5 3

Gesamt 28

Legende: HG= Herzgerdusch

3. Ergebnisse der Ultraschalluntersuchung

Alle 54 Pferde konnten echokardiographisch untersucht werden.

3.1. Ergebnisse der Untersuchungen im B-Mode

Durch die Farbdoppleruntersuchung konnte bei insgesamt 36 Pferden eine Klappeninsuffi-
zienz an einer oder mehreren Klappen festgestellt werden (Tabelle 2).

13 Pferde hatten eine solitdre Aortenklappeninsuffizienz (AVI). Bei 4 Pferden konnte eine
solitdre Mitralklappeninsuffizienz (MVI), bei 2 Pferden eine solitire Trikuspidalklappeninsuf-
fizienz (TVI) und bei einem Pferd eine solitire Pulmonalklappeninsuffizienz (PVI) festge-
stellt werden. 7 Pferde hatten eine AVI in Kombination mit einer MVI, 3 Pferde eine kombi-
nierte MVI und TVI, 2 Pferde eine MVI und PVI, 1 Pferd eine AVI und PVI, 1 Pferd eine
AVI, PVIund TVI, 1 Pferd eine PVI und TVI. Bei einem Pferd konnte neben einer MVI, AVI
und TVI auch ein  Ventrikelseptumdefekt  (VSD) festgestellt ~ werden.
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Tabelle 2: Anzahl der Pferde mit entsprechenden Befunden

Befund

Anzahl der Pferde

AVI

13

AVI+VF

1

MVI

4

TVI

TVI+VF

PVI

AVI+MVI

AVI+MVI+VF

MVI+TVI

MVI+TVI+VF

MVI+PVI

AVI+PVI

AVI+PVI+TVI

PVI+TVI

AVI+MVI+TVI+VSD+VF

Gesamt

36

Legende:

AVI= Aortenklappeninsuffizienz, MVI= Mitralklappeninsuffizienz,

TVI= Trikuspidalklappeninsuffizienz, PVI=Pulmonalklappeninsuffizienz,

VSD=Ventrikelseptumdefekt, VF=Vorhofflimmern

Tabelle 3: Verteilung der Graduierung der Klappeninsuffizienzen

Grad AVI MVI TVI PVI
Geringgradig 6 6 3 6
Mittelgradig 5 6 5 0
Hochgradig 12 5 0 0

Legende: AVI=
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Die Vermessung der Herzdimensionen in den verschiedenen Anschallpositionen ergab bei 17
Pferden Dimensionsverdnderungen des Herzens. Am héufigsten wurde eine Dilatation des LV
festgestellt (9 Pferde), 3 Pferde hatten ein dilatiertes LA, 1 Pferd ein dilatiertes LA und einen
dilatierten LV, 1 Pferd eine Dilatation des LA und RA und des RV, 1 Pferd eine Dilatation
des RA und des RV, und 2 Pferde eine Dilatation des RA (Tabelle 4).

Darunter war ein Pferd mit hochgradiger sekundérer Rechtsherzdilatation aufgrund eines
VSD, ein Pferd mit sekunddrer Rechtsherzdilatation aufgrund einer chronischen Lungener-
krankung, und 2 Pferde mit dilatiertem RA aufgrund einer TVI. 37 Pferde hatten normale

Herzdimensionen.

Tabelle 4: Lokalisation der Dimensionsverdnderung und Anzahl der Pferde

Lokalisation der Dimensionsverinderung Anzahl der Pferde
LA 3

LV 9

LA+LV 1

RA 2

RA+RV 1

LA+RA+RV 1

Gesamt 17

Legende: LA= linkes Atrium, LV=linker Ventrikel, RA= rechtes Atrium,
RV=rechter Ventrikel

Bei 7 Pferden konnten aulerdem Klappenvegetationen festgestellt werden. Bei 2 Pferden wa-
ren mehrere Klappen betroffen, bei 4 Pferden war die Mitralklappe und bei einem Pferd die
Aortenklappe betroffen.

Bei einem Pferd war ein deutlicher Prolaps der Aortenklappensegel zu sehen (Abbildung 15).
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16/08/2011 10:04:08

Abbildung 15: Aortenklappenprolaps (Pfeil)

74



Ergebnisse —

In den folgenden Tabellen (Tabellen 5 bis 10) sind alle Ergebnisse der Dimensionsmessungen
aus den verschiedenen Anschallpositionen im B-Mode in den einzelnen Gruppen wiedergege-

ben:

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichungen, sowie Referenzwerte nach STADLER
und ROBINE (STADLER and ROBINE 1996) und GEHLEN (GEHLEN 2010; 1998) der
Dimensionsmessungen im B-Mode aus der rechten parasternalen kaudalen langen Achse in
den einzelnen Gruppen

Position Referenz | Herzgesund | Herzkrank ohne Herzkrank mit Di-
RKDLA (Gruppe 1) | Dimensions- mensions-
verinderungen verinderungen
(Gruppe 2) (Gruppe 3)
RVWd (cm) 1,5+0,2 1,58 +£0,24 1,43 +£0,34 1,63 +0,31
RVDd (cm) 7,3+1,5 4,22 +1,07 4,14+0,9 4,43 +2.43
RADd (cm) 6,7+0,8 - 10,1£0 14,65+0
IVSDd (cm) 2,3+0,3 2,52 +0,45 2,55+0,29 2,55+ 0,44
MADd (cm) 10,0£0,9 |9,6+1,4 9,85+ 1,24 10,93+ 1,4
LADd (cm) 10,5+ 1,2 19,74+ 1,28 9,71 £ 1,28 10,86 + 1,46
LVDuMVd (ecm) | 13,0+5,0 | 11,55+1,15 |12,02+0,58 13,55+1,7
LVDpmd (cm) 93+1,1 8,41 +0,97 8,82+ 0,95 10,27 +£ 2,87
LVWd (cm) 2,2+£0,3 2,16+ 0,38 2,85+ 0,45 2,23 +£0,58

Legende: RKDLA=rechte parasternale kaudale lange Achse, RVWd=rechte Ventrikelwand in der
Diastole, RVDd=Durchmesser des rechten Ventrikels in der Diastole, RADd=Durchmesser des
rechten Atriums in der Diastole, IVSDd=Durchmesser des Interventrikularseptums in der Diastole,
MADd=Durchmesser des Mitralklappenanulus in der Diastole, LADd=Durchmesser des linken
Atriums in der Diastole, LVDuMVd=Durchmesser des linken Ventrikels unter der Mitralklappe in der
Diastole, LVDpmd=Durchmesser des linken Ventrikels post Mitralklappe in der Diastole,
LVWd=Durchmesser linke Ventrikelwand
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Tabelle 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dimensionsmessungen im B-Mode
sowie Referenzwerte nach STADLER und ROBINE (STADLER and ROBINE 1996) und
GEHLEN (GEHLEN 2010; 1998) aus der rechten parasternalen kaudalen langen Achse mit
Aorta in den einzelnen Gruppen

Position Referenz | Herzgesund | Herzkrank ohne Herzkrank mit Di-

RKDLA-AO (Gruppe 1) Dimensions- mensions-
verinderungen verinderungen
(Gruppe 2) (Gruppe 3)

AO (cm) 8,0£1,0 7,52 +0,89 7,78 £ 0,62 8,12+ 0,89

Legende: RKDLA-AO=rechte kaudale lange Achse mit Aorta

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dimensionsmessungen im B-Mode
sowie Referenzwerte nach nach STADLER und ROBINE (STADLER and ROBINE 1996)
und Gehlen (GEHLEN 2010; 1998) aus der rechten parasternalen kaudalen kurzen Achse in
den einzelnen Gruppen

Position Referenz | Herzgesund | Herzkrank ohne Herzkrank mit Di-
Rechte para- (Gruppe 1) Dimensions- mensions-

sternale kurze verinderungen veinderungen
Achse (Gruppe 2) (Gruppe 3)

LVWd (cm) 3,7¢0,6 12,93+0,53 2,95+0,52 2,94 + 0,38

LVWs (cm) 53+0,3 |4,15+£0,57 4,33 + 0,59 4,28 + 0,67

Legende: LVWd= Linke Ventrikelwand in der Diastole, LVWs= linke Ventrikelwand in der Systole
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Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichungen sowie Referenzwerte nach nach
STADLER und ROBINE (STADLER and ROBINE 1996) und Gehlen (GEHLEN 2010;
1998) der Dimensionsmessungen im B-Mode aus der rechten parasternalen langen kranialen
Achse in den einzelnen Gruppen

Position Referenz | Herzgesund | Herzkrank ohne | Herzkrank mit Di-
Rechte parasterna- (Gruppe 1) Dimensions- mensions-

le lange kraniale verinderungen verinderungen
Achse (Gruppe 2) (Gruppe 3)

RADd (cm) 6,9+0,1 |- 8,01 £0,99 10,8 £2,36

RVDd (cm) 7,4+09 |7,87+0,78 79+ 1,1 8,35+ 0,92

PADd (cm) 5,6+0,7 |5,81+1,08 571 £ 0,5 6,5 + 0,86

Legende: RADd= Durchmesser des rechten Atriums in der Diastole, RVDd= Durchmesser des rechten
Ventrikels in der Diastole, PADd= Durchmesser der Pulmonalarterie in der Diastole

Tabelle 9: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dimensionsmessungen im B-Mode
sowie Referenzwerte nach STADLER und ROBINE (STADLER and ROBINE 1996) und
GEHLEN (GEHLEN 2010; 1998) aus der linken parasternalen langen kaudalen Achse in den
einzelnen Gruppen

Position Referenz | Herzgesund | Herzkrank ohne Herzkrank mit Di-

LKDLA (Gruppe 1) | Dimensions- mensions-
verinderungen veranderungen
(Gruppe 2) (Gruppe 3)

MADd (cm) 10,7+0,8 | 7,91 £ 1,05 10,23 £ 1,34 11,3+1,52

LVDd (cm) <13,5 10,26 £ 0,95 | 12,1 £0,91 13,45+1,9

LADd (cm) <13,5 8,42+ 1,11 11,2+14 12,85+ 1,61

Legende: LKDLA= linke parasternale kaudale lange Achse, MADd= Durchmesser des

Mitralklappenanulus in der Diastole, LVDd= Durchmesser des linken Ventrikels in der Diastole,
LADd= diastolischer Durchmesser des linken Atriums
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Tabelle 10: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dimensionsmessungen im B-Mode
sowie Referenzwerte nach STADLER und ROBINE (STADLER and ROBINE 1996) und
GEHLEN (GEHLEN 2010; 1998) aus der linken parasternalen langen Achse mit Aorta in den
einzelnen Gruppen.

Position Referenz | Herzgesund | Herzkrank ohne Herzkrank mit Dimen-
LKDLA-AO (Gruppe 1) Dimensions- sions-verinderungen
verinderungen (Gruppe 3)
(Gruppe 2)
AO (cm) 80+1,0 16,82+0 7,9 +0,76 8,63 +£0,37

Legende: LKDLA-AO= linke parasternale kaudale lange Achse mit Aorta, AO= Aorta
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3.2. Ergebnisse der Untersuchungen im M-Mode

Im M-Mode aus der rechten parasternalen langen Achse konnte bei 6 Pferden ein hochfre-
quentes diastolisches Flattern des septalen Mitralklappensegels festgestellt werden (Abbil-
dung 14). Alle 6 Pferde hatten eine hgr. AVI. Die gedffnete Mitralklappe ,,flatterte” im dia-

stolischen Riickstrom durch die insuffiziente Aortenklappe.

Tabelle 11: Ergebnisse der M-Mode Messungen ausgedriickt als Mittelwerte und
Standardabweichungen sowie Referenzwerte nach ZUCCA und Mitarbeitern (ZUCCA, et al.
2008) aus der rechten kaudalen langen Achse in den einzelnen Gruppen

Position Referenz Herzgesund Herzkrank ohne | Herzkrank mit Di-
MM-RKDLA (Gruppe 1) Dimensions- mensions-
veranderungen veranderungen
(Gruppe 2) (Gruppe 3)
IVSd (mm) 3,1+ 0,41 |3,84+£292 3,16 £ 0,47 2,83+ 0,41
IVSs (mm) 4,48 + 0,36 | 4,27+0,73 4,73 + 0,44 4,73 £ 0,92
LVIDd (mm) 11,6+ 1,29 | 11,1 £1,25 11,47 £0,89 13,37 £2,55
LVIDs (mm) 7,42+ 1,05 16,97 £1,28 6,71 £ 0,87 7,86 + 1,73
LVPWd (mm) |2,52+0,03 |2,08+0,51 2,68 £0,58 2,25+0,58
LVPWs (mm) 3,64+0,52 |3,52+0,58 3,95 +0,68 3,81 +0,67
FS % 36,2+3.,9 37,78 £ 5,43 41,16 +£5,55 40,57 + 7,10

Legende: MM-RKDLA=M-Mode der rechten kaudalen langen Achse, IVSd=Interventrikularseptum
in der Diastole, [VSs= Interventrikularseptum in der Systole, LVIDd=Innerer Durchmesser des linken
Ventrikels in der Diastole, LVIDs=Innerer Durchmesser des linken Ventrikels in der Systole,
LVPWd=linke hintere Ventrikelwand in der Diastole, LVPWs=linke hintere Ventrikelwand in der
Systole, FS%=Verkiirzungsfraktion in Prozent
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Tabelle 12: Ergebnisse der M-Mode Messungen ausgedriickt als Mittelwerte und
Standardabweichungen sowie Referenzwerte nach ZUCCA und Mitarbeitern (ZUCCA, et al.
2008) aus der rechten kaudalen kurzen Achse in den einzelnen Gruppen

Position Referenz Herzgesund Herzkrank oh- | Herzkrank mit Dila-
MM-RKDKA (Gruppe 1) ne Dilatation tation
(Gruppe 2) (Gruppe 3)
IVSd (mm) 3,1+ 0,41 3,13+0,54 3,1 +0,36 3,1 +0,34
IVSs (mm) 4,48 + 0,36 4,54 + 0,63 4,58 + 0,60 4,85+ 0,85
LVIDd (mm) | 11,6+ 1,29 11,60 £ 1,34 12,17 £ 0,80 13,97 £2,85
LVIDs (mm) | 7,42+ 1,05 7,48 £ 1,05 7,23 +1,53 8,82+ 1,92
LVPWd (mm) | 2,52 +0,03 2,42 + 0,44 2,59 £ 0,55 2,50 + 0,44
LVPWs (mm) | 3,64 +0,52 3,19 +0,57 3,44+ 0,65 3,62 +0,62
FS % 36,2+3.9 35,51 £3,88 37,58 £4,76 36,85 £ 6,30

Legende: MM-RKDKA=M-Mode der rechten kaudalen kurzen Achse, IVSd=Interventrikularseptum
in der Diastole, [VSs= Interventrikularseptum in der Systole, LVIDd=Innerer Durchmesser des linken
Ventrikels in der Diastole, LVIDs=Innerer Durchmesser des linken Ventrikels in der Systole,
LVPWd=linke hintere Ventrikelwand in der Diastole, LVPWs=linke hintere Ventrikelwand in der
Systole, FS%=Verkiirzungsfraktion in Prozent

4. Ergebnisse der elektrokardiographischen Untersuchung

Bei der elektrokardiographischen Untersuchung konnte bei insgesamt 8 Pferden eine Ar-
rhythmie festgestellt werden. 5 Pferde zeigten Vorhofflimmern in Kombination mit verschie-
denen Klappeninsuffizienzen.

Bei 2 Pferden konnten im Langzeit-EKG Extrasystolen festgestellt werden, wobei bei einem
Pferd gehauft atriale Extrasystolen und bei einem Pferd atriale und ventrikuldre Extrasystolen
gemeinsam auftraten. Bei diesen beiden Pferden konnten keine Klappeninsuffizienzen festge-
stellt werden.

Pferde ohne Klappeninsuffizienzen, die ausschlielich unter Arrhythmien litten, wurden aus

der weiteren Auswertung ausgeschlossen (2 Pferde).
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5. Weitere Erkrankungen und weiterfithrende Untersuchungen

Bei 15 Pferden wurden wihrend der klinischen Untersuchung weitere Erkrankungen festge-
stellt. 7 Pferde litten an Lungenerkrankungen, 9 Pferde hatten eine orthopadische Problematik
und 3 Pferde hatten Hautneoplasien unterschiedlicher GréB3e (Sarkoide).

Bei einem Pferd mit vorberichtlicher Leistungsinsuffizienz erwies sich eine Lungenerkran-
kung als alleinige Ursache fiir die eingeschrinkte Leistungsfihigkeit, bei 9 Pferden war ein
orthopédisches Problem die eigentliche Ursache der Leistungsinsuffizienz. Diese Pferde wur-
den in die Gruppe der herzgesunden Pferde eingeteilt.

6 Pferde mit Herzerkrankungen hatten gleichzeitig Lungenerkrankungen unterschiedlicher Art
und unterschiedlichen Grades.

Bei allen Pferden mit Verdacht auf eine Lungenerkrankung wurden zusitzlich Blutgasunter-
suchungen und in Einzelfillen eine Bronchoskopie und/oder Rontgenaufnahmen zur weiter-

fiihrenden Diagnostik angefertigt.

6. Einteilung der Gruppen nach vollstiindiger Untersuchung

Anhand der vollstindigen Untersuchungsergebnisse wurden die Pferde in 3 Gruppen einge-
teilt (Tabelle 13):

Herzgesund (Gruppe 1), herzkrank ohne Dimensionsverdnderungen (Gruppe 2) und herzkrank
mit Dimensionsverdnderungen (Gruppe 3). 15 Pferde wurden in Gruppe 1 eingeteilt. Die

Gruppe 2 bestand aus insgesamt 20 Pferden und Gruppe 3 aus 17 Pferden:

Tabelle 13: Mittelwerte und Standardabweichungen der Stammdaten der Pferde in den
einzelnen Gruppen

Gruppen | Anzahl | Alter (Jahre) | Grofie (cm) | Gewicht (Kg) |S | W | H | HF/min

1 15 143+ 7,1 160,8 £10,8 | 515,9 + 88,7 915 |1 |38,7£6,3
2 20 15,8+ 7,6 1622+ 7,4 |507,3+69,3 7 11510 |369+5,5
3 17 17,6 £ 7,7 164,5+8,6 |544,5+77,2 4 |11]2 |41,2+123

Legende: S= Stute, W=Wallach, H=Hengst, HF= Herzfrequenz, Gruppe l=herzgesund, Gruppe
2=herzkrank ohne Dimensionsverédnderungen, Gruppe 3=herzkrank mit Dimensionsverdnderungen
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7. Belastung der Pferde

Insgesamt konnten 37 Pferde belastet werden. Bei 17 Pferden war eine Belastung aus ver-
schiedenen Griinden nicht moglich.
Tabelle 14 zeigt, wie lange die Pferde in den einzelnen Gruppen im Mittel belastet wurden

und welche Herzfrequenzen im Mittel direkt nach Belastung gemessen wurden:

Tabelle 14: Mittlere Belastungszeit (min) der Pferde in den 3 Gangarten und Herzfrequenz
nach Belastung (HF n.B)

Gruppe Schritt (min) Trab (min) Galopp (min) | HF n.B./min
1 59+2 12,7+2,6 5+£0 98 + 46

2 51+1,5 12+2,5 5+0 76 £ 13

3 5,8+1,9 10,2 +4 5+0 55+6

Legende: Gruppe l=herzgesund, Gruppe 2=herzkrank ohne Dimensionsverdanderungen, Gruppe
3=herzkrank mit Dimensionsverdnderungen

8. Ergebnisse der CpANG-II Bestimmung

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen Alter, Gewicht, Geschlecht oder Rasse der
Pferde und der Angiotensin-II-Plasmakonzentration in Ruhe (CpANG-IIg) bzw. der Angio-
tensin-II-Plasmakonzentration nach Belastung (CpANG-IIg) festgestellt werden.

Auch zwischen der Art der Klappeninsuffizienz bzw. dem Auftreten von Vorhofflimmern
(VF) und der CpANG-II gab es keine Korrelation.

Die echokardiographisch gemessenen Herzdimensionen korrelierten in keiner Gruppe mit der
CpANG-II. Auch die Lokalisation der Dimensionsverdnderungen in Gruppe 3 hatte keinen
Einfluss auf die CpANG-II.

Die mittlere CpANG-IIr betrug in Gruppe 1 21,81 (+ 52,64) ng/ml. Die mittlere CpANG-IIg
betrug 57,15 (£ 134,76) ng/ml. Der Unterschied zwischen Ruhe- und Belastungswert war
statistisch nicht signifikant. In der Gruppe 2 konnte eine mittlere CpANG-IIgr von 17,27 (£
34,7) ng/ ml und eine mittlere CpANG-IIg von 19,6 (£ 42,12) ng/ml gemessen werden. Auch
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in dieser Gruppe war der Unterschied zwischen Ruhe- und Belastungswerten statistisch nicht
signifikant. In Gruppe 3 lag die mittlere CpANG-II in Ruhe bei 13,0 (+ 30,5) ng/ml und der
nach Belastung gemessenen Werte bei 10,79 (+ 14,83) ng/ml. Der Unterschied war auch hier
statistisch nicht signifikant.

Fiir die Differenzen vor und nach Belastung konnte zwischen den Gruppen 1, 2 und 3 kein
statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Der Trainingszustand hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die CpANG-II. Tabelle 15 zeigt die
Ergebnisse der CpANG-II-Bestimmung in den einzelnen Gruppen:

Tabelle 15: Mittelwert und Standardabweichung der Angiotensin-II-Plasmakonzentration

Gruppe | Mittelwert Median Mittelwert Median
ANG-IIg (ng/ml) | ANG-IIg (ng/ml) ANG-IIg (ng/ml) | ANG-IIg (ng/ml)

1 21,81 + 52,64 2,3(0,1-309,8) 57,15+ 134,76 3,3(0,1-864,4)

2 17,27 £ 34,7 5,5(0,1-292,2) 19,6 £42,12 5,4 (0,1-318,8)

3 13,0 £ 30,5 1,9 (0,1-236,3) 10,79 + 14,83 3,6 (0,1-73,4)

Legende: CpANG-IIg=Plasmakonzentration = von Angiotensin-Il in  Ruhe, CpANG-II
=Plasmakonzentration von Angiotensin-II nach Belastung, Gruppe 1=herzgesund, Gruppe
2=herzkrank ohne Dimensionsverédnderungen, Gruppe 3=herzkrank mit Dimensionsverdnderungen

9. Ergebnisse der CpALD Bestimmung

Zwischen der CpALDg, bzw. der CpALDg und dem Gewicht, dem Geschlecht, dem Alter
sowie der Rasse der Pferde in Gruppe 1 bestand kein Zusammenhang.

Die Art der Klappeninsuffizienz bzw. das Auftreten von VF korrelierte in keiner Gruppe mit
der CpALD. Auch die echokardiographisch gemessenen Herzdimensionen korrelierten in
keiner Gruppe mit der CpALD.

Der Trainingszustand hatte keinen Einfluss auf die CpALD in den 3 Gruppen.

In den Gruppen 1 und 2 waren die in Ruhe gemessenen Werte geringer als die nach Belastung

gemessenen Werte. So wurde in der Gruppe 1 eine mittlere CpALDg von 215,4 (= 240,6)
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pg/ml und eine mittlere CpALDg von 426,8 (+ 374,3) gemessen. In Gruppe 2 betrug die mitt-
lere CpALDRg 359,0 (£383,3) pg/ml und die mittlere CpALDg471,9 (= 416,2) pg/ml.

In Gruppe 3 war die mittlere CpALDgr mit 367,6 (x 400,6) pg/ml geringer als der nach Bela-
stung gemessene Wert mit 322,8 (+ 346,9) pg/ml.

Die Unterschiede zwischen der mittleren CpALDgr und CpALDg waren innerhalb der Grup-
pen 2 und 3 statistisch nicht signifikant. Anders war es in Gruppe 1. Hier war die CpALDg
signifikant hoher (p= 0,039) als die CpALDg (Abbildung 16).

Fiir die Differenzen zwischen CpALDg und CpALDg konnte im Vergleich zwischen den 3
Gruppen kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse der CpALD-Bestimmung in den einzelnen Gruppen im Uber-
blick:

Tabelle 16: Mittelwert mit Standardabweichung und Median der ALD Plasmakonzentration
in Ruhe und nach Belastung in den einzelnen Gruppen.

Gruppe Mittelwert Median Mittelwert Median
CpALDgk (pg/ml) CpALDgR (pg/ml) | CpALDg (pg/ml) | CpALDg (pg/ml)

1 215,4 +£240,6 129,9 (51,6-1000) | 426,8 +374,3 284,7 (48,3-1000)

2 359,0 +383,3 137,9 (39,5-1000) | 471,9 + 416,2 295 (36-1000)

3 367,6 = 400,6 134,8 (0,1-1000) | 322,8 +£346,9 196 (0,1-1000)

Legende: CpALDr= Aldosteron-Plasmakonzentration in Ruhe, CpALDg= Aldosteron-
Plasmakonzentration nach Belastung, Gruppe 1=herzgesund, Gruppe 2=herzkrank ohne
Dimensionsverdnderungen, Gruppe 3=herzkrank mit Dimensionsverdnderungen.

84



Ergebnisse —

100000+ * -
—
~ 800,00
o
=
=
b
C
= 600,00
E
=t
(=2
S
=
- 400,00
-
="
o
200,00

in Ruhe nach Belastung

Abbildung 16: Boxplot: Signifikant geringere mittlere Aldosteron-Plasmakonzentration in Ruhe
gegeniiber den nach Belastung gemessenen Aldosteron Werten in Gruppe 1.
CpALD= mittlere Aldosteron-Plasmakonzentration, Gruppe 1= herzgesunde Pferde
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10. Ergebnisse der CpET-1 Bestimmung

Eine signifikante positive Korrelation konnte in Gruppe 1 zwischen dem Gewicht der Pferde
und der CpET-1gr (rs=0,592, p=0,026), bzw. der CpET-1p (rs=0,766, p=0,01) festgestellt
werden. (Abbildungen 17, 18).

In Gruppe 1 zeigte sich zudem eine positive Korrelation zwischen dem Alter der Pferde und
der CpET-1 in Ruhe und nach Belastung, die jedoch nur fiir die nach Belastung gemessenen
Werte statistisch signifikant war (rs=0,707, p=0,022). Je hoher das Alter der Pferde, desto
hoher waren auch die gemessenen Endothelinwerte (Abbildung 19).

Am hochsten waren die gemessenen Werte bei den > 20 jihrigen Pferden, die niedrigsten
Werte wurden bei den <10 jihrigen Pferden gemessen.

Wurde der Einfluss des Korpergewichts auf die Herzdimensionen und die CpET-1 beachtet,
konnte zwischen dem Durchmesser des LA und des LV und der CpET-1gr bzw. der CpET-1g
in Gruppe 1 zwar eine schwache positive, jedoch nicht signifikante Korrelation festgestellt
werden.

Ein schwacher positiver nicht signifikanter Zusammenhang bestand in Gruppe 1 auch zwi-
schen dem Durchmesser der PA und der CpET-1. Auch hier wurde der Einfluss des Kdorper-
gewichts auf die CpET-1 und die Herzdimensionen beachtet.

Der Durchmesser der Aorta wurde vom Alter und vom Korpergewicht der Pferde beeinflusst.
Beide Faktoren beeinflussten auch die CpET-1. Unter Beachtung dieser Einfliisse zeigte sich
ein positiver, jedoch nicht signifikanter Zusammenhang zwischen der CpET-1g bzw. der
CpET-1g und dem Durchmesser der Aorta.

Kein Zusammenhang bestand zwischen Geschlecht oder Rasse der Pferde und der CpET-1 in
Gruppe 1.

Auch in Gruppe 2 konnten positive, jedoch nicht signifikante Korrelationen zwischen dem
Durchmesser des linken Atriums und des linken Ventrikels und der CpET-1 festgestellt wer-
den.

Der Durchmesser der PA korrelierte in dieser Gruppe ebenfalls positiv mit der CpET-1, er-
reichte jedoch nur fiir die CpET-1gr das Signifikanzniveau (rs=0,683, p=0,007) (Abbildung
20).

Keine Korrelation konnte in der Gruppe 2 fiir den Aortendurchmesser und die CpET-1 festge-

stellt werden.
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Der Durchmesser des LA in Gruppe 3 korrelierte signifikant positiv mit der CpET-1g
(rs=0,622, p=0,23) und der CpETg (rs=0,769, p=0,009) (Abbildungen 21, 22).

Ein schwacher, nicht signifikanter positiver Zusammenhang konnte in dieser Gruppe zwi-
schen dem Durchmesser der PA und dem Durchmesser der Aorta und der CpET-1 festgestellt
werden.

Keine Korrelation konnte dagegen zwischen dem Durchmesser des LV und der CpET-1 fest-
gestellt werden.

Zwischen der Lokalisation der Dimensionsverdnderung und der CpET-1 in Gruppe 3 bestand
kein Zusammenhang.

In Gruppe 3 konnte ein signifikanter Unterschied (p=0,038) in der CpET-1g bei trainierten
und untrainierten Pferden festgestellt werden. Bei trainierten Pferden war die mittlere CpET-
Igr mit 17,5 (= 8.,5) pg/ml deutlich héher als bei untrainierten Pferden mit einer mittleren
CpET-1g von 8,27 (+ 10,25) pg/ml (Abbildung 23). In den anderen Gruppen zeigte sich kein
Einfluss des Trainingszustandes auf die CpET-1.

Zwischen der Art des Befundes und der CpET-1 bestand in keiner der Gruppen ein Zusam-
menhang.

Die CpET-I1g unterschied sich in keiner Gruppe signifikant von der CpET-1g. Und auch fiir
die Differenzen vor und nach Belastung konnte zwischen den Gruppen 1, 2 und 3 kein stati-
stisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse der CpET-Bestimmung in den einzelnen Gruppen im Uber-
blick:

Tabelle 17: Mittelwert und Standardabweichung der Endothelin-1-Plasmakonzentration in
Ruhe und nach Belastung in den einzelnen Gruppen.

Gruppe Mittelwert Median Mittelwert Median
ET-1r (pg/ml) ET-1R (pg/ml) ET-15 (pg/ml) ET-15 (pg/ml)
1 9,09 + 10,26 3,8 (1,9-25,2) 9,18+9,0 3,54 (1,4-25,2)
2 12,73 £10,25 13,8 (0,25-25,2) 13,88+ 11,05 17,9 (0,8-25,2)
3 14,23 £10,46 6,4 (0,8-25,2) 14,86 + 10,84 10,6 (0,1-25,2)

Legende: CpET-1z=Endothelin-Plasmakonzentration in Rubhe, CpET-15=Endothelin-
Plasmakonzentration nach Belastung, Gruppe 1=herzgesund, Gruppe 2=herzkrank ohne
Dimensionsverdnderungen, Gruppe 3=herzkrank mit Dimensionsverdnderungen.
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Abbildung 17: Streudiagramm: Signifikant positive Korrelation zwischen dem Gewicht der Pferde in

Gruppe 1 und der Endothelin-Plasmakonzentration in Ruhe

CpET=Endothelin-Plasmakonzentration, Gruppe 1=herzgesunde Pferde, R*=BestimmtheitsmaB
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Abbildung 18: Streudiagramm: Signifikant positive Korrelation zwischen dem Gewicht der Pferde in

Gruppe 1 und der Endothelin-Plasmakonzentration nach Belastung

CpET=Endothelin-Plasmakonzentration, Gruppe 1=herzgesunde Pferde, R*=Bestimmtheitsmal}
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Abbildung 19: Streudiagramm: Signifikant positive Korrelation zwischen dem Alter der Pferde in
Gruppe 1 und der Endothelin-1-Plasmakonzentration nach Belastung
CpET=Endothelin-Plasmakonzentration, Gruppe 1=herzgesunde Pferde, R*=Bestimmtheitsmal
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Abbildung 20: Streudiagramm: Signifikant positiver Zusammenhang zwischen dem Durchmesser der
Pulmonalarterie in Gruppe 2 und der Endothelin-1-Plasmakonzentration in Ruhe
CpET=Endothelin-Plasmakonzentration, Gruppe 2= herzkranke Pferde ohne
Dimensionsverinderungen, R°= Bestimmtheitsmal
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Abbildung 21: Streudiagramm: Signifikante Korrelation zwischen der GroBe des linken Atriums der
Pferde in Gruppe 3 und der Endothelin-1-Plasmakonzentration in Ruhe
CpET=Endothelin-Plasmakonzentration, LA=linkes Atrium, Gruppe 3=herzkranke Pferde mit
Dimensionsverinderungen, R°=Bestimmtheitsmal3
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Abbildung 22: Streudiagramm: Signifikant positive Korrelation zwischen der GroBe des linken
Atriums (cm) der Pferde in Gruppe 3 und der Endothelin-1-Plasmakonzentration nach Belastung
CpET=Endothelin-Plasmakonzentration, LA=linkes Atrium, Gruppe 3=herzkranke Pferde mit
Dimensionsverinderungen, R*=Bestimmtheitsmaf}

93



— Ergebnisse

30,00

v

=

=

=2 e

8

Lag’

2 20,00

o

]

—

&

=

=

=0

2

P‘ 10_.00-

=

"

o

00 == |
untrainiert trainiert
Trainingszustand

Abbildung 23: Boxplot: Signifikanter Unterschied in der Endothelin-1 Plasmakonzentration zwischen
trainierten und untrainierten Pferden in Ruhe in Gruppe 3
CpET= Endothelin-Plasmakonzentration, Gruppe 3=herzkranke Pferde ohne

Dimensionsverdanderungen
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11. Ergebnisse der CpANP Bestimmung

Es konnte kein Zusammenhang zwischen Alter, Gewicht, Geschlecht oder Rasse der Pferde
und der CpANPR bzw. der CpANPp festgestellt werden.

Eine signifikant positive Korrelation bestand in Gruppe 1 zwischen der CpANP und dem
Durchmesser des LV (1rs=0,900, p=0,001) (Abbildung 26). Zwischen allen anderen Dimensi-
onsmessungen und der CpANP bestand in keiner der Gruppen ein Zusammenhang. Auch zwi-
schen der Art des Befundes in Gruppe 2 und 3 und der Lokalisation der Dimensionsverinde-
rung in Gruppe 3 und der CpANP gab es keine Korrelation. Der Trainingszustand hatte eben-
falls keinen Einfluss auf die CpANP in den drei Gruppen.

In Gruppe 1 wurde eine CpANPg von 76,3 + 53,8 pg/ml und eine CpANPyg von 67,1 + 43,0
pg/ml gemessen. In Gruppe 2 wurden 21,0 = 52,3 pg/ml in Ruhe und 4,5 + 10,4 pg/ml nach
Belastung gemessen. In Gruppe 3 wurde eine CpANPgr von 14,9 + 50,7 pg/ml und eine
CpANPg von 8,6 = 25,7 pg/ml gemessen. Sowohl die in Ruhe als auch die nach Belastung
gemessenen Werte waren in Gruppe 2 signifikant geringer als die Werte in Gruppe 1
(p=0,015 fiir CpANPg und p=0,014 fiir CpANPp), ebenso in Gruppe 3 (p=0,07 fiir CpANPg
und p=0,037 fiir CpANPp) (Abbildung 24, 25).

Innerhalb der Gruppen 1, 2 und 3 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen CpANPg
und CpANPg festgestellt werden. Auch die Differenzen zwischen CpANPg und CpANPg un-
terschieden sich im Gruppenvergleich nicht signifikant. Tabelle 18 zeigt die Ergebnisse der

CpANP-Bestimmung in den einzelnen Gruppen im Uberblick:

Tabelle 18: Mittelwert mit Standardabweichung und Median der ANP-Plasmakonzentration
in Ruhe und nach Belastung in den einzelnen Gruppen

Gruppe | Mittelwert Median Mittelwert Median
CpANPR (pg/ml) | CpANPR (pg/ml) | CpANPg (pg/ml) CpANP; (pg/ml)

1 76,3 53,8 75,82 (0,4-161,1) 67,1 £43,0 85,3 (0,2-108.,9)

2 21,0+523 0,28 (0,1-183,7) 45+10,4 0,6 (0,01-97,2)

3 14,9 +£ 50,7 0,66 (0,01-209,1) 8,6 £ 25,7 0,72 (0,08-30,3)

Legende: CpANPr=ANP-Plasmakonzentration in Ruhe, CpANPp=ANP-Plasmakonzentration nach
Belastung, Gruppe l=herzgesund, Gruppe 2=herzkrank ohne Dimensionsveranderungen, Gruppe
3=herzkrank mit Dimensionsverdnderungen
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Abbildung 24: Boxplot: Signifikant hohere ANP Plasmakonzentration der Gruppe 1 in Ruhe
gegeniiber den Gruppen 2 und 3

Geschweifte Klammer= signifikanter Unterschied, CpANP=ANP-Plasmakonzentration, Gruppe
1=herzgesunde Pferde, Gruppe 2= herzkranke Pferde ohne Dimensionsverdnderungen, Gruppe 3=
herzkranke Pferde mit Dimensionsverdnderungen
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Abbildung 25: Boxplot: Signifikant hohere ANP Plasmakonzentration in Gruppe 1 nach Belastung

gegeniiber den Gruppen 2 und 3
Geschweifte Klammer= signifikanter Unterschied, CpANP=ANP-Plasmakonzentration, Gruppe
1=herzgesunde Pferde, Gruppe 2= herzkranke Pferde ohne Dimensionsverdnderungen, Gruppe 3=

herzkranke Pferde mit Dimensionsverdnderungen
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Abbildung 26: Streudiagramm: Signifikant positive Korrelation zwischen der ANP
Plasmakonzentration in Gruppe 1 in Ruhe bzw. nach Belastung und den echokardiographisch
gemessenen Dimensionen des linken Ventrikels

CpANP=ANP-Plasmakonzentration, LV= Durchmesser des linken Ventrikels, R’=Bestimmtheitsmal,
RG=Regressionsgerade
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V1. DISKUSSION DER ERGEBNISSE

In dieser Studie sollte untersucht werden, inwieweit die kardialen Biomarker ANG-II, ALD,
ET-1 und ANP bei Pferden messbar und zur Erweiterung des kardialen Diagnostikspektrums

geeignet sind.

1. Diskussion des Probandenguts und der Gruppeneinteilung

Bei der Untersuchung der Pferde fiel auf, dass bei nur 28 von 36 Pferden (66,7 %) mit patho-
logischen Klappeninsuffizienzen ein Herzgerdusch auskultierbar war. Dies zeigt {iberein-
stimmend mit den Aussagen anderer Autoren (GEHLEN 2010; PATTESON and BLISSIT
1996), dass eine Herzerkrankung nur mit Hilfe der Echokardiographie sicher ausgeschlossen
werden kann und unterstreicht die Notwendigkeit der Entwicklung einer neuen, einfachen
diagnostischen Methode zur frithen Erkennung und Schweregradbeurteilung von Herzerkran-

kungen bei Pferden.

Die Aortenklappeninsuffizienz ist die hdufigste Erkrankung bei mittelalten bis alten Pferden
(BISHOP, et al. 1966; REEF und SPENCER 1987). Das mittlere Alter der herzkranken Pfer-
de in der vorliegenden Untersuchung war mit 15,8 + 7,6 Jahren in Gruppe 2 und 17,6 + 7,7
Jahren in Gruppe 3 vergleichsweise hoch. Entsprechend wurde als hiufigste Herzerkrankung
eine AVI entweder solitér (13 Pferde) oder in Kombination mit einer MVI (7 Pferde) diagno-
stiziert. In den meisten vergleichbaren Studien bestand das Patientengut {iberwiegend aus
jiingeren Pferden, und als Kontrolltiere wurden ausschlieBlich jiingere Pferde herangezogen.
So lag das mittlere Alter der herzkranken Pferde in den Untersuchungen von GEHLEN und
Mitarbeitern bei 9,7 £ 3,8 bzw. 10 + 4, das der Kontrollpferde bei 9 + 0,8 bzw. 9 = 0,5 Jahren
(GEHLEN, et al. 2007b; 2008). Entsprechend des Alters wurden in diesen Untersuchungen
am héufigsten Mitralklappeninsuffizienzen diagnostiziert. Auch bei VAN DER VEKENS und
Mitarbeitern war das mittlere Alter der herzkranken Pferde mit 13,7 + 5,2 bzw. 13,7 + 5,2
Jahren und der Kontrollpferde mit 7,9 + 5,2 Jahren geringer als in der vorliegenden Studie
(VAN DER VEKENS, et al. 2013). Aufgrund des vergleichsweise hohen Alters der Studien-
population in der vorliegenden Studie traten vermehrt Begleiterkrankungen wie Arthropathien

auf, die die Ergebnisse der Untersuchung beeinflusst haben konnten (siehe unten).
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Ahnlich wie bei TRACHSEL und Mitarbeitern und im Gegensatz zu VAN DER VEKENS
sowie zu GEHLEN und Mitarbeitern, die nur Warmbliiter einbezogen, war das Patientengut
der vorliegenden Studie beziiglich Rasse, Gewicht und auch Geschlecht relativ inhomogen
(GEHLEN, et al. 2007b; 2008; TRACHSEL, et al. 2011; VAN DER VEKENS, et al. 2013).
GroBle Gewichtsunterschiede erschweren die Vergleichbarkeit der echokardiographischen
Messungen, denn zwischen Gewicht und echokardiographisch gemessenen Herzdimensionen
besteht iiber einem weitgefassten Gewichtsbereich ein linearer Zusammenhang (SLATER und
HERRTAGE 1995b). Auch in der vorliegenden Studie zeigte sich ein linearer Zusammen-
hang zwischen linksventrikuldren und linksatrialen Herzdimensionen (Sowohl im M-Mode
als auch im 2-DMode) und Korpergewicht.

Um dieses Problem zu beheben und eine bessere Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten, verwen-
deten TRACHSEL und Mitarbeiter die Methode der allometrischen Skalierung nach
CORNELL und Mitarbeitern. Die Messwerte wurden dabei an ein Korpergewicht von 500 kg
angepasst (CORNELL, et al. 2004; TRACHSEL, et al. 2011).

Aber nicht nur das Korpergewicht, sondern auch die Rasse und der Trainingszustand beein-
flussen die echokardiographischen Messungen (GEHLEN, et al. 2007a; 2005) und erschwe-
ren die Vergleichbarkeit.

Die in der vorliegenden Arbeit vorgenommene Einteilung in die Gruppen herzgesund (Grup-
pe 1), herzkrank ohne Dimensionsverdnderungen (Gruppe 2) und herzkrank mit Dimensions-
verdnderungen (Gruppe 3), muss daher vorsichtig betrachtet werden. Um sicher zu gehen,
dass alle Pferde korrekt eingeteilt wurden, wurden zusétzlich zu den oben angegebenen Refe-
renzwerten entsprechende Referenzwerte fiir die echokardiographischen Messungen einzelner
Rassen herangezogen. Solche Referenzwerte sind neben Warmbliitern auch fiir Vollbliiter
(PATTESON, et al. 1995a) und fiir Ponys (SLATER und HERRTAGE 1995a) bekannt.
Betrachtet man den direkten Einfluss der Variablen Rasse, Geschlecht und Gewicht auf die
Parameter CpANG-II, CpALD, CpET-1 und CpANP in der vorliegenden Untersuchung, so
zeigte sich aber, dass weder die Rasse, noch das Geschlecht einen signifikanten Einfluss auf
die Blutparameter hatten. Auch beim Gewicht konnte lediglich ein signifikanter Einfluss auf

die CpET, jedoch nicht auf die anderen Parameter beobachtet werden.
Anders als in den Untersuchungen von GEHLEN und Mitarbeitern, sowie von TRACHSEL

und Mitarbeitern (GEHLEN, et al. 2007b; 2008; TRACHSEL, et al. 2011), die ausschlieBlich

herzkranke Pferde mit linksatrialer oder linksventrikuldrer Dilatation und/oder Dysfunktion in
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ihre Studienpopulationen einbezogen, wurden in die vorliegende Studie auch herzkranke
Pferde mit rechtsatrialer und/oder rechtsventrikuldrer Dilatation miteinbezogen, da eine neu-
rohumorale Aktivierung grundsétzlich auch bei isolierter Rechtsherzinsuffizienz stattfinden

kann (NOOTENS, et al. 1995).

Kritisch betrachtet werden muss die Einbeziehung von Pferden in das Patientengut, die neben
der Herzerkrankung an weiteren Erkrankungen litten. Dies waren im einzelnen Lungener-
krankungen, orthopadische Erkrankungen und Hauterkrankungen.

Da in die vorliegende Untersuchung nur Patienten einbezogen wurden, die in der Klinik we-
gen Leistungsinsuffizienz vorgestellt wurden, konnten in die Kontrollgruppe (Gruppe 1) nicht
ausschlieBlich gesunde Tiere eingeteilt werden, sondern lediglich Tiere, bei denen eine
Herzerkrankung ausgeschlossen werden konnte. Eines der 15 Pferde in Gruppe 1 litt an einer
Lungenerkrankung, und 9 Pferde hatten orthopidische Erkrankungen.

Ebenso konnten in die Gruppen 2 und 3 nicht ausschlieBlich herzkranke Pferde eingeteilt
werden. 6 herzkranke Pferde hatten zusatzlich Lungenerkrankungen, 3 Pferde litten an einer
Hauterkrankung. Dies muss kritisch betrachtet werden, denn es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass diese Erkrankungen einen oder mehrere Blutparameter beeinflusst haben. So ist
bekannt, dass chronische Lungenerkrankungen bei Pferden zu erhohten ET-1 Werten im
Plasma fiihren (BENAMOU, et al. 1998; COSTA, et al. 2009). In der vorliegenden Studie
konnte fiir die Gruppe 2 eine signifikante Korrelation der CpETg-1 und des Durchmessers der
PA festgestellt werden (r=0,683, p=0,007). AuBBerdem konnte bei Betrachtung der gesamten
Studienpopulation ein schwach positiver Zusammenhang zwischen dem echokardiographisch
gemessenen Durchmesser der PA und den ET-1 Werten in Ruhe (p=0,011, r=0,40) und nach
Belastung (p=0,017, r=0,46) festgestellt werden.

Die echokardiographische Bestimmung des Pulmonalarteriendurchmessers gibt beim Pferd
wie beim Menschen Hinweise auf einen erhdhten Pulmonalarteriendruck (REEF, et al. 1998).
Bei Pferden mit RAO steigt der Pulmonalarteriendruck, und durch akute pulmonale Obstruk-
tion kann es zur VergroBerung des Durchmessers der Arteria pulmonalis kommen
(JOHANSSON, et al. 2007). Aber auch bei Pferden mit hgr. MVI ist der Pulmonalarterien-
druck erhoht, und der Durchmesser der Arteria pulmonalis kann vergrof3ert sein (REEF, et al.
1998). Bei genauer Betrachtung der Ergebnisse wurde deutlich, dass in Gruppe 3 der Durch-
messer der Pulmonalarterie im Allgemeinen grofler war als in Gruppe 2. Der Unterschied er-

wies sich als statistisch signifikant (p=0,02). Dies konnte auf die hohere Zahl an Pferden mit
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hgr. MVI in Gruppe 3 gegeniiber Gruppe 2 zuriickzufiihren sein, oder durch die hohere Zahl
an Pferden mit Lungenerkrankungen in Gruppe 3 gegeniiber Gruppe 2 verursacht sein.
Statistisch konnte jedenfalls kein signifikanter Zusammenhang zwischen den ET-1 Werten
und dem Herzbefund bzw. weiteren Erkrankungen festgestellt werden. Dennoch kdénnen die
Lungenbefunde die CpET-1 beeinflusst haben.

Es gibt zwar keine Studien zu ANG-II, ALD, ET-1 und ANP Werten im Plasma bei Pferden
mit orthopadischen Erkrankungen und Hauterkrankungen, doch sind sowohl ANG-II als auch
ALD und ET-1 an Entziindungsreaktionen beteiligt, so dass ein Einfluss etwaiger Entziin-
dungsreaktionen auf den Plasmaspiegel der Parameter nicht vollig ausgeschlossen werden
kann.

Ein weiterer kritischer Faktor vor allem fiir die Bestimmung von ANG-II und ALD ist Stress.
Es ist bekannt, dass in Stresssituationen die Reninausschiittung steigt und in der Folge auch
die ANG-II-ALD-Kaskade aktiviert wird (AGUILERA, et al. 1995).

Es wurde zwar versucht, durch Aufstallen der Pferde in einer ruhigen Box das Stressniveau
der Tiere in dieser fiir sie fremden Umgebung gering zu halten und sie an die Umgebung zu
gewohnen, dennoch ist der Umgebungswechsel und die Blutentnahme fiir die Pferde als
Stresssituation zu betrachten, so dass ein Einfluss von Stress auf die Plasmawerte nicht ausge-

schlossen werden kann.

2. Diskussion der Belastungsuntersuchung

Da zur Belastungsuntersuchung nur ein Longierzirkel zur Verfligung stand, konnte keine aus-
reichend standardisierte Untersuchung durchgefiihrt werden. Es ist davon auszugehen, dass
nicht alle Pferde gleich intensiv belastet wurden bzw. dass die Belastungsintensitdt insgesamt
moglicherweise nicht ausreichend war.

Als weitere Einschrinkung wurde die Herzfrequenz nicht wihrend der Belastung bestimmt,
sondern erst unmittelbar nach Belastung. Sinnvoll wire ein standardisiertes Belastungsproto-
koll auf einem Laufband mit Monitoring der HF unter Belastung. Zusétzlich kann ein Monito-
ring der Sauerstoffaufnahme zur Optimierung der Untersuchung beitragen.

Die HF eines gesunden Pferdes steigt physiologischerweise direkt nach Belastungsbeginn
durch die Aktivierung des sympathischen Nervensystems und die Freisetzung von Katecho-
laminen schnell an und erreicht nach 2-3 min ein individuelles Plateau. Auf diesem Plateau

findet die individuelle submaximale Belastung eines Pferdes statt. Dabei werden physiolo-
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gischerweise Herzfrequenzbereiche zwischen 80-120/min im Trab bzw. 150-180/min im Ga-
lopp erreicht (MARR 2010b). Dabei korreliert die Herzfrequenz mit der Sauerstoffaufnahme,
die ebenfalls ihr individuelles Maximum erreicht (EVANS and ROSE 1988).

Herzfrequenzen zwischen 80-120/min im Trab bzw. 150-180/min im Galopp wurden in der
vorliegenden Arbeit vermutlich nur in den Gruppen 1 und 2 erreicht, da in diesen Gruppen
unmittelbar nach Belastung noch mittlere Herzfrequenzen zwischen 76/min und 98/min ge-
messen wurden. In Gruppe 3 war die mittlere Belastungszeit im Trab und Galopp im Ver-
gleich zu den anderen Gruppen am kiirzesten. Nach Belastung wurde lediglich eine mittlere
Herzfrequenz von 55 + 6 /min gemessen.

In dieser Gruppe waren Begleiterkrankungen wie Lahmheiten und Lungenerkrankungen bei
einigen Pferden ein zusitzlich einschrinkender Faktor, der zu einer unzureichenden Belastung

gefiihrt haben kann.

3. Diskussion der Ergebnisse der CpANG-II Bestimmung

Die bei den herzgesunden Pferden gemessene mittlere CpANG-II von 21,81 (£ 52,64) ng/ml
in Ruhe lag in etwa im Bereich der von MUNOZ und Mitarbeitern bei Distanzpferden in Ru-
he gemessenen Werte (8-22 ng/ml). Nach Belastung war die mittlere CpANG-II in der vorlie-
genden Arbeit mit 57,15 (= 134,76) ng/ml hoher als die von MUNOZ und Mitarbeitern ge-
messenen Werte (zwischen 12 und 40 ng/ml je nach Belastungsintensitdt bzw. Grad der De-
hydratation und Verlust an Elektrolyten), obwohl alle Pferde normhydriert waren und keine
Elektrolytdefizite aufwiesen (MUNOZ, et al. 2010).

KOSUNEN und PAKARINEN beschreiben eine ansteigende CpANG-II bei Pferden wéhrend
korperlicher Belastung (KOSUNEN and PAKARINEN 1976). MCKEEVER, GORDON und
HINCHCLIFF gehen davon aus, dass die Renin-Angiotensin- Kaskade eine wichtige Bedeu-
tung in der Regulation des Blutdrucks beim Pferd widhrend Belastung hat (MCKEEVER
2008).

Zwar wurden in der vorliegenden Arbeit die absolut hochsten ANG-II Werte in Gruppe 1
nach Belastung gemessen, insgesamt unterschieden sich die Werte nach Belastung aber in
keiner der Gruppen signifikant von den Ruhewerten. Moglicherweise war die Belastungsin-
tensitédt zu gering (siche oben).

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal die CpANG-II bei herzkranken Pferden

untersucht. Aus diesem Grund liegen keine Vergleichswerte vor.
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Insgesamt differierten die ANG-II Werte der herzkranken Pferde nicht signifikant von denen
der Kontrollgruppe.

4. Diskussion der Ergebnisse der CpALD Bestimmung

Die in dieser Studie gemessene mittlere CpALD gesunder Pferde in Ruhe entsprach mit 215,4
(£ 240,6) pg/ml etwa den bei (MUNOZ, et al. 2010) gemessenen Werten (um 200 pg/ml).
GEHLEN und Mitarbeiter, GUTHRIE, sowiec MCKEEVER und Mitarbeiter stellten deutlich
niedrigere Werte bei gesunden Pferden in Ruhe fest (GEHLEN, et al. 2008; GUTHRIE 1982;
MCKEEVER, et al. 2002b).

Diese Differenzen lassen sich damit erkldren, dass unterschiedliche Messmethoden verwendet
wurden. Wihrend in dieser Studie wie bei MUNOZ und Mitarbeitern (2010) ein kommerziel-
ler humanmedizinischer ELISA verwendet wurde, wurde in anderen Untersuchungen stets mit
einem RIA gearbeitet.

Offenbar fiihrt die Verwendung eines ELISA zu hdheren Werten als die Verwendung eines
RIA. NAGY bestdtigen diese Vermutung in einer Studie zu Progesteron beim Pferd, die RIA
und ELISA miteinander vergleicht. Mit dem ELISA wurden hohere Progesteronwerte aus
denselben Proben gemessen als mit dem RIA (NAGY, et al. 1998).

Auch die in dieser Studie gemessene mittlere CpALD gesunder Pferde nach Belastung ist mit
426,8 (£ 374,3) pg/ml dhnlich den von MUNOZ und Mitarbeitern (2010) gemessenen Werten
(zwischen 300 pg/ml und je nach Belastungsintensitét bis > 1000 pg/ml bei Pferden wéhrend
Distanzritten). In der Gruppe der herzgesunden Pferde (Gruppe 1) konnte iibereinstimmend
mit GUTHRIE, MCKEEVER und Mitarbeitern, sowie MUNOZ und Mitarbeitern ein signifi-
kanter Anstieg der CpALD gegeniiber den Werten in Ruhe festgestellt werden (GUTHRIE
1982; MCKEEVER, et al. 1992; MUNOZ, et al. 2010).

Bei den herzkranken Pferden konnten in Ruhe insgesamt etwas hohere ALD Werte gemessen
werden als in der Kontrollgruppe (Gruppe 1). Der Unterschied war jedoch im Gegensatz zu
den Ergebnissen von GEHLEN und Mitarbeitern (2008) nicht signifikant.

Diese stellten eine signifikant hohere CpALD bei herzkranken Pferden mit linksatrialer und
ventrikuldrer Dilatation gegeniiber gesunden Pferden und Pferden mit Herzerkrankung ohne
Dimensionsverdanderungen fest (GEHLEN, et al. 2008).

Ursache fiir die fehlende Signifikanz in der vorliegenden Arbeit kann die geringe Gruppen-

grofle sein, wofiir auch die grof3e Streuung der Werte spricht.
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In der vorliegenden Studie wurde erstmalig die CpALD bei herzkranken Pferden nach Bela-
stung bestimmt. Auch in der Humanmedizin fehlen Untersuchungen zur CpALD spezifisch
bei Patienten mit Herzklappenerkrankungen, und Untersuchungen an unbehandelten Patienten
mit anderen Herzerkrankungen sind rar. Insofern gibt es diesbeziiglich keine sinnvollen Ver-
gleichswerte.

Insgesamt unterschieden sich die Werte der herzkranken Pferde nach Belastung nicht signifi-
kant von den Ruhewerten und von den Werten der Kontrollgruppe. Die Differenz zwischen
Belastungswert und Ruhewert war bei herzkranken Pferden mit und ohne Dimensionsverén-

derungen nicht hoher als bei gesunden Pferden.

S. Diskussion der Ergebnisse der CpET-1 Bestimmung

Die mittlere CpET-1 bei den herzgesunden Pferden war mit 9,09 + 10,26 pg/ml in Ruhe héher
als die von BENAMOU und Mitarbeitern (3,74 + 0,25) pg/ml und COSTA und Mitarbeitern
(<1,5 pg/ml) gemessenen Werte, und mit 9,18 + 9,0 pg/ml nach Belastung hoher als die von
MCKEVER und MALINOWSKI 1999 (0,23 £ 0,04 bei jungen Pferden und 0,18 + 0,03 pg/ml
bei alten Pferden) bzw. die von MCKEEVER und Mitarbeitern 2002 (0,2 £+ 0,03 pg/ml) ge-
messenen Werte (BENAMOU, et al. 1998).

Die Differenz der Werte ldsst sich auch hier durch methodische Unterschiede erkléren.
COSTA (2009) benutzen zwar denselben ELISA zur Analyse der CpET-1. Allerdings machen
die Autoren keine genauen Angaben zur Handhabung der Proben bis zum Einfrieren. Offen-
bar wurden die Proben bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Aufgrund der bekannten Instabilitdt von ET-1 bei Raumtemperatur (SCHUETZ, et al. 2008)
wurde in der aktuellen Studie in Anlehnung an die Methodik anderer Autoren
(O'SULLIVAN, et al. 2007a; TESSIER-VETZEL, et al. 2006) auf eine kontinuierliche Kiih-
lung des Probenmaterials von der Blutentnahme bis zum Einfrieren bei -80 °C geachtet, was
die hoheren Werte gegeniiber COSTA (2009) erkliren kann.

COSTA und Mitarbeiter, MCKEEVER und Mitarbeiter, sowie MCKEEVER und
MALINOWSKI verwendeten einen RIA zur Bestimmung der CpET-1 (COSTA, et al. 2009;
MCKEEVER, et al. 2002a; MCKEEVER und MALINOWSKI 1999). Wie bei der Aldoste-
ronbestimmung scheinen sich hier abweichende Werte bei Verwendung eines ELISA gegen-

iiber der Verwendung eines RIA zu ergeben.
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ROLINSKI und Mitarbeiter beschreiben zudem, dass diverse Faktoren bei der Vorbereitung
der Proben zur Analyse die ET-1 Immunoreaktivitit beeinflussen konnen (ROLINSKI, et al.
1994).

MCKEEVER und Mitarbeiter konnten nach Belastung bei gesunden Pferden einen signifikan-
ten Anstieg der CpET-1 feststellen (MCKEEVER, et al. 2002a). Dies kann in der vorliegen-
den Studie fiir die herzgesunden Pferde nicht bestétigt werden. Die ET-1 Werte herzgesunder

Pferde in Ruhe unterschieden sich nicht signifikant von den Werten nach Belastung.

Bei herzkranken Pferden wurde in der aktuellen Studie zum ersten Mal die CpET-1 bestimmt,
so dass weder fiir die Ruhe- noch fiir die Belastungswerte sinnvolle Vergleichswerte zur Ver-
figung stehen. Beim Menschen (GALATIUS-JENSEN, et al. 1996; WEI, et al. 1994) sowie
bei Hunden und Katzen (CAVERO, et al. 1990; PROSEK, et al. 2004; PROSEK, et al. 2004;
TESSIER-VETZEL, et al. 2006) wurde eine ansteigende CpET-1 mit dem Schweregrad der
Herzerkrankung beobachtet. In der vorliegenden Studie konnte ein solcher Zusammenhang
bei Pferden nicht beobachtet werden. Die ET-1 Werte der herzkranken Pferde waren im All-
gemeinen nicht signifikant hoher als in der Kontrollgruppe, obwohl die festgestellte signifi-
kante Korrelation zwischen der CpET-1 und dem maximalen Durchmesser des LA in Gruppe
3 (sowohl in Ruhe als auch nach Belastung) fiir einen Zusammenhang zwischen Herzerkran-
kung und CpET-1 spricht. Bei Pferden mit einem vergroBBerten LA (> 13,5 cm) war die
CpET-1 signifikant hoher als bei Pferden mit normal groem LA.

Anders als beit MCKEEVER und MALINOWSKI (MCKEEVER und MALINOWSKI 1999)
konnten in der vorliegenden Studie bei den dlteren Pferden insgesamt betrachtet etwas hohere
Werte gemessen werden als bei den jungen Pferden. Ein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen CpET-1 und Alter konnte jedoch nur in Gruppe 1 nach Belastung festgestellt werden.
Auch beim Menschen ist ein Zusammenhang zwischen CpET-1 und Alter bekannt
(KOMATSUMOTO und NARA 1995; THIJSSEN, et al. 2007). Es wird vermutet, dass die
Aktivierung des ET-1-Systems fiir die reduzierte Gefal3funktion im Alter mitverantwortlich
ist. Die Fiahigkeit zur Dilatation arterieller Gefde sinkt mit steigender CpET-1 im Alter
(DONATO, et al. 2009).
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In der herzgesunden Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
CpET-1 und dem Gewicht der Pferde festgestellt werden. Bei den Pferden mit den hochsten
ET-1 Plasmakonzentrationen in Gruppe 1 wurde bei der Allgemeinuntersuchung ein guter bis
sehr guter Erndhrungszustand registriert. Humanmedizinische Studien zeigen, dass adipose
Menschen hohere Endothelinwerte im Plasma aufweisen als normalgewichtige Menschen
(PONTIROLI, et al. 2004) und dass diese Aktivierung des Endothelin-Systems bei iiberge-
wichtigen Menschen zur Insulinresistenz beitragt (LTEIF, et al. 2007). Auch bei Pferden be-
steht ein Zusammenhang zwischen Body Condition Score (BCS), Korperfettanteil und Insu-
linresistenz. VICK und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Insulinsensitivitit bei Pferden
mit steigendem Korperfettanteil und steigendem BCS abnimmt, wahrend vermehrt proin-
flammatorische Zytokine wie IL-1 und TNF-a gebildet werden (VICK, et al. 2007). Diese und
andere Zytokine stimulieren wiederum die Endothelinausschiittung (KAHALEH and FAN
1997), was die hohen Endothelinwerte im Plasma der Pferde mit gutem bis sehr gutem Erndh-

rungszustand in der Gruppe 1 erkldren konnte.

Ein signifikanter Einfluss des Trainingszustandes auf die CpET-1 zeigte sich bei den herz-
kranken Pferden mit normalen Herzdimensionen (Gruppe 2). Trainierte Pferde hatten im All-
gemeinen hohere Endothelinwerte als untrainierte Pferde sowohl in Ruhe als auch nach Bela-
stung. Dagegen waren bei den herzkranken Pferden mit verdnderten Herzdimensionen (Grup-
pe 3) hdufiger hohere, jedoch nicht signifikant hohere Werte als bei den untrainierten Pferden
zu beobachten. Bei den herzgesunden Pferden der Kontrollgruppe (Gruppe 1), konnte keine
unterschiedliche Verteilung der CpET zwischen trainierten und untrainierten Pferden festge-
stellt werden.

Die Ergebnisse miissen kritisch interpretiert werden, da die Erhebung des Trainingszustandes
als reine Besitzerbefragung im Rahmen der Anamnese erfolgte. Es handelt sich also um ein
rein subjektives Empfinden des Besitzers, und nicht um eine objektive Untersuchung anhand
geeigneter Parameter. Als ein solcher zur Beurteilung des Trainingszustandes geeigneter Pa-
rameter hat sich die Bestimmung des Blutlaktatwertes erwiesen. Bei trainierten Pferden ist der
Laktatwert nach Belastung niedriger als bei untrainierten Pferden (EVANS, et al. 1995). Die
Bestimmung des Blutlaktatwertes war im Rahmen der vorliegenden Studie jedoch mangels
eines entsprechenden Gerétes nicht moglich.

Bei Menschen mit chronischer Herzinsuffizienz ist bekannt, dass korperliches Training die

neurohumorale Aktivierung reduzieren kann (TABET, et al. 2009). Dennoch konnte bei Men-
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schen mit Herzerkrankungen kein Einfluss von korperlichem Training auf die CpET-1 nach-
gewiesen werden (CALLAERTS-VEGH, et al. 1998; WISLOFF, et al. 2007).
Vergleichbare Untersuchungen bei Pferden gibt es bisher nicht.

6. Diskussion der Ergebnisse der CpANP Bestimmung

In Gruppe 1 war die CpANP in Ruhe mit 76,3 £+ 53,8 pg/ml hoher als die von GEHLEN und
Mitarbeitern (21 + 5,4 pg/ml), TRACHSEL und Mitarbeitern (12,5 pg/ml), sowie von
MCKEEVER (5-10 pg/ml) beschriebenen Werte fiir herzgesunde Pferde (GEHLEN, et al.
2007b). Von allen Autoren wurde ein RIA zur Analyse verwendet, wihrend in der vorliegen-
den Studie ein ELISA verwendet wurde. Wie schon bei der Aldosteron- und der Endothelin-
1-Bestimmung scheinen sich auch fiir ANP abweichende Werte bei Verwendung eines
ELISA gegeniiber der Verwendung eines RIA zu ergeben (s.0.).

In Gruppe 2 entsprach die CpANP mit 21 + 53,8 pg/ml in Ruhe etwa den von GEHLEN und
Mitarbeitern (2007b) gemessenen Werten fiir herzkranke Pferde ohne Dimensionsverdnde-
rungen (20,1 + 5,6) pg/ml. TRACHSEL und Mitarbeiter fanden im Gegensatz dazu etwas
geringere Werte bei solchen Pferden (12,5 (6,3—19,8) pg/ml).

In der Gruppe der herzkranken Pferde mit Dimensionsverdnderungen waren die in der vorlie-
genden Untersuchung gemessenen Werte mit 14,9 + 50,7 pg/ml geringer als die von
GEHLEN und Mitarbeitern (2007b) (27,6 = 17,4 pg/ml), und auch geringer als die von
TRACHSEL und Mitarbeitern (53,5 (36,0-70,7) pg/mL) gemessenen Werte.

Bei den gesunden Pferden korrelierte die CpANP in der vorliegenden Arbeit nach Belastung,
jedoch nicht in Ruhe mit der GroB3e des linken Ventrikels. Je grofer der LVIDd, desto hoher
war auch die gemessene CpANP. Zwischen CpANP und GroBle des linken Atriums konnte
dagegen keine Korrelation festgestellt werden.

Bei den herzkranken Pferden war kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Herzdi-
mensionen und der CpANP ersichtlich. Dagegen konnten TRACHSEL und Mitarbeiter
(2011) die CpANP aus dem maximalen Durchmesser de LA vorhersagen.

Anders als bei GEHLEN und Mitarbeitern (2007), die keinen signifikanten Unterschied in der
CpANP zwischen Pferden mit Herzklappenerkrankungen und herzgesunden Pferden feststel-

len konnten, wurden in der vorliegenden Studie bei den herzkranken Pferden insgesamt so-

108



Diskussion —

wohl in Ruhe als auch nach Belastung signifikant geringere ANP Werte gemessen als in der
herzgesunden Kontrollgruppe. Dies widerspricht den Beobachtungen von TRACHSEL und
Mitarbeitern (2011), die bei herzkranken Pferden mit linksatrialer Vergroerung, linksatrialer
Dysfunktion und/oder linksventrikuldrer VergroBerung signifikant hohere Werte feststellten
als bei gesunden Pferden. Auch VAN DER VEEKENS und Mitarbeiter stellten bei herzkran-
ken Pferden mit Vorhofdilatation signifikant hohere ANP Werte als bei gesunden und herz-
kranken Pferden mit normalen Herzdimensionen fest (VAN DER VEKENS, et al. 2013).
Allerdings zeigen humanmedizinische Untersuchungen, dass die CpANP bei Patienten mit
hgr. MVI gegeniiber herzgesunden Patienten auch reduziert sein kann. Als Ursache wird die
Degeneration atrialer ANP sezernierender Myozyten in Folge ausgeprigter Verdnderungen
des linken Atriums beschrieben (SHIMAMOTO, et al. 2007).

Moglicher Weise ist die gegeniiber den herzgesunden Pferden reduzierte CpANP bei den
herzkranken Pferden mit Dimensionsverdnderungen und/oder Vorhofflimmern (Gruppe 3) in
der vorliegenden Arbeit ebenfalls auf solche degenerativen Verdnderungen in Folge chroni-
scher Volumeniiberladung und kompensatorischer atrialer und ventrikuldrer Dilatation zu-
rickzufiihren. Denn auch bei Pferden mit hgr. MVI sind umfangreiche fibrotische Verénde-
rungen des Myokards ein hdufiger Befund (REEF, et al. 1998). Ebenso treten solche degene-
rativen Verdnderungen in Form von Fibrosierungen des Vorhofmyokards bei Pferden mit
Vorhofflimmern auf (ELSE and HOLMES 1971). Bei Pferden mit Aortenklappeninsuffizienz
sind neben degenerativen Verdnderungen der Aortenklappensegel ebenfalls degenerative,

fibrotische Verdnderungen des Myokards beschrieben (BISHOP, et al. 1966).

Auch die Aufbewahrungszeit der Blutproben bis zur Analyse kann die ANP Werte beeinflusst
haben. Alle Proben wurden in Anlehnung an die Untersuchungen von ZOLTY und Mitarbei-
tern innerhalb von 12 Monaten ausgewertet. Die Autoren konnten zeigen, da3 humanes ANP
bei minus 80 °C fiir mindestens 12 Monate stabil ist (ZOLTY, et al. 2008).

Neuere Untersuchungen - die zum Zeitpunkt der Studienplanung und Durchfiihrung noch
nicht vorlagen - geben jedoch Hinweise darauf, dass dies nicht auf equines ANP iibertragbar
ist. So beschreiben VAN DER VEKENS und Mitarbeiter eine signifikante Abnahme der
equinen ANP Werte nach einer 15-60 tdgigen Auftbewahrungszeit bei -80 °C und empfehlen
eine zeitnahe Analyse der Proben (VAN DER VEKENS, et al. 2013).

Bei genauerer Betrachtung der Daten in der vorliegenden Arbeit fiel ibereinstimmend mit den

Aussagen von VAN DER VEEKENS und Mitarbeitern ein negativer Zusammenhang zwi-
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schen den ANP Werten und der Aufbewahrungszeit der Blutproben auf. Je kiirzer die Aufbe-
wahrungszeit, desto hoher waren die ANP Werte. Die Proben der Gruppe 1 wurden iiberwie-
gend in einem Zeitraum zwischen 3 und 6 Monaten aufbewahrt, wihrend die Proben der
Gruppen 2 und 3 iiberwiegend zwischen 6 und 12 Monaten aufbewahrt wurden.

Daher empfehlen sich weitere Untersuchungen mit zeitnaher Analyse der Blutproben, um
bessere Riickschliisse auf das Verhalten der CpANP bei herzkranken Pferden in Ruhe und vor

allem nach Belastung ziehen zu konnen.

KOKKONEN und Mitarbeiter beschreiben einen signifikanten Anstieg der CpANP bei ge-
sunden Pferden nach Belastung, mit einer CpANP von 60 pg/ml bei maximaler Belastung (bei
VO;max) (KOKKONEN, et al. 1999; 2002).

Zwar wurden in der aktuellen Studie bei gesunden Pferden mit 67,1 + 43,0 pg/ml dhnliche
Werte nach Belastung gemessen, allerdings wurde sowohl bei den herzgesunden Pferden, als
auch bei den herzkranken Pferden nach Belastung kein Anstieg, sondern eine geringere, je-
doch nicht signifikant geringere CpANP als in Ruhe festgestellt.

Einerseits konnte die Intensitdt der Belastung zu gering gewesen sein, denn der Anstieg des
ANP Plasmaspiegels korreliert mit der Dauer und Intensitdt der Belastung und mit der Herz-
frequenz (KOKKONEN, et al. 1999; 2002; MCKEEVER 2008). Denn wihrend die Pferde in
der Studie von KOKKONEN und Mitarbeitern (2002) eine maximale mittlere Herzfrequenz
von 205 £ 5 /min nach 8 min submaximaler Laufbandbelastung erreichten, wurden in der ak-
tuellen Studie in keiner der 3 Gruppen entsprechend hohe Herzfrequenzen erreicht. Anderer-
seits konnten die ANP Werte bei den herzkranken Pferden nach Belastung auch auf degenera-
tive Verdanderungen des Myokards und/oder die relativ lange Aufbewahrungszeit der Blutpro-
ben zuriickzufiihren sein (s.0.).

Auch stellten KOKKONEN und Mitarbeiter (2002) fest, dass der ,,ANP-Peak®, also der ma-
ximale Anstieg der CpANP, erst 5 min nach Ende der Belastung eintritt. In dieser Studie fand
die Blutentnahme zur ANP Bestimmung aber schon unmittelbar nach Belastung statt, so dass
der ANP-Peak zu diesem Zeitpunkt moglicher Weise noch nicht erreicht war. Der Zeitpunkt
unmittelbar nach Belastung wurde gewdhlt, weil ET-1 und ANG-II, die gleichzeitig bestimmt
wurden, eine sehr geringe Plasmahalbwertszeit von nur 1-2 Minuten (ET-1) (WEITZBERG,
et al. 1991) bzw. von nur wenigen Sekunden (ANG-II) haben (THIEL 2009). Die Plasma-
halbwertszeit von ANP betrigt dagegen 2-5 min, wobei speziesspezifische Unterschiede mog-

lich sind (POTTER 2011; RUSKOAHO 2003) (siehe Literaturiibersicht).
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Da in der vorliegenden Studie aus den oben bereits genannten Griinden keine standardisierte
Belastungsuntersuchung durchgefiihrt werden konnte, sind weitere Studien unter standardi-
sierten Bedingungen notwendig, um den Zusammenhang zwischen CpANP und Belastung bei

herzkranken Pferden genauer zu untersuchen.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die ANG-II-, Aldosteron-, ET-1- und ANP-Plasmawerte
in Ruhe und nach Belastung im Hinblick auf ihre Eignung als Biomarker zur frithen Diagno-
stik, zur Einschiatzung des Schweregrades von Herzerkrankungen und als prognostische Indi-
katoren bei Pferden mit Herzerkrankungen zu untersuchen. Dazu wurden 54 Pferde aus dem
Patientengut der Pferdeklinik der FU Berlin untersucht, wobei 15 Pferde in Gruppe 1 (herzge-
sund), 22 Pferde in Gruppe 2 (herzkrank mit normalen Herzdimensionen) und 17 Pferde in
Gruppe 3 (herzkrank mit verdnderten Herzdimensionen) eingeteilt wurden.

Die Plasmawerte der Parameter ANG-II, ALD, ET-1 und ANP wurden von einem veterinar-

medizinischen diagnostischen Labor mit Hilfe von kommerziellen ELISAs bestimmt.

Limitierende Faktoren dieser Studie waren neben der geringen Gruppengrofle die Einbezie-
hung von Pferden in das Patientengut, die neben Herzerkrankungen an weiteren Erkrankun-
gen wie Lungenerkrankungen und orthopéddischen Erkrankungen litten, welche die Plasma-
konzentrationen der Blutparameter beeinflusst haben konnten.

Limitierend fiir die Beurteilung der Auswirkung von korperlicher Belastung auf die Blutpa-
rameter bei herzkranken Pferden gegeniiber herzgesunden, war die wenig standardisierte und

wenig intensive Belastung der Pferde.

Insgesamt unterschieden sich die ANG-II-, ALD-, und ET-1-Plasmawerte der herzkranken
Pferde (Gruppen 2 und 3) weder in Ruhe, noch nach Belastung signifikant von den Werten
der herzgesunden Pferde (Gruppe 1). Folglich kann die Bestimmung der Parameter ANG-II,
ALD und ET-1 offenbar keine friihdiagnostischen Informationen beziiglich einer Herzerkran-
kung bei Pferden geben. Auch die nach Belastung gewonnenen Werte scheinen, gegeniiber
herkdmmlichen diagnostischen Methoden, keine vorteilhaften Informationen liefern zu kon-
nen.

Im Gegensatz dazu waren die ANP-Plasmawerte der herzkranken Pferde (Gruppen 2 und 3)
sowohl in Ruhe als auch nach Belastung signifikant geringer als die Werte der herzgesunden
Pferde (Gruppe 1) (CpANPr: Gruppe 1: 76,3 = 53,8 pg/ml, Gruppe 2: 21,0 + 52,3 pg/ml,
Gruppe 3: 14,9 £ 50,7 pg/ml; CpANPg: Gruppe 1: 67,1 £ 43,0 pg/ml Gruppe 2: 4,5 + 10,4
pg/ml, Gruppe 3: 8,6 £ 25,7 pg/ml).
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Ob dieses Ergebnis eindeutig auf die Herzerkrankung der Pferde zuriickzufiihren ist, ldsst sich
in der vorliegenden Untersuchung abschlieBend nicht kldren. Weitere Untersuchungen, insbe-
sondere histologisch/pathologische Untersuchungen miissen klaren, inwieweit es durch hoch-
gradige Herzerkrankungen bei Pferden zu einer Schidigung der ANP sezernierenden Myozy-
ten in den Herzvorhofen, und damit zu einer Abnahme des Plasma-ANP-Spiegels kommen
kann. Weitere Untersuchungen miissen auch kliren, inwieweit die Aufbewahrungszeit der
Blutproben zu einem Abbau von equinem ANP fiihren kann.

Obwohl die ET-1 Plasmawerte der herzkranken Pferde (Gruppen 2 und 3) nicht signifikant
hoher waren als die der herzgesunden Pferde (Gruppe 1), konnte in Gruppe 3 eine signifikante
Korrelation der ET-1 Plasmawerte mit dem Durchmesser des linken Atriums sowohl in Ruhe
als auch nach Belastung festgestellt werden, was fiir einen Zusammenhang zwischen dem
Schweregrad der Erkrankung und der CpET spréiche.

Des Weiteren konnte ein signifikanter Einfluss des Gewichts, des Alters und des Trainingszu-
standes der Pferde auf die CpET-1 festgestellt werden.

Um abschliefend zu klaren, inwieweit sich die CpET-1 zur Beurteilung des Schweregrades
und als prognostisches Instrument bei herzkranken Pferden eignet, sind weitere Untersuchun-
gen mit einer grofleren Anzahl von Pferden unter Beriicksichtigung der oben genannten Ein-
flussfaktoren notwendig.

Die Parameter ANG-II, ALD und ANP scheinen im Bezug auf die Graduierung von Herzer-
krankungen und die Prognosestellung bei Pferden gegeniiber herkémmlichen Methoden wie

dem Ultraschall keine zusétzlichen Informationen liefern zu konnen.

Allerdings sind zur abschlieBenden Beurteilung der Eignung von ANG-II, ALD und ET-1 als
diagnostische Hilfsmittel, sowie als prognostische Indikatoren fiir Herzerkrankungen und zur
Graduierung von Herzerkrankungen bei Pferden aber weitere Untersuchungen unter Aus-
schluss derjenigen Faktoren notwendig, die sich in der vorliegenden Studie als limitierend

erwiesen haben.
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VIIl. SUMMARY

Cardiac biomarkers in horses with heart diseases before and after exercise

Aim of this study was to analyze if the plasma levels of angiotensin-II, aldosterone, endo-
thelin-1 and ANP can be used for early diagnosing and staging heart diseases and for provid-
ing prognostic information in horses with cardiac diseases before and after exercise.
Therefore, 54 equine patients from the equine hospital of Freie Universitit Berlin were exam-
ined.

15 horses had no evidence of cardiac disease (group one), 22 horses had evidence of cardiac
disease with normal heart dimensions (group two) and 17 horses had evidence of cardiac dis-
ease with altered heart dimensions (group three).

The plasma levels of angiotensin-II, aldosterone, endothelin-1 and ANP were detected by
using commercial ELISA kits. The analyses were performed by a veterinary diagnostic labo-

ratory.

Limitations observed in this study were the small number of horses and the number of horses
in which additional diseases like orthopedic disorders or respiratory disease were diagnosed,
which might have influenced the plasma levels of the blood parameters.

Evaluation of exercise influence on blood parameters in horses with cardiac disease compared
to horses without cardiac disease was limited by the lack of a standardized exercise protocol

and by low exercise intensity.

All in all, the angiotensin-II, aldosterone and endothelin-1 plasma pre and post exercise levels
did not differ significantly among the three groups.

As a consequence, detection of plasma levels of angiotensin-II, aldosterone and endothelin-1
doesn’t seem to be useful for early diagnosing of cardiac diseases in horses. Also post exer-
cise plasma levels of angiotensin-II, aldosterone and endothelin-1 don’t seem to give any
beneficial information compared to conventional diagnostic methods.

As opposed to this, the mean plasma ANP concentration pre and post exercise was lower in
groups two and three compared to group one (CpANPR: group one: 76,3 + 53,8 pg/ml, group
two: 21,0 £ 52,3 pg/ml, group three: 14,9 £ 50,7 pg/ml; CpANPg: group one: 67,1 = 43,0
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pg/ml group two: 4,5 £ 10,4 pg/ml, group three: 8,6 = 25,7 pg/ml).

Whether the low ANP results in horses with heart disease are a consequence of cardiac dis-
ease can't be concluded from this study. Further investigation is needed. Especially histopa-
thological investigations have to clear if severe heart disease in horses can lead to degradation
of ANP secreting cardiac myocytes and thus lead to low ANP plasma levels.

Further investigation is also needed to determine to what extent the storage time of blood

samples leads to depletion of equine ANP in the blood samples.

Although the plasma levels of endothelin-1 in horses with cardiac disease (groups two and
three) were not significantly higher than the plasma levels of endothelin-1 in horses without
cardiac disease (group one), a significant correlation could be observed between the plasma
levels of endothelin-1 in group three and the left atrial diameter at rest as well as post exer-
cise. This suggests a relation between the severity of disease and the ET-1 plasma levels.

As for endothelin-1 a significant effect of weight, age and fitness level could be observed.
Further investigation with more horses is needed to assess the beneficial effects of endothelin-
1 in grading the severity of heart diseases. Thereby the above-mentioned effects on ET-1
should be noted.

Compared to conventional diagnostic methods like ultrasound, detection of plasma levels of
angiotensin-II, aldosterone and ANP doesn’t seem to provide any further prognostic informa-

tion or further information for staging cardiac diseases in horses.

However, further investigation is needed to conclusively assess the beneficial effects of an-
giotensin-II, aldosterone and endothelin-1 in diagnosing and grading the severity of cardiac
diseases in horses.

Also, further investigation is needed to conclusively assess the beneficial effects of angio-
tensin-II, aldosterone and endothelin-1 as a prognostic indicator in horses with cardiac dis-
eases.

Thereby the limitations observed in this study should be excluded.
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XII. ANHANG

1. Untersuchungsprotokoll

Datum der Untersuchung: 6.10.2011

laufende Nummer in der Studie: 08

Patient:

Name Pferd: "Sam"

Name Besitzer:

Geschlecht: Stute) HengstO Wallach X
Alter: 7 Jahre

Gewicht: 450 kg

StockmaB: 153 cm

Rasse: TraberO Vollblut Warmblut X Sonstiges:

Letzte Impfung: Januar 2011 Letzte Entwurmung: Juli 2011

Verwendungszweck:

O Remonte

O Sportpferd: Dressurd Springend Westernd FahrenO DistanzO Galopperd TraberO
O Schulpferd

O Freizeitpferd

X Nicht reiterlich genutzt: ZuchtO Weidepferd x

Trainingszustand nach Besitzerangaben: trainiertd untrainiert X

Vorbericht/Vorstellungsgrund: Leistungsinsuffizienz

Vorbehandelt mit: -

Allgemeinuntersuchung:

Haltung: Ohne besonderen Befund X sonstiges:

Verhalten: ruhig/aufmerksam X aufgeregt/unruhigd apathischO somnolentO

Pflegezustand: sehr gut x gutd maBigO schlechtD
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Erndhrungszustand: adip6sO gut X méBigOd schlechtO

Korpertemperatur: 37,6 °C

Mandibulare Lymphknoten.: Ohne besonderen Befund X schmerzhaft/vergroBertO
Atemfrequenz: 16/min

Herzfrequenz: 72/min

Allgemeinbefinden: ungestort X gestort—> ggr.00 mgr.00 hgr.O

Herzkreislaufuntersuchung:

Schleimhéute: Ohne besonderen BefundO Farbe porzellanfarben KFZ: <2 secO 2 sec X > 2
secO

Hautturgor: erhalten X vermindertO

Episkleralgefafe: fein gezeichnetO injiziert X

Arterienpuls: Frequenz: 52/min

Pulsqualitit: schwachDD maBig kraftigh deutlich kréftig X gleichméBigd ungleichmifBig X
regelméfBigd unregelmdfBigO

Venenabfluss: ohne besonderen Befund X gestort/Venen gestaut

Odeme: nein0 ja X wo: GliedmaBen Unterbauch X Brustd sonstige

HerzspitzenstoB: -0 +x ++0 +++0

Herzauskultation:

Frequenz: 72/min

Intensitét: -0 +X ++0 +++0

Rhythmus: regelmaBigm Arrhythmie X = partiellO total X

Abgesetztheit: gutO schlecht X

Nebengerdusche: neind ja X > frith/mittel/spétsystolischd  holosystolisch X
frith/mittel/spatdiastolischd holodiastolisch X

Grad links: 3 Grad rechts: 2

AbschlieBender Herzbefund nach vollstindiger Untersuchung: mgr. AVI, hgr. MVI, mgr.
TVI, VF, VSD mit hgr. Dilatation des RA und RV und ggr. Dilatation des LA.

Untersuchung der Atemwege:

Atemtyp: kostoabdominal X verstiarkt abdominalO

Nasenausfluss: nein X jaOd ggr.O mgr.0 hgr.O

188



Anhang —

Charakter: ser6sd mukdsO seromukdésO purulent

Husten: spontand nicht auslosbar X 1x auslosbarl mehrfach auslosbard

Ruhedyspnoe: jad nein X

Lungenauskultation: beidseits ohne besonderen Befund X verschirft vesikuldr/bronchialC)
linksO rechtsO

Trachealauskultation: ohne besonderen Befund X Rasseln oder dhnlichesO

Weiterfithrende Lungenuntersuchungen:

Blutgase/Endoskopie/TBS/BAL: -

Belastungsuntersuchung:

Schritt: 5 min, Trab: 10 min, Galopp: 5 min, HF nach Belastung: 120/min

Abbildung 27: Untersuchungsprotokoll des Patienten Nr. 8
TBS= Tracheobronchialsekret, BAL= Bronchoalveoldre Lavage, KFZ= kapillire Fiillungszeit, ggr.=
geringgradig, mgr.= mittelgradig, hgr.= hochgradig
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2. Stammdaten aller Pferde mit kardiologischen Befunden

Pferd | Alter Rasse Geschlecht | Ge- Grofie | Nutzung | Gruppe | Befund
(Nr.) | (Jahre) wicht(k | (cm)
g

46 17 WB Wallach 562 160 Weide 1 gesund
47 19 Araber Stute 431 144 Freizeit |1 gesund
48 8 Traber Stute 441 156 Weide 1 gesund
49 14 WB Wallach 586 170 Dressur | 1 gesund
51 20 Traber Wallach 550 161 Freizeit |1 gesund
50 13 Traber Wallach 395 150 Freizeit | 1 gesund
52 12 WB Stute 612 173 Springen | 1 gesund
53 11 Traber Wallach 630 165 Weide 1 gesund
54 4 WB Stute 500 175 Weide 1 gesund
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41 24 WB Hengst 590 163 Freizeit gesund
42 8 Reitpony | Stute 351 141 keine gesund
Angabe
55 10 WB Stute 540 172 Springen gesund
10 25 WB Stute 610 165 Freizeit gesund
32 25 WB Stute 510 169 keine gesund
Angabe
25 4 Reitpony | Stute 400 148 Remonte gesund
1 16 WB Wallach 690 188 Freizeit MVI
AVI
4 23 Vollblut | Hengst 465 156 Weide AVI
5 5 Traber Wallach 525 161 Rennen TVI
MVI
7 21 WB Wallach 605 169 keine AVI
Angabe MVI
VF
8 7 WB Wallach 450 153 Weide AVI
MVI
TVI
11 30 WB Stute 526 159 Freizeit AVI
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12 14 WB Hengst 580 166 Freizeit AVI
VF
15 13 Traber Wallach 412 155 Rennen AVI
20 10 WB Stute 613 176 Freizeit MVI
PVI
21 19 WB Stute 515 165 Weide AVI
23 16 WB Wallach 580 171 Weide MVI
29 24 WB Wallach 531 168 Freizeit MVI
AVI
31 25 WB Wallach 500 160 Freizeit MVI
TVI
VF
34 5 Traber Wallach 445 161 Dressur PVI
TVI
36 24 WB Wallach 550 161 Weide AVI
PVI
43 27 WB Stute 445 160 Weide AVI]
PVI
TVI
45 20 WB Wallach 550 168 Freizeit AVI
2 10 WB Wallach 583 165 Freizeit MVI
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3 12 WB Stute 525 173 Freizeit AVI
6 20 WB Wallach 583 168 Freizeit MVI
PVI
9 16 WB Stute 600 170 Freizeit PVI
13 23 Quarter Wallach 483 149 Freizeit AVI
Horse
14 15 WB Wallach 545 169 Dressur TVI
VF
16 6 Rettpony | Stute 425 163 Ereizeit ES
17 19 WB Stute 550 157 Weide MVI
AVI
18 26 WB Wallach 515 156 Freizeit MVI
AVI
19 21 WB Stute 464 151 Freizeit MVI
AVI
22 4 WB Stute 420 170 keine ES
Angabe
24 27 Traber Wallach 420 158 Weide MVI
26 10 WB Wallach 570 170 Springen TVI
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27 8 Araber Wallach 450 158 Remonte | 2 AVI
28 22 WB Wallach 580 170 Weide 2 MVI
AVI
30 4 WB Wallach 480 158 keine 2 MVI
Angabe
33 9 Traber Wallach 590 167 Springen | 2 MVI
TVI
35 28 Traber Wallach 410 159 Weide 2 AVI
37 14 Vollblut | Wallach 408 158 Weide 2 AVI
38 10 Traber Stute 535 162 Weide 2 AVI]
39 18 Criollo Wallach 480 156 Freizeit |2 AVI
40 22 WB Stute 620 170 Freizeit |2 AVI

Tabelle 19: Stammdaten aller Pferde mit kardiologischen Befunden

WB=  Warmblut, @ AVI=  Aortenklappeninsuffizienz, = MVI=  Mitralklappeninsuffizienz
TVI=Trikuspidalklappeninsuffizienz, PVI= Pulmonalklappeninsuffizienz, VSD=
Ventrikelseptumdefekt, ES= Extrasystolen, VF= Vorhofflimmern, ABE= aus der Auswertung
ausgeschlossen
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