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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

“Biological Marker (Biomarker): A characteristic that is objectively measured and evaluated as
an indicator of normal biologic or pathologic processes, or pharmacologic response to a

therapeutic intervention.” (De Gruttola et al., 2001)

Diese Definition fir Biomarker wurde 2001 von einer Arbeitsgruppe des amerikanischen
National Institute of Health herausgebracht. Sie beschreibt sowohl die Notwendigkeit einer
objektiv validierten Messmethode als auch die Notwendigkeit der klinischen Evaluierung als
diagnostische oder prognostische Indikatoren bzw. als Marker zur Uberwachung des Therapie-
erfolgs.

Ein bereits etablierter Biomarker in der Humanmedizin stellt das C-reaktive Protein (CRP) dar,
welches 1930 das erste Mal bei Patienten mit einer Pneumokokkeninfektion beschrieben wurde
(Tillett und Francis, 1930). Der Begriff der ,Akuten Phase® wurde 1941 gepragt, um eine
komplexe Kaskade von Abwehrreaktionen unmittelbar nach einer Gewebeschadigung zu
beschreiben (Abernethy und Avery, 1941; Macleod und Avery, 1941). Folgend wurden Proteine,
deren Konzentrationen sich wahrend dieser unspezifischen Immunantwort um mindestens 25%
verandern, als Akute-Phase-Proteine (APPs) bezeichnet (Kushner, 1982).

In der Veterinarmedizin erfolgte die erste Beschreibung eines APPs 1966 (Dillman und Coles,
1966). Seitdem ist die Anzahl der Studien, welche APPs als Biomarker beim Gro3- und Kleintier
untersuchen, steigend (Eckersall, 2004; Eckersall und Schmidt, 2014). Trotz dieser Entwicklung
gibt es vergleichsweise wenige Studien, die feline APPs beschreiben.

Bei der Katze zahlen das saure a1-Glykoprotein (AGP), Serum-Amyloid-A (SAA) und Hapto-
globin (Hp) zu den wichtigsten APPs. Gemal der obigen Definition sind zur Etablierung dieser
Proteine als Biomarker zum einen objektiv validierte Assays flir diese Spezies notwendig und
zum anderen miuissen Studien durchgeflihrt werden, in denen APP-Konzentrationen bei
Gesunden und bei Erkrankten untersucht werden. Die vorliegende Arbeit liefert einen Beitrag

zur Etablierung von AGP, SAA und Hp als Biomarker bei der Katze.
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2 ALLGEMEINE GRUNDLAGEN
2.1 Akute-Phase-Proteine

2.1.1 Akute-Phase-Reaktion

Die Akute-Phase-Reaktion (APR) ist ein Teil des angeborenen unspezifischen Immunsystems.
Sie stellt eine frihzeitige systemische Immunantwort auf Gewebeschadigung dar und umfasst
eine Vielzahl von metabolischen, neuroendokrinen, hamatopoetischen und hepatischen Veran-
derungen. Ziel dieser Kaskade zellularer Reaktionen ist es, die Homdostase wieder herzustellen
und die Ursache der Schadigung zu eliminieren (Kushner, 1982; Trey und Kushner, 1995).
Phylogenetisch stellt sie ein hoch konserviertes Abwehrsystem dar, welches verantwortlich fir
das Uberleben des Individuums unmittelbar nach einer Noxe ist (Raynes, 1994).

Die APR (Abb. 1) kann sowohl durch lokale als auch durch systemische Stimuli induziert
werden, wie z.B. infektidse, neoplastische oder traumatische Ursachen (Kushner, 1982). Diese
haben eine Gewebeschadigung mit einer lokalen Immunreaktion zur Folge. Dabei werden
proinflammatorische Zytokine von aktivierten immunkompetenten Zellen (z.B. Monozyten,
Makrophagen, T-Lymphozyten, Fibroblasten) gebildet und in die Blutbahn sezerniert. Zu den
wichtigsten Zytokinen gehdren Interleukin (IL)-18, IL-6 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). Sie
dienen als Botenstoffe und haben verschiedene systemische Aufgaben und Zielorte, wie z.B.
Induktion der Leukopoese im Knochenmark (Kushner, 1982; Gabay und Kushner, 1999). Eine
der Hauptfunktionen der Zytokine ist die Stimulation oder Hemmung der Synthese der APPs in
den Hepatozyten (Hurlimann et al., 1966; Kushner, 1982). Neben der Leber als dem Hauptort
der Synthese kdnnen APPs in extrahepatischen Geweben produziert werden, beispielsweise in
der Niere (Jabs et al., 2003) und im Endometrium (Christoffersen et al., 2010). Die APR ist durch
antagonistische und durch Feedback-Mechanismen zeitlich limitiert. Inre Dauer umfasst daher
wenige Tage (Ceciliani et al., 2002). Bei chronischen Erkrankungen kann es jedoch zu einer
verlangerten APR kommen, welche durch ihre systemischen Effekte zu weiteren Gewebe-
schadigungen und Komplikationen flihren kann, z.B. zu einer reaktiven Amyloidose (Suffredini
et al., 1999).




ALLGEMEINE GRUNDLAGEN

Noxen
z.B. Infektion, Trauma, Neoplasie, Ischamie

$

‘ Gewebeschadigung ‘

| &

Adhédsion und Migration von Freisetzung intrazellularer Mediatoren

Leukozyten z.B. freie Radikale

Aktivierung immunkompetenter Zellen

Leukozyten (z.B. Makrophagen),
Stromazellen (z.B. Fibroblasten)

3

Sekretion proinflammatorischer Zytokine
z.B. IL-1B, IL-6, TNF-a

N

Knochenmark: Leukopoese
Leukozyten: Aktivierung
Hypothalamus: Fieber
Muskel: Proteolyse

< 4

Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der Induktion der Akute-Phase-Reaktion und ihrer Effekte.
Modifiziert dargestellt nach Kjelgaard-Hansen und Jacobsen, 2011.
(IL-1, Interleukin-1; IL-6, Interleukin-6; TNF-a, Tumornekrosefaktor-a)

Hepatozyten und
extrahepatisches Gewebe:

Akute-Phase-Proteine

2.1.2 Definition und Einteilung
Als APPs werden Proteine definiert, deren Serumkonzentrationen sich wahrend der APR um
mindestens 25% verandern (Kushner, 1982). Zu den APPs werden derzeit rund 40 Proteine
gezahlt (Ceciliani et al., 2002). Sie Uben verschiedene Aufgaben aus (Gabay und Kushner,
1999; Jain et al., 2011), nach denen sie in folgende Gruppen unterteilt werden kénnen:

- Transportproteine (z.B. Hp, Transferrin, Ceruloplasmin)

- Proteine der Gerinnung und Fibrinolyse (z.B. Prothrombin, Fibrinogen)

- Proteine des Komplementsystems (z.B. Komplement C3)

- Antiproteasen (z.B. a1-Antitrypsin)

- Immunmodulatoren (z.B. CRP, AGP, SAA)
Des Weiteren werden die APPs nach ihrem Konzentrationsverlauf wahrend der APR eingeteilt
(Abb. 2). Als positive APPs werden Proteine bezeichnet, deren Konzentrationen aufgrund einer
stimulierten Synthese ansteigen. Als negative APPs werden diejenigen definiert, deren

Konzentrationen wahrend der APR fallen. Das Absinken der Konzentration bei diesen Proteinen
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kann erklart werden durch einen erhéhten Verbrauch, durch Extravasation aufgrund einer
gesteigerten GefalRpermeabilitdt oder durch eine gehemmte Synthese in der Leber um mehr
Aminosauren fir die Bildung positiver APPs bereitzustellen (Paltrinieri, 2008; Kjelgaard-Hansen
und Jacobsen, 2011).

Die positiven APPs, welche hauptsachlich Glykoproteine darstellen (Ceron et al., 2005), werden
in der veterinarmedizinischen Wissenschaft je nach Hohe und Schnelligkeit ihres Kon-
zentrationsanstiegs weiter unterteilt in ,major APPs (maAPPs) und ,moderate* APPs (moAPPs)
(Ceron et al., 2005; Kann et al., 2012). In manchen Studien werden daneben noch ,minor* APPs
(miAPPs) definiert (Paltrinieri, 2008; Eckersall und Bell, 2010; Kjelgaard-Hansen und Jacobsen,
2011). MaAPPs bei Hunden und Katzen reagieren auf einen Stimulus mit einem 10- bis 100-
fachen Konzentrationsanstieg (Ceron et al., 2005). Beim Menschen wurden bis zu 1000-fache
Konzentrationsanstiege gemessen (Kushner, 1982). Weitere Eigenschaften der maAPPs sind
ein rascher Konzentrationsanstieg mit einem Peak 24 — 48 Stunden nach dem Stimulus, ein
schnelles Absinken der Konzentration aufgrund einer kurzen Halbwertszeit und eine niedrige
Serumkonzentration im gesunden Tier (Ceron et al., 2005; Eckersall und Bell, 2010; Kjelgaard-
Hansen und Jacobsen, 2011). MoAPPs zeigen wahrend der APR einen 2- bis 10-fachen
Konzentrationsanstieg mit einem Peak 2 — 3 Tage nach einer Gewebeschadigung. Verglichen
mit den maAPPs sinkt die Konzentration aufgrund einer Iangeren Halbwertszeit langsamer.
Zudem ist die physiologische Konzentration im gesunden Tier hdher (Ceron et al., 2005;
Eckersall und Bell, 2010; Kjelgaard-Hansen und Jacobsen, 2011).

In der Humanmedizin werden die APPs meist in Typ 1 und Typ 2 APPs unterteilt. Einteilungs-
kriterium ist hier die Induktion der APP-Synthese durch verschiedene Gruppen von Zytokinen.
Die Synthese der Typ 1 APPs werden durch IL-1 &hnliche Zytokine (z.B. IL-1, TNF-a) und durch
IL-6 ahnliche Zytokine (z.B. IL-6, IL-11) stimuliert, wohingegen die Produktion der Typ 2 APPs
ausschlieBlich durch IL-6 ahnliche Zytokine angeregt wird. In der frilhen Phase der APR wirken
hauptsachlich IL-1 ahnliche Zytokine. Im weiteren Verlauf werden vermehrt IL-6 &hnliche
Zytokine sezerniert (Baumann und Gauldie, 1994; Gabay und Kushner, 1999). Diese Einteilung
wird eher selten in veterinarmedizinischen Verdéffentlichungen beschrieben (z.B. Petersen et al.,
2004).
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Konzentration

Zeit

Abb. 2: Schematische Darstellung der Konzentrationsverldufe von Akute-Phase-Proteinen (APPs) nach
einem immunologischen Stimulus. Die Konzentration der positiven APPs (blaue und rote Kurve) steigt wéhrend
einer Akute-Phase-Reaktion, wéhrend die der negativen APPs (griine Kurve) féllt. Die positiven APPs werden weiter-
hin eingeteilt nach Héhe und Schnelligkeit ihres Konzentrationsanstiegs in ,major” (blaue Kurve) und ,moderate*
APP's (rote Kurve).

2.1.3 Akute-Phase-Proteine der Katze

Die Einteilung der APPs nach ihrem Konzentrationsverlauf ist spezies-spezifisch. Bei der Katze
zahlen AGP und SAA zu den maAPPs. Als moAPPs werden Hp und Ceruloplasmin definiert
(Cray et al., 2009; Kjelgaard-Hansen und Jacobsen, 2011; Kann et al., 2012). Bis vor wenigen
Jahren war CRP bei der Katze als positives APP nicht anerkannt (Ceron et al., 2005; Eckersall
und Bell, 2010; Kjelgaard-Hansen und Jacobsen, 2011). In neueren Untersuchungen wurde
jedoch nachgewiesen, dass die Konzentration des CRPs ebenfalls stark wahrend der APR
ansteigt (Gil et al., 2014; Leal et al., 2014). Als negative APPs der Katze werden u.a. Albumin
und Transferrin definiert (Paltrinieri, 2008). Albumin, welches spezies-Ubergreifend ein
negatives APP darstellt (Mackiewicz, 1997), ist hinsichtlich seiner Rolle wahrend der APR bei
der Katze kaum untersucht (Paltrinieri, 2008). Im Folgenden werden die fir die vorliegende
Arbeit relevanten APPs naher dargestellt.

Das saure a1-Glykoprotein (AGP), welches auch als Orosomukoid bezeichnet wird, ist ein stark
glykosyliertes Protein. Die Hauptprotein-Komponente ist Seromukoid (Fournier et al., 2000;
Ceron et al., 2005). Es gehért zu den Lipokalinen, eine Gruppe von Proteinen, welche hydro-
phobe Molekiile binden und in die Zelle transportieren kénnen (Logdberg und Wester, 2000).
AGP hat antiinflammatorische und immunmodulatorische Eigenschaften, indem es die Produk-
tion von Zytokinen durch Lymphozyten kontrolliert und die Immunantwort von neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten verandert (Hochepied et al., 2003). Eine Besonderheit des
AGPs ist die posttranslationale Veranderung seines Glykosylierungsmusters wahrend
Erkrankungen, welche die immunmodulatorischen Funktionen des AGPs beeinflusst
(Hochepied et al., 2003; Ceciliani und Pocacqua, 2007). Bei an Feliner Infektioser Peritonitis
(FIP) erkrankten Katzen wurde hyposialyliertes AGP nachgewiesen (Ceciliani et al., 2004). Die

Bedeutung dieser strukturellen Veranderung des AGPs in Bezug auf die Pathogenese von FIP
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ist Gegenstand derzeitiger Forschung.

Serum-Amyloid-A (SAA) ist ein Apolipoprotein, welches sich mit den Lipoproteinen hoher Dichte
(HDL) im Plasma verbindet. Der Aufbau des felinen SAAs ist dem des humanen und kaninen
SAAs sehr dhnlich, da es ein phylogenetisch hoch konserviertes Protein darstellt (Woo et al.,
1993; Ohno et al., 1999). Es transportiert Cholesterol im Blut zur Leber (Kisilevsky und Manley,
2012) und hat eine Vielzahl an immunmodulatorischen Eigenschaften, wie z.B. die chemo-
taktische Rekrutierung von Entziindungszellen und Verminderung der Entziindungsprozesse
durch Hemmung der Lymphozyten-Proliferation (Xu et al., 1995; Gatt et al., 1998; Paltrinieri,
2008). SAA steht neben seiner Rolle als APP durch eine weitere Eigenschaft im Fokus der
veterinarmedizinischen Wissenschaft: Es ist Vorlaufer des Proteins Amyloid A, welches bei der
AA-Amyloidose Hauptbestandteil der unldslichen Fibrillen ist. Bei Abessinier-Katzen ist eine
familiare Form (DiBartola et al., 1989; Paltrinieri et al., 2015), bei Siamkatzen sind hepatische
und generalisierte Amyloidosen beschrieben (van der Linde-Sipman et al., 1997).

Haptoglobin (Hp) ist ein a2-Glykoprotein, welches aus 2 Untereinheiten besteht. Im Gegensatz
zum humanen Hp sind diese beiden Untereinheiten Uber eine nicht kovalente Bindung vereinigt
(Mominoki et al., 1995). Hp kann mit freiem Hamoglobin (Hb) sehr feste Komplexe bilden,
welche im Korper durch das retikuloendotheliale System abgebaut werden (Harvey und Gaskin,
1978; Ascenzi et al., 2005). Durch diese Eigenschaft wirkt es protektiv und antibakteriell, da es
einerseits einen oxidativen Zellschaden in der Niere durch Ausscheiden des Hb verhindert und
andererseits das Eisen des Hb als Substrat fur Bakterien limitiert (Dobryszycka, 1997). Daneben
hat es immunmodulatorische Eigenschaften, wie z.B. die Hemmung der Phagozytose und
Chemotaxis (Rossbacher et al., 1999).

2.1.4 Messung der Akute-Phase-Proteine

Grundsatzlich kdnnen 2 Messmethoden zur Bestimmung von APPs unterschieden werden:
Biochemische Assays und Immunassays. Der Vorteil der biochemischen Tests ist, dass sie
multispezies-spezifisch sind. Die Mehrheit der Messmethoden sind jedoch Immunassays,
welche auf Antigen-Antikdrper-Bindungen beruhen und deshalb meist durch mangelnde oder
fehlende Kreuzreaktivitat zwischen Antiserum einer bestimmten Spezies und Antigenen einer
anderen Spezies spezies-spezifisch sind. Daher missen fir APPs entweder neue Immun-
assays entwickelt oder die fir eine andere Spezies bereits validierten Tests fir die neue Spezies
evaluiert werden. In beiden Fallen ist eine objektive Validierung der Assays notwendig und
grundlegend, um ein APP als Biomarker bei dieser Spezies zu etablieren (Eckersall et al.,
1999b; Kjelgaard-Hansen und Jacobsen, 2011). Daruber hinaus bedarf es einer internationalen
Standardisierung und Harmonisierung durch eine einheitliche Kalibrierung der Systeme. In der
Kleintiermedizin existieren im Gegensatz zur Human- und Nutztiermedizin jedoch keine inter-

nationalen Referenzpraparate (Skinner, 2001; Eckersall et al., 2014).
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Zur Messung des AGPs stehen Immunassays zur Verfligung, welche spezies-spezifische Anti-
seren verwenden. Fur die Katze war ein radialer Immundiffusionstest (SRID) bis 2014 kommer-
ziell erhaltlich (,PHASE" Feline a1 Acid Glycoprotein SRID, Tridelta Development Limited,
Maynooth, Irland). Die Messmethode nach Mancini beruht auf einer Antigen-Antikérper-Bindung
in Form eines sichtbaren Prazipitationsringes. Die anti-felinen Antikoérper sind in Agar-Gel
inkorporiert. Nach einer Inkubationszeit von 24 - 48 Stunden kann der Durchmesser des Ringes
gemessen werden. Dieser ist direkt proportional zur AGP-Konzentration (Mancini et al., 1965).
Der bis 2014 erhaltliche SRID war lediglich vom Hersteller validiert. Eine unabhangige
Validierung fiir felines AGP ist nicht veréffentlicht. Trotzdem wurde er in der Mehrheit der
aktuellen Studien zur Messung verwendet (z.B. Gil et al., 2014; Kann et al., 2014; Leal et al.,
2014; Paltrinieri et al., 2014). Alternativ entwickelten und validierten Bence und Kollegen (2005)
einen turbidimetrischen Immunassay (TIA), welcher jedoch nicht kommerziell erhaltlich ist und
daher nur in einer weiteren Studie zur Bestimmung des felines AGPs verwendet wurde (Korman
et al., 2012).

Zur Messung des SAAs stehen ebenfalls Immunassays zur Verfligung. Im Gegensatz zu AGP
wurden flr dieses Protein multispezies-spezifische Tests entwickelt. Die eingesetzten Anti-
korper weisen eine hohe Kreuzreaktivitat zwischen den Spezies auf, welche auf die phylo-
genetisch hohe Konservierung des SAAs zuruckzufuhren ist (Woo et al., 1993). Fir die Katze
existieren 3 validierte Tests. Ein TIA und ein Latex-Agglutinationstest (LAT) fur humanes SAA
wurden zur Detektion des felinen SAAs evaluiert (Hansen et al., 2006; Tamamoto et al., 2008;
Christensen et al., 2012). In beiden Fallen flhrt die Antigen-Antikérper-Bindung zur Agglutina-
tion, welche spektrophotometrisch gemessen und dartber die jeweilige SAA-Konzentration
bestimmt wird. Da der TIA im Gegensatz zum LAT kommerziell erhaltlich ist (SAA-TIA, LZ-SAA,
Eiken Chemical Co., Tokio, Japan), wurde er in einer Vielzahl von Studien zur Messung
verwendet (z.B. Korman et al., 2012; Tamamoto et al., 2014). In gleichem Mal3e wurde ein
kommerziell erhaltlicher Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) in aktuellen Studien
benutzt (z.B. Gil et al., 2014; Leal et al. 2014). Der Assay (,PHASE“ RANGE Multispecies SAA
ELISA, Tridelta Development Limited, Maynooth, Irland) basiert auf der Bindung des SAAs
durch monoklonale Fanger- und Detektionsantikdrper, welche durch Zugabe eines Chromogens
in einem Farbumschlag resultiert. Die Farbintensitat ist direkt proportional zur SAA-
Konzentration. Dieser Test wurde in einer aktuellen Studie hinsichtlich Prazision mit guten
Ergebnissen validiert (Paltrinieri et al., 2015).

Im Gegensatz zu SAA und AGP werden zur Messung des Hp uberwiegend biochemische
Assays verwendet. Die Bestimmung von Hp basiert auf der Fahigkeit des Proteins Hb zu binden
(Harvey, 1976). Die Hp-Konzentration kann spektrophotometrisch durch eine konzentrations-
abhangige Absorptionsveranderung gemessen werden. Diese kann entweder direkt durch die

Hp-Hb-Komplexe (Harvey, 1976) oder indirekt durch einen Farbumschlag verursacht sein
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(Makimura und Suzuki, 1982). Letzteres Prinzip beruht auf unterschiedlichen peroxidatischen
Eigenschaften von freiem und gebundenem Hb. Die Peroxidase-Aktivitat des freien Hb ist bei
einem niedrigen pH gehemmt, wohingegen die Peroxidase-Aktivitdt des gebundenen Hb bei
einem niedrigen pH erhalten ist. Die Zugabe eines Chromogens resultiert bei einem niedrigen
pH in einem Farbumschlag je nach konzentrationsabhangigen peroxidatischen Eigenschaften.
Fur die Katze existiert ein kommerziell erhaltlicher spektrophotometrischer Assay (,PHASE®
Haptoglobin Assay, Tridelta Development Limited, Maynooth, Irland), der auf diesem Prinzip
basiert. Er wurde fir kanines Hp objektiv validiert (Martinez-Subiela und Ceron, 2005). Eine vom
Hersteller unabhangige Evaluierung dieses multispezies-spezifischen Tests zur Bestimmung
des felinen Hp ist nicht veroffentlicht. Trotzdem ist es die Standardmethode in aktuellen Studien
zur Messung von Hp bei Katzen (z.B. Kann et al., 2012; Korman et al., 2012; Tvarijonaviciute et
al., 2012; Kann et al., 2014). Immunassays wurden ebenfalls fir felines Hp entwickelt. So ist
seit 3 Jahren ein ELISA zur Detektion von kaninem und felinem Hp kommerziell erhaltlich (TECO
Feline & Canine Haptoglobin ELISA, TECOmedical Group, Sissach, Schweiz). Dieser wurde

jedoch nicht vom Hersteller unabhangig validiert.

2.1.5 Akute-Phase-Proteine als Biomarker

APPs kénnen in der Medizin als Biomarker hinsichtlich Diagnostik, zur Uberwachung des
Therapieerfolgs (Monitoring), zur Prognostik und zum Gesundheitscheck eingesetzt werden.
Sie stellen hoch sensitive, jedoch unspezifische Biomarker fir entzindliche Prozesse dar
(Eckersall und Bell, 2010).

Als diagnostische Biomarker sind sie im Vergleich zu Leukozyten sensitiver bezuglich dem
Nachweis von Entzindungsreaktionen. Beispielsweise zeigte ein Fallbericht bei einer an
Pankreatitis erkrankten Katzen, dass SAA bereits beim Einsetzen der klinischen Symptomatik
erhdht war, wohingegen die Leukozyten noch nicht angestiegen waren (Tamamoto et al., 2009).
Des Weiteren kénnen erhdhte APP-Konzentrationen bei einem scheinbar gesunden Tier auf
subklinische Erkrankungen hinweisen. So waren die AGP-Konzentrationen bei Zwingerhunden
erhoht, welche innerhalb der folgenden 2 Wochen klinische Symptome entwickelten oder
verstarben (Ohwada und Tamura, 1993). Ein Konzentrationsanstieg der APPs kann zudem
helfen einen entzindlichen Prozess von einem nicht entzindlichen Prozess oder eine
systemische von einer lokalen Entziindung als Ursache des gleichen Symptoms zu unterschei-
den. Zum Beispiel kann bei einer inappetenten Katze eine erhdhte SAA-Konzentration hinwei-
send sein auf eine systemischen Infektionserkrankung, wohingegen orale Veranderungen oder
Enteritiden keinen signifikanten Konzentrationsunterschied im Vergleich zu gesunden Katzen
verursachen (Sasaki et al., 2003). Die Hohe des Konzentrationsanstiegs kann zudem Auf-
schluss geben Uber den Schweregrad einer Erkrankung. So konnte z.B. ein signifikanter

Zusammenhang zwischen der Viruslast bei an Felines Immunodefizienz-Virus (FIV) erkrankten
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Katzen und der SAA-Konzentration nachgewiesen werden (Kann et al., 2014). Die Limitationen
der APPs als diagnostische Biomarker ergeben sich aus ihrer unspezifischen Induzierbarkeit.
Eine erhohte APP-Konzentration kann lediglich das Vorhandensein eines entzundlichen
Prozesses detektieren. APPs kdnnen nicht als diagnostische Biomarker zum Nachweis der
Ursache der APR verwendet werden (Ceron et al., 2005).

Als Biomarker hinsichtlich Monitoring kann der Konzentrationsverlauf von APPs das
Ansprechen auf eine Therapie widerspiegeln. Durch die hohe Sensitivitat der APPs sinkt die
Konzentration bei einer erfolgreichen Behandlung schnell. Auf der anderen Seite kann ein
Konzentrationsanstieg der erste Hinweis auf ein Rezidiv sein. Zum Beispiel wurde dies in einem
Fallbericht bei einer an Pankreatitis erkrankten Katzen nachgewiesen. Hier folgte auf einen
anfanglichen Therapieerfolg mit einem schnellen SAA-Konzentrationsabfall kurze Zeit spater
ein Rezidiv mit einem raschen Anstieg der Konzentration (Tamamoto et al., 2009). Bei immun-
supprimierten Tieren kann durch Verlaufsmessungen von APPs eine Stimulation des Immun-
systems detektiert werden, wie etwa bei Infektionen wahrend Chemotherapie. Ein anderes
Beispiel stellt eine Studie aus dem Jahr 2014 dar, in welcher APPs bei an FIV und/oder Felines
Leukamie-Virus (FeLV) erkrankten Katzen unter Interferon-w Therapie anstiegen (Leal et al.,
2014). Jedoch ist auch die Aussagekraft der APPs hinsichtlich Monitoring aufgrund der
unspezifischen Induzierbarkeit der APPs eingeschrankt. So kann beispielsweise ein erneuter
Konzentrationsanstieg nach Behandlung einer Erkrankung durch eine andere Krankheit und
nicht durch ein Rezidiv bedingt sein.

Zuletzt kdbnnen APPs als Biomarker hinsichtlich Prognostik Anwendung finden. Dies beruht
einerseits darauf, dass die Hohe der APP-Konzentration die Intensitat der ablaufenden APR
widerspiegelt und dass neben akuten auch chronische Entziindungen, wie Neoplasien, eine
verlangerte APR verursachen kdnnen. Zudem koénnen uber einen langeren Zeitraum erhdhte
APP-Konzentrationen wiederum zu Komplikationen flihren, z.B. sekundare Amyloidose. In einer
Studie aus dem Jahr 2013 wurde festgestellt, dass SAA einen signifikanten prognostischen
Faktor bei unterschiedlich erkrankten Katzen darstellt (Tamamoto et al., 2013).

Unter Berucksichtigung der beschriebenen Limitationen der APPs wird daher erstens eine
gemeinsame Messung von mindestens einem maAPP und einem moAPP empfohlen. Solche
APP-Profile kénnen aufgrund der unterschiedlichen Kinetik und Eigenschaften mehr Informa-
tionen zur ablaufenden Entziindungsreaktion liefern. Zweitens werden Verlaufs- anstatt Einzel-
messungen von APPs bevorzugt, da eine einmalige Bestimmung eines APPs lediglich eine
Momentaufnahme ohne Kenntnis eines folgenden Anstiegs oder Abfalls darstellt. Deshalb
werden in aktuellen Studien vermehrt Verlaufsmessungen durchgefihrt (Ceron et al., 2005;
Ceron et al., 2008).
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2.1.6 Studien lUiber Akute-Phase-Proteine bei der Katze

Verglichen mit anderen Haustieren, wie beispielsweise Hund und Rind, wurden bei der Katze
kaum Studien zur Evaluierung von APPs als Biomarker durchgefuhrt (Eckersall und Bell, 2010).
Bei gesunden Katzen wurden hauptsachlich AGP und SAA zur Erhebung von Referenz-
bereichen oder fur Kontrollgruppen bestimmt (Anhang [). Untersuchungen bei erkrankten
Katzen sind im Anhang tabellarisch nach Krankheiten aufgelistet (Anhang Il). Bisheriger
Forschungsschwerpunkt liegt in der Untersuchung von AGP und SAA als diagnostische Marker
bei infektios erkrankten Katzen. Groéfte Bedeutung erlangten dabei Studien von AGP bei an FIP
erkrankten Katzen. Erhéhte Konzentrationen dieses APPs im Serum und in peritonealer Flissig-
keit sind als diagnostischer Indikator fur diese Erkrankung anerkannt (Duthie et al., 1997;
Giordano et al., 2004). Die Messung von Hp stellt in den Studien Uber feline APPs eine Aus-
nahme dar.

Erstin den letzten Jahren wurde die Bedeutung der APPs hinsichtlich Monitoring und Prognostik
untersucht. Die Anzahl dieser Studien ist jedoch weiterhin sehr gering (Tamamoto et al., 2009;
Korman et al., 2012; Tamamoto et al., 2013; Gil et al., 2014; Leal et al., 2014). Zudem beschran-
ken sich die Studien zum Monitoring auf Untersuchungen von immunsupprimierten Katzen. Die
einzige Ausnahme stellt ein Fallbericht von Tamamoto und Kollegen dar. Hierfur wurden bei
einer an Pankreatitis erkrankten Katze SAA-Verlaufsmessungen durchgefihrt (Tamamoto et al.,
2009). Auch Untersuchungen, welche mindestens ein maAPP und ein moAPP in die Messungen
einbeziehen, sind trotz steigender Tendenz rar (Duthie et al.,, 1997; Kajikawa et al., 1999;
Giordano et al., 2004; Korman et al., 2012; Gil et al., 2014; Kann et al., 2014; Leal et al., 2014).
Daher bedarf es weiterer Studien zur Erforschung der Rolle der APPs hinsichtlich Monitoring,
die mindestens ein maAPP und ein moAPP Uber einen ldngeren Zeitraum bei erkrankten Katzen
messen. Kaum untersuchte Krankheiten stellen beispielsweise untere Harnwegserkrankungen

und feliner Diabetes mellitus dar.

2.2 Obstruktive FLUTD

Die Bezeichnung der ,Feline Lower Urinary Tract Disease* (FLUTD) beschreibt einen Symptom-
komplex, welcher mit einer heterogenen Gruppe von Erkrankungen der ableitenden Harnwege
(Vesica urinaria und Urethra) bei der Katze assoziiert ist. Die Krankheiten sind hinsichtlich ihrer
Atiologie und Pathogenese verschieden. Eine Form der unteren Harnwegserkrankungen stellt
die obstruktive FLUTD dar. Dabei kommt es zu einem partiellen oder vollstandigen Verschluss
der Urethra. Zu den Symptomen einer FLUTD gehoéren Dysurie, Strangurie, Hamaturie, Polla-
kisurie und Periurie. Anurie tritt bei einem vollstandigen Harnréhrenverschluss auf (Hostutler et
al., 2005). Harnrlckstau ist wegen hochgradiger Elektrolytverschiebungen und Stérungen des
Saure-Basen- sowie Wasser-Haushaltes ein lebensbedrohlicher Notfall (Osborne et al., 2011).

FLUTD zahlt zu einem der haufigsten Vorstellungsgrinde in der veterinarmedizinischen Praxis.
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Sie tritt bei ungefahr 1,5% der in Tierarztpraxen untersuchten Katzen auf (Lund et al., 1999;
Buffington et al., 2006). Von den betroffenen Katzen erkranken 28,6 — 58% an der obstruktiven
Form (Gerber et al., 2005; Saevik et al., 2011). Die Pravalenz der FLUTD ist durch vermehrte
Wohnungshaltung und Mehrkatzenhaushalte steigend. Die obstruktive FLUTD tritt vor allem bei
mannlichen kastrierten Tieren auf (Hostutler et al., 2005). Ungefahr 30 verschiedene Ursachen
fur FLUTD wurden beschrieben (Osborne et al., 1996). Die haufigste Obstruktionsursache sind
in 55% der Falle eines Harnrohrenverschlusses Harnpfropfen, wohingegen Harnsteine bei nur
15% der erkrankten Katze vorkommen. Bei 28% der Katzen kann kein intraluminal gelegenes
Material nachgewiesen werden (Kruger et al., 1991). Zu diesen zahlen hauptsachlich die an
Feliner Idiopathischer Zystitis (FIC) erkrankten Katzen. FIC stellt die haufigste Ursache der un-
teren Harnwegserkrankungen im Allgemeinen dar (Gerber et al., 2005; Saevik et al., 2011;
Dorsch et al., 2014). Sie steht im Fokus aktueller Forschungen, da sie bei manchen Tieren Teil
eines komplexen systemischen Prozesses mit weiteren Begleiterkrankungen zu sein scheint,
bei dem Stress als Triggerfaktor eine zentrale Rolle spielt (Buffington et al., 2014). Ein Harn-
rohrenverschluss kann bei an FIC erkrankten Katzen durch Urethritiden, urethrale Muskel-
spasmen und Harnpfropfen ausgeldst werden (Gerber et al., 2005). Weitere Obstruktions-
ursachen sind Neoplasien, Harnrohrenstrikturen, extraluminale Entziindungen oder Umfangs-
vermehrungen, neurologische Stérungen und anatomische Missbildungen (Osborne et al.,
2011).

Die Diagnose einer obstruktiven FLUDT wird durch eine auffallige Anamnese und klinische
Allgemeinuntersuchung gestellt, in der eine vergroRerte, pralle und schmerzhafte Harnblase
palpabel ist (Gunn-Moore, 2014). Die Therapie eines Harnréhrenverschlusses besteht in der
Behebung der Obstruktion durch Ausmassieren des verstopfenden Materials aus der Penis-
spitze oder durch Schieben eines Harnkatheters. Zudem benétigen die Patienten intravenése
Infusions- und Schmerztherapie und gegebenenfalls einen antibiotischen Schutz. Nach erfolg-
reicher Behebung des Harnrohrenverschlusses muissen die Patienten intensiv Uberwacht
werden, da es zu Komplikationen, wie einer postobstruktiven Diurese, und zu Rezidiven
kommen kann (Osborne et al., 2011). Urethrale Re-Obstruktion kommt bei 22 - 35% der Katzen
innerhalb von 6 Monaten nach einer Episode vor (Gerber et al., 2008; Segev et al., 2011). Zur
Prophylaxe weiterer Rezidive werden perineale Urethrostomien empfohlen (Hostutler et al.,
2005).

Bisher wurden nur SAA-Konzentrationen als Einzelmessungen bei Katzen mit FLUTD bestimmt.
Sasaki et al. wiesen einen statistisch signifikanten Konzentrationsunterschied zu den gesunden
Katzen nach (Sasaki et al., 2003), wohingegen Tamamoto und Kollegen bei nur einer von 7
Katzen mit Zystitis eine erhéhte SAA-Konzentration feststellten (Tamamoto et al., 2013). Unter-
suchungen von APPs bei an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen zur Untersuchung ihrer

Rolle als Biomarker hinsichtlich Diagnostik und Monitoring existieren bisher nicht.
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2.3 Feliner Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) ist eine haufige Endokrinopathie der Katze. Er ist definiert als eine
persistierende Hyperglykdmie, welche sich bei den betroffenen Patienten durch Polyurie,
Polydipsie und Polyphagie klinisch manifestiert (Reusch, 2015).

Die Pravalenz des felinen DM ist steigend. In einer US-amerikanischen Tierklinik nahm sie von
0,08% im Jahr 1970 auf 1,2% im Jahr 1999 zu (Prahl et al., 2007). Als Risikofaktoren gelten
Ubergewicht, physische Inaktivitat, Wohnungshaltung, ein Alter von > 10 Jahren, das mannliche
Geschlecht und Kastration (Panciera et al., 1990). Ungefahr 80% der betroffenen Katzen leiden
an einer Diabetesform, die dem DM Typ-2 des Menschen entspricht. Dieser ist zum einen durch
eine beeintrachtigte Insulinwirkung in Leber, Muskulatur und Fettgewebe (Insulinresistenz) und
zum anderen durch eine Dysfunktionalitdt der pankreatischen B-Zellen verursacht (Reusch,
2015).

Relativer oder absoluter Insulinmangel fihrt zu einer verminderten Glukoseaufnahme in
Muskulatur, Fettgewebe und Leber sowie zu einer ungehinderten Glukoseproduktion in der
Leber durch Glukoneogenese und Glykogenolyse. Dies hat eine Hyperglykamie zur Folge,
welche wiederum bei Uberschreiten der Nierenschwelle (ca. 14 — 16 mmol/l) zu einer Glukosurie
fuhrt. Das Resultat der Glukosurie ist eine osmotische Diurese, welche sich als Polyurie klinisch
manifestiert und durch eine Polydipsie kompensiert wird. Neben dem Glukose-Stoffwechsel
werden auch der Protein- und Fett-Metabolismus beeinflusst. Eine gesteigerte Proteolyse
bewirkt einen Gewichtsverlust trotz Polyphagie. Die durch Lipolyse entstehenden freien
Fettsauren werden in der Leber durch B-Oxidation zunachst zu Acetacetat und folgend zu B-
Hydroxybutyrat (B-HB) und Aceton umgebaut. Diese 3 Ketonkoérper dienen als Energielieferant
in zahlreichen extrahepatischen Geweben (Bloom und Rand, 2014; Reusch, 2015).

Die Diagnose eines felinen DM wird bei typischen Symptomen (z.B. Polyurie, Polydipsie, Poly-
phagie) mit persistierender Hyperglykamie und Glukosurie gestellt. Die Therapie umfasst regel-
maRige Insulin-Applikationen und eine Diat. Therapieziele sind zunachst das Erreichen einer
Normoglykamie unter Insulin und damit Symptomlosigkeit (Reusch, 2015). Das hauptsachliche
Ziel besteht jedoch in einer Remission des DM, welcher je nach Management und Zeitpunkt des
Therapiebeginns bei 34 — 84% der Katzen auftreten kann (Roomp und Rand, 2009).

Eine lebensbedrohliche Komplikation des felinen DM stellt die diabetische Ketoazidose (DKA)
dar. Sie ist eine hochgradige Stoffwechselentgleisung bei Insulinmangel, welche intensiv-
medizinisch betreut werden muss. Die gesteigerte Mobilisierung freier Fettsduren einerseits und
die Verlagerung der hepatischen Stoffwechselvorgange von der Fettsynthese zur 3-Oxidation
und Ketogenese andererseits flhren zu einer Anreicherung von Ketonkdrpern im Blut. Dies
resultiert in einer hochgradigen metabolischen Azidose, einer gesteigerten osmotischen
Diurese, einer Hyperosmolalitdt, Dehydratation sowie in hochgradigen Elektrolyt-

verschiebungen. Die DKA kann sich bei Katzen mit einem noch nicht diagnostizierten DM
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entwickeln oder bei Patienten, deren Insulin-Dosierung zu niedrig eingestellt ist. Haufig treten
im letzteren Fall zusatzlich weitere Erkrankungen, wie Infektionen oder andere hormonelle
Stérungen, auf. Die Behandlung umfasst eine intravendse Infusionstherapie, Substitution von
Elektrolyten (v.a. Kalium und Phosphat), Applikationen eines kurz wirksamen Insulins sowie
symptomatische Therapie (z.B. Antiemetika). Die betroffenen Katzen missen engmaschig
kontrolliert und intensiv iberwacht werden (Rand, 2013; Nelson, 2015).

Katzen mit einer diabetischen Ketose (DK) ohne metabolische Azidose entwickeln meist neben
den typischen Symptomen eines DM keine weiteren Symptome und erscheinen dem Besitzer
daher meist gesund. Zeigen die Patienten keine Anzeichen einer systemischen Erkrankung und
sind in der Klinischen Untersuchung keine schwerwiegenden Abweichungen vom physio-
logischen Zustand erkennbar, sind in der Regel Infusionstherapie und intensivmedizinische
Betreuung nicht notwendig. In diesen Fallen kann ein kurzwirksames Insulin mehrmals taglich
unter Glukose-Kontrolle appliziert werden. Eine langer anhaltende DK ist haufig hinweisend auf
eine zusatzliche Erkrankung und/oder eine zu niedrig eingestellte Insulindosierung (Rand, 2013;
Nelson, 2015). Die Katzen missen haufig kontrolliert werden, da bei einer ansteigenden
Konzentration der Ketonkdérper das Risiko einer DKA steigt. Bei einer Cut-Off-Konzentration des
B-HB von 2,4 mmol/l konnte eine Sensitivitat fir eine DKA von 100% und eine Spezifitdt von
87% nachgewiesen werden (Weingart et al., 2012a).

Untersuchungen von APPs bei an DM erkrankten Katzen sind rar. Bisher wurde nur SAA als
Einzelmessung bestimmt. In einer Studie von Tamamoto und Kollegen wurde bei 2 von 7 bzw.
bei 3 von 8 Katzen eine erhdhte SAA-Konzentration festgestellt (Tamamoto et al., 2008;
Tamamoto et al., 2013). In einer Untersuchung von Sasaki und seinem Team wurde ein signifi-
kanter Konzentrationsunterschied zu den gesunden Katzen nachgewiesen (Sasaki et al., 2003).
Es besteht Forschungsbedarf hinsichtlich der Bedeutung von APPs als Biomarker zur
Diagnostik und zum Monitoring bei an einem unkomplizierten und komplizierten DM erkrankten
Katzen.
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3 ZIELE UND FRAGESTELLUNGEN

Ziele der vorliegenden Arbeit waren erstens die objektive Validierung eines seit 3 Jahren
kommerziell erhaltlichen ELISAs zur Messung des felinen Hp. Zweites Ziel war die Evaluierung
von AGP, SAA und Hp als Biomarker bei an obstruktiver FLUTD und an DM erkrankten Katzen.
Fir die Validierungsstudie wurde der ELISA nach internationalen Empfehlungen evaluiert
(Kjelgaard-Hansen und Jacobsen, 2011; Flatland et al., 2014). Dies umfasste zunachst die ana-
lytische Validierung. Hierfir wurden die Prazision, die Richtigkeit und die Nachweisgrenze
erhoben sowie ein Methodenvergleich mit dem spektrophotometrischen Assay durchgefihrt. Im
Anschluss erfolgte die klinische Evaluierung des ELISAs bei gesunden Katzen und erkrankten
Katzen ohne und mit einer systemischen Entziindung (,Overlap Performance®). Folgende
Fragen sollten geklart werden:
1. Ist der ELISA ein valider Test hinsichtlich Prazision, Richtigkeit und Nachweisgrenze?
2. Stimmen die im ELISA gemessenen Hp-Konzentrationen mit denen des spektrophoto-
metrischen Assays flr klinische Zwecke ausreichend berein?
3. Konnen durch die im ELISA gemessenen Hp-Konzentrationen Katzen mit einer systemi-
schen Entziindung von anderen Katzen differenziert werden?
In der prospektiven klinischen Studie wurden zunachst Referenzbereiche fur AGP, SAA und Hp
etabliert. Im Anschluss wurde die Bedeutung der 3 APPs als Biomarker beziiglich Diagnostik
und Monitoring bei an obstruktiver FLUTD und an DM erkrankten Katzen untersucht. Die
erkrankten Katzen wurden hierflr nach Krankheitsverlauf bzw. Schweregrad der Erkrankung in
je 2 Gruppen (unkompliziert und kompliziert) eingeteilt. Es sollten folgende Fragen beantwortet
werden:
4. Fuhren die hier untersuchten Erkrankungen zu einer Konzentrationserhohung von AGP,
SAA und Hp im Vergleich zu den gesunden Katzen?
5. Gibt es Konzentrationsunterschiede von AGP, SAA und Hp zwischen der unkomplizierten
und komplizierten Gruppe der jeweiligen Erkrankung?
6. Welches APP ist am besten zur Detektion von Katzen der komplizierten Gruppe der
jeweiligen Erkrankung geeignet?
Wie stark korrelieren die APPs untereinander bei den erkrankten Katzen?
Stimmt der Konzentrationsverlauf des jeweiligen APPs mit der individuellen klinischen
Entwicklung des Patienten Uberein?
9. Unterscheiden sich die Konzentrationsverlaufe der jeweiligen APPs zwischen den unter-
schiedlichen Erkrankungen?
10. Werden die Konzentrationsverlaufe der jeweiligen APPs bei den akut erkrankten Katzen

durch den Zeitpunkt der Probenentnahme beeinflusst?
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Proben

Es wurden Serumproben von 56 Katzen gesammelt, welche in einem Zeitraum von Juni 2012
bis Januar 2014 an der Klinik fir kleine Haustiere, Fachbereich Veterindrmedizin, Freie
Universitat Berlin vorgestellt wurden. In die Validierungsstudie wurden 50 Katzen einge-
schlossen (Prazision und Richtigkeit, n = 6; Methodenvergleich, n = 39; Overlap Performance,
n = 47). In die klinische Studie wurden insgesamt 53 Katzen aufgenommen (gesund, n = 27,
obstruktive FLUTD, n = 16; DM, n = 10).

Die Probengewinnung erfolgte ausschliel3lich zu diagnostischen Zwecken. Die Einwilligung der
Patientenbesitzer zur Verwendung etwaiger Probenreste fur wissenschaftliche Untersuchungen
wird routinemaRig bei Erstvorstellung an der Klinik fir kleine Haustiere erteilt. Die Studie unter-
lag daher weder einer Genehmigungs- noch einer Anzeigepflicht.

Alle Katzen erhielten eine klinische Allgemeinuntersuchung sowie eine Analyse des Blutbildes
(Sysmex XT-2000iV und Sysmex pocH-100iV Diff, Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt)
und der Blutchemie (Konelab 60i, Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte; GemPremier3000,
Instrumentation Laboratory, Kirchheim). Weitere diagnostische MaRnahmen wurden je nach
Ermessen des behandelnden Tierarztes durchgefihrt (z.B. vendse Blutgasanalyse, Messung
der B-HB-Konzentration, Harnuntersuchung, rdntgenologische und sonographische
Untersuchung).

Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion der Vena cephalica dexter/sinister, der Vena saphena
lateralis dexter/sinister oder der Vena jugularis dexter/sinister. Zur Serumgewinnung wurde das
Blut in einem Probenréhrchen mit einem Gerinnungsaktivator (Fa. Sarstedt AG & Co,
Numbrecht) aufgefangen. Im Anschluss an eine 30-minltige Gerinnungszeit bei
Raumtemperatur (20 — 25°C) wurde das Blut bei 3500 rpm flr 5 Minuten zentrifugiert (Heraeus
Labofuge 400 Tischzentrifuge, Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte) und anschlieRend in
Eppendorf-Gefalle (Reagiergefa® 1,5 ml, Sarstedt, Fa. Sarstedt AG & Co, Nimbrecht)
aliquotiert. Die Proben wurden innerhalb von 60 Minuten nach Abnahme bei 4°C und innerhalb
der folgenden 24 Stunden bei -20°C fiur maximal 18 Monate gelagert. Um etwaige
Veranderungen durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen zu verhindern, wurden nur die
bendtigten Proben am Tag der jeweiligen Messung aufgetaut. Vor jeder Messung wurden die
Aliquots sorgfaltig gevortext. Die Empfehlungen der Hersteller bezuglich der Qualitat der Proben
wurden eingehalten. Lipamische und hochgradig hamolytische Proben wurden von allen
Messungen ausgeschlossen. Zudem wurden geringgradig hamolytische Proben nicht im

spektrophotometrischen Assay zur Messung des Hp verwendet.
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4.2 Validierungsstudie des Haptoglobin-ELISAs

421 ELISA

Die Hp-Konzentration wurde mit einem kommerziell erhaltlichen ELISA (TECO Feline & Canine
Haptoglobin ELISA, TECOmedical Group, Sissach, Schweiz) gemessen. Der Assay basiert auf
dem Sandwich-Prinzip und verwendet affinitatsgereinigte polyklonale Kaninchen-Antikorper
gegen felines und kanines Hp. Die Detektionsantikbrper wurden mit Meerrettichperoxidase
(HRP, horseradish peroxidase) konjugiert. Durch Zugabe des Chromogens 3,3',5,5-Tetra-
methylbenzidin (TMB) resultiert die Hp-Antikérper-Bindung in einem blauen Farbumschlag.
Dieser ist direkt proportional zur Hp-Konzentration. Zum Abstoppen des Farbumschlags wird
Salzsaure verwendet. Die 6 Standardldsungen enthalten folgende Hp-Konzentrationen: 0, 125,
250, 500, 1000 und 2000 ng/ml. Die Proben wurden 1:10000 verdunnt. Der Messbereich
umfasst laut Hersteller Konzentrationen von 0 — 20 mg/ml. Standards und Proben wurden in
Duplikaten gemessen. Die Messungen erfolgten bei Raumtemperatur (20 — 25°C) und wurden
nach Angaben des Herstellers durchgeflihrt.

Nach manuellem Vorwaschen und Zugabe des Assay-Puffers (100 ul) in die einzelnen Wells
wurden je 20 ul von Standard- bzw. Probenldsung in die Mikrotiterplatte pipettiert. Anschlielsend
wurde die Platte Uber 1 Stunde auf einem Schdttler (Labor A: Titramax 100, Heidolph
Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach; Labor B: IKA Shaker MTS 4, IKA-Werke GmbH Co.
KG, Staufen) bei 500 rpm inkubiert. Nach Inkubation wurden die ungebundenen Antigene durch
3-maliges manuelles Waschen entfernt. Danach wurden je 100 pl der Anti-Hp/HRP-L6sung in
die Wells pipettiert. Nach einer 30-minutigen Inkubationszeit auf dem Schiittler bei 500 rpm
wurde die Platte 5-mal manuell gewaschen, um ungebundene Antikérper zu entfernen. An-
schlielend wurden je 100 ul des TMB-Substrates dazugegeben. Nach 15 — 30 Minuten wurden
je 100 pl der Stoppldsung in die Wells pipettiert. Die optischen Dichten (OD) wurden bei 450 nm
(Referenzwellenlange: 650 nm) gemessen (Labor A: EMax Plus Microplate Absorbance
Reader, Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, USA; Labor B: iMark Microplate Absorbance
Reader, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA). Der aus den Doppelmessungen berech-
nete Mittelwert der OD wurde ermittelt. Die Standardkurve wurde Uber eine 4-Parameter-
logistische Regression auf einer linearen Skala erstellt (Labor A: SoftMax Pro Software,
Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, USA; Labor B: Microplate Manager 6, Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, USA). Die Hp-Konzentrationen der Proben wurden durch

Multiplizieren mit dem Verdiunnungsfaktor in mg/ml berechnet.
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4.2.2 Spektrophotometrischer Assay

Ein kommerziell erhaltlicher spektrophotometrischer Assay (,PHASE" Haptoglobin Assay,
Tridelta Development Limited, Maynooth, Irland) wurde als Vergleichsmethode in der vorliegen-
den Arbeit verwendet, da er in verschiedenen aktuellen Studien die Hauptmessmethode flr Hp
darstellt (Giordano et al., 2004; Kann et al., 2012; Korman et al., 2012; Tvarijonaviciute et al.,
2012; Kann et al., 2014) und bereits zur Messung von felinem Hp im klinischen Alltag verwendet
wird. Das Messprinzip, welches auf der Hp-Hb-Bindung beruht, wurde bereits im Kapitel 2.1.4
erklart. Die 5 Standardlésungen enthalten folgende Hp-Konzentrationen: 0; 0,312; 0,625; 1,25
und 2,5 mg/ml. Wie vom Hersteller empfohlen, wurden die Proben zunachst unverdiinnt
gemessen. Bei einer Konzentration von > 2,5 mg/ml wurden sie 1:5 mit dem Verdinnungspuffer
diluiert. Standards und Proben wurden in Duplikaten gemessen. Die Messungen erfolgten bei
Raumtemperatur (20 — 25°C) und wurden nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
Zunachst wurden je 7,5 ul der Standards und Proben und folgend je 100 pl Hb in die Wells
pipettiert. Nach einem kurzen vorsichtigen Schiitteln der Platte wurden je 140 pl des Chromo-
gens dazugegeben und die Mikrotiterplatte wurde flr 5 Minuten inkubiert. AnschlielRend wurden
die OD bei 630 nm gemessen (Labor A: EMax Plus Microplate Absorbance Reader, Molecular
Devices, LLC., Sunnyvale, USA; Labor B: iMark Microplate Absorbance Reader, Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, USA). Der aus den Doppelmessungen berechnete Mittelwert der
OD wurde ermittelt. Die Standardkurve wurde Uber eine 4-Parameter-logistische Regression auf
einer linearen Skala angefertigt (Labor A: SoftMax Pro Software, Molecular Devices, LLC.,
Sunnyvale, USA; Labor B: Microplate Manager 6, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA).
Bei verdinnten Proben wurden die Hp-Konzentrationen in mg/ml durch Multiplizieren mit dem

Verdinnungsfaktor berechnet.

4.2.3 Analytische Validierung

Die Prazision des ELISAs als Mal fur den zufalligen Fehler wurde durch Ermittlung der Intra-
und Inter-Assay-Variationskoeffizienten (CV) von 3 felinen Serumproben unterschiedlicher
Konzentrationen ermittelt. Zur Berechnung der Intra-Assay-CVs wurden eine Probe 20 Mal und
2 Proben 10 Mal in jeweils zufalliger Reihenfolge innerhalb eines Messlaufs, d.h. auf einer
Mikrotiterplatte, analysiert. Die Inter-Assay-CVs wurden berechnet aus der Messung derselben
Proben in Duplikaten auf 4 verschiedenen Mikrotiterplatten, welche an 4 unterschiedlichen
Tagen durchgeflhrt wurden.

Die Richtigkeit des Assays als Mal fir die Abweichung des ermittelten Wertes vom ,wahren
Wert“ aufgrund eines systematischen Fehlers wurde indirekt durch die Linearitat von
Verdunnungsstufen (,dilution linearity“) und durch die Wiederfindungsrate einer aufgestockten
Probe (,spiking recovery®) evaluiert. Zur Bestimmung der Linearitat von Verdinnungsstufen

wurden 4 Serumproben mit einer Hp-Konzentration von > 3 mg/ml fortlaufend mit dem
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Verdiunnungspuffer diluiert (1:5000, 1:10000, 1:20000). Die Proben wurden in Duplikaten
innerhalb eines Messlaufs analysiert. Die ermittelten Konzentrationen wurden mit dem
rechnerisch zu erwartenden Wert verglichen und als Wiederherstellung in Prozent angegeben.
Die Wiederfindungsrate einer aufgestockten Probe wurde zur Ermittlung moglicher Inter-
ferenzen der Proben im ELISA analysiert. Da kein gereinigtes felines Hp als Spike-Losung zur
Verfugung stand, erfolgte die Bestimmung durch Zusatz eines 1:5 verdunnten Standards A zu
4 Serumproben. Die aus einer Doppelmessung ermittelte Konzentration des diluierten
Standards betrug 3,84 mg/ml. Die aufgestockten Proben wurden in Duplikaten in zufalliger
Reihenfolge innerhalb eines Messlaufs analysiert. Die Wiederfindungsrate wurde aus dem
Vergleich der gemessenen Konzentration zum rechnerisch zu erwartenden Wert in Prozent
kalkuliert.

Die Sensitivitdt des ELISAs wurde durch Bestimmung der Nachweisgrenze (,detection limit*,
DL) evaluiert. Das DL ist definiert als die Fahigkeit des ELISAs, die niedrigste Konzentration zu
messen, die statistisch signifikant unterscheidbar vom Nullstandard (,blank®) ist. Es wurde aus
20 Wiederholungsmessungen des Verdinnungspuffers berechnet.

Ein Methodenvergleich wurde durchgefiihrt, um den systematischen Fehler (Bias) und die Uber-
einstimmung zwischen den beiden Tests zu beurteilen. Als notwendige Voraussetzung fur die
Bewertung des Methodenvergleichs wurde zunachst die Wiederholbarkeit des ELISAs und des
spektrophotometrischen Assays nach Bland und Altman (Bland und Altman, 1986; Bland und
Altman, 1999) analysiert. Fur den Methodenvergleich wurden 39 feline Serumproben von
gesunden und von erkrankten Katzen verwendet und die Hp-Konzentrationen wurden im ELISA
und im spektrophotometrischen Assay ermittelt. Es wurden Serumproben ausgewahlt, deren
Konzentrationen die im klinischen Einsatz zu erwartende Spanne an Werten umfassten (Jensen
und Kjelgaard-Hansen, 2006).

Alle Messungen wurden von derselben Person durchgefihrt. Die Methodenvalidierung des
ELISAs wurde in 2 verschiedenen Labors umgesetzt: Labor A fir die Bestimmung der Intra-
Assay-Prazision (alle Messungen), der Inter-Assay-Prazision (12 von 24 Messungen), der
Verdunnungs- und Spike-Studie (alle Messungen) und des Methodenvergleichs (alle
Messungen); Labor B fir die Inter-Assay-Prazision (12 von 24 Messungen). Alle mit dem

spektrophotometrischen Assay durchgefihrten Messungen wurden in Labor A durchgefihrt.
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4.2.4 Overlap Performance

Anhand der Diagnose wurden 47 Katzen in folgende 3 Gruppen unterteilt: gesunde Katzen (n =
27), erkrankte Katzen ohne systemische Entzindung (n = 12) und erkrankte Katzen mit
systemischer Entzindung (n = 8). Erkrankte Katzen ohne systemische Entziindung umfassten
Katzen mit einem diagnostizieren und gut eingestellten Diabetes mellitus (n = 3) und Katzen mit
einer unteren Harnwegserkrankung (n = 9) ohne Anzeichen einer systemischen Entzindung.
Als Katzen mit einer systemischen Entzlindung wurden stationar betreute Patienten klassifiziert,
welche an diabetischer Ketoazidose (n = 5), an Pankreatitis (n = 2) und an hochgradiger
diabetischer Ketose (n = 1) erkrankt waren. Bei diesen Katzen wurden zudem Be-
gleiterkrankungen diagnostiziert, wie beispielsweise Nephropathie. Sie erfiillten zum Zeitpunkt
der Probenentnahme mindestens 2 der folgenden Kriterien fiir eine systemische Entziindungs-
reaktion (Brady et al., 2000): (1) Rektaltemperatur < 37,8°C oder = 39,7°C; (2) Herzfrequenz <
140 Schlage/Minute oder = 225 Schlage/Minute; (3) Atemfrequenz = 40 Zige/Minute; (4)
Leukozytenzahl < 5,0 G/l oder = 19,5 G/l oder Linksverschiebung (> 5% stabkernige neutrophile
Granulozyten).

Die Beurteilung der Overlap Performance erfolgte anhand des Vergleichs der Verteilung der Hp-
Konzentrationen zwischen den einzelnen Gruppen. Alle Messungen wurden von derselben
Person in 2 verschiedenen Labors durchgefuhrt (Labor A: 18 Messungen; Labor B: 29

Messungen).

4.2.5 Statistische Auswertung und Performance-Ziele

Falls verfuigbar wurden die Qualitatsziele bezlglich der Performance (d.h. der Leistung) des
ELISAs von zuvor verdffentlichen Daten flr die biologische Variabilitdt bei Hunden abgeleitet
(Harr et al., 2013). Andernfalls wurden die Ziele auf Grundlage allgemeiner Empfehlungen fur
die Performance von Immunassays (Cox et al., 2004-2012 May 1 [updated 2014 Dec 24]) oder
von anderen diagnostischen Tests (Jensen und Kjelgaard-Hansen, 2010) in der Veterinar-
medizin formuliert.

Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen (SD) und Intra- sowie Inter-Assay-CVs wurden
mithilfe gangiger Verfahren der deskriptiven Statistik berechnet. Der Gesamt-CV (CVrota) des

Assays wurde nach folgender Formel ermittelt:

— 2 2
CVTotal - \/CVIntra—assay + CVInter—assay .

Der Wert des erwunschten CVs (,desirable analytical CV*, CVpes) wurde auf 8,5% und der Wert
des minimal akzeptierbaren CVs (,minimally acceptable analytical CV*, CVwmin) auf 12,75% fest-
gesetzt (Harr et al., 2013). Die Ergebnisse der Verdlinnungs- als auch der Spike-Studie wurden

als ausreichend interpretiert, wenn die errechneten Wiederherstellungsraten Werte von 80% bis
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120% umfassten (Cox et al., 2004-2012 May 1 [updated 2014 Dec 24]; Jensen und Kjelgaard-
Hansen, 2010). Das DL wurde aus der Summe des Mittelwertes der Nullstandards plus 3 SDs
bestimmt (Jensen und Kjelgaard-Hansen, 2010). Die Wiederholbarkeit nach Bland und Altman
(Bland und Altman, 1986; Bland und Altman, 1999) des ELISAs und des spektrophoto-
metrischen Assays wurde als akzeptabel bewertet, wenn sich der Mittelwert der Differenzen der
Doppelmessungen nicht signifikant von Null unterschied und wenn 95% der Differenzen inner-
halb eines Bereichs vom Mittelwert der Differenzen + 1,96 x SD des Mittelwerts der Differenzen
lagen.

Der Methodenvergleich wurde in 3 Schritten durchgefiihrt: (1) Berechnung des Spearman Rang-
korrelationskoeffizientens (rs) fur eine erste Beurteilung des Zusammenhangs, (2) Passing-
Bablok-Regression (Passing und Bablok, 1983) und (3) Bland-Altman-Diagramm (Bland und
Altman, 1986; Bland und Altman, 1999). Die Interpretation der re-Werte kann der folgenden
Tabelle (Tab. 1) entnommen werden. In der Passing-Bablok-Regression wurden die
Regressionsgleichung und die 95%igen Konfidenzintervalle (95% CI) der Steigung und des
Achsenabschnitts flir den Nachweis eines proportionalen und konstanten Fehlers heran-
gezogen. Ein CUSUM-Test wurde durchgefiihrt zur Uberprifung einer méglichen signifikanten
Abweichung von der Linearitdt. Das Bland-Altman-Diagramm schloss den Mittelwert der
Differenzen zwischen beiden Assays, die Ubereinstimmungsgrenzen (Mittelwert der Differenzen
+ 1,96 x SD) und den erwlinschten Gesamtfehler (,desirable total error, TEpes) ein. Im Falle
eines proportionalen Fehlers wurde das klassische Bland-Altman-Diagramm durch Verwendung
von relativen prozentualen Differenzen auf der y-Achse modifiziert.

Der systematische Fehler, d.h. der Bias, zwischen beiden Methoden wurde als mittlere Differenz
nach folgender Formel errechnet (Harr et al., 2013; Flatland et al., 2014):

Mittelwertgpjsa—Mittelwertsyeker.assa
: L 2% 100 .
Mittelwertspekir.Assay

Bias (%) =

Der erwlinschte Bias (,desirable bias®, Biaspes) wurde auf 6,6%, der minimal akzeptierbare Bias
(,minimally acceptable bias“, Biaswin) auf 9,9% festgelegt. Fur den TEpes wurde ein Wert von
20,63%, fur den minimal akzeptierbaren Gesamtfehler (,minimally acceptable total error®, TEwmin)
ein Wert von 30,94% definiert (Harr et al., 2013). Eine klinisch akzeptierbare Ubereinstimmung
beider Methoden wurde angenommen, wenn der errechnete Bias den Wert von Biaspes oder
von Biaswin nicht Gberschritt und wenn beide Ubereinstimmungsgrenzen innerhalb des Limits
von TEpes oder von TEwin im Bland-Altman-Diagramm lagen.

Die Overlap Performance wurde durch den Konzentrationsvergleich von Hp zwischen den
Gruppen mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests beurteilt und graphisch dargestellt. Bei einem statis-
tisch signifikanten Konzentrationsunterschied wurde der Post-Hoc-Test nach Dunn-Bonferroni

fur paarweise Vergleiche durchgefuhrt. Der ELISA wurde als valide fir die Beurteilung der APR
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interpretiert, wenn die Katzen mit systemischer Entziindung statistisch signifikant unterscheid-
bar von den gesunden Katzen und den erkrankten Katzen ohne systemische Entziindung waren
(Jensen und Kjelgaard-Hansen, 2010; Flatland et al., 2014).

Hp-Konzentrationen unterhalb des DL im ELISA wurden auf 0,1 mg/ml gesetzt. Das Signifikanz-
niveau wurde auf a < 0,05 festgelegt. Die statistische Analyse wurde mithilfe von Microsoft Excel
2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA), IBM SPSS Statistics 20 (IBM, Armonk, USA) und
MedCalc Statistical Software Version 15.2.2 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgien) durch-
gefluhrt.

Tab. 1: Bewertung des Korrelationskoeffizientens rs.

rs| Interpretation
[rs| =0 keine Korrelation
0<]rs| 0,2 sehr schwache Korrelation

0,2<]rs| 20,5 schwache Korrelation

0,5<|rs| £0,7 | mittlere Korrelation

0,7 <|rs| 0,9 | starke Korrelation

0,9<]rs| =1 sehr starke Korrelation

[rs] = 1 perfekte Korrelation
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4.3 Kilinische Studie
4.3.1 Katzen

4.3.1.1 Gesunde Katzen

Zur Etablierung von Referenzintervallen und als Kontrollgruppe wurden 27 gesunde Katzen
sorgfaltig ausgewahlt. Sie wurden flr Blutspenden, Gesundheitschecks oder Kastrationen
vorgestellt. Als Einschlusskriterien galten ein Alter von mindestens 6 Monaten und ein
regelmafiger Impf- und Entwurmungsstatus bei Freiganger-Katzen. Zudem mussten die Katzen
anamnestisch gesund sein und eine unauffallige klinische Allgemeinuntersuchung sowie
hamatologische Untersuchung aufweisen. Ausgeschlossen wurden Katzen mit Anzeichen einer

akuten Erkrankung innerhalb der letzten 2 Wochen sowie mit einer chronischen Erkrankung.

4.3.1.2 Obstruktive FLUTD

Insgesamt 16 an obstruktiver FLUTD erkrankte Katzen wurden in die Studie eingeschlossen.
Die Katzen mussten mindestens eines der folgenden klinischen Symptome aufweisen:
Pollakisurie, Strangurie, Dysurie, Hamaturie, Periurie oder Anurie. In der klinischen Allgemein-
untersuchung musste eine vergrolRerte, pralle und schmerzhafte Harnblase palpabel sein.
Zudem wurden nur Katzen ausgewahlt, von denen Serum vom Tag der Erstvorstellung und von
mindestens einer folgenden Blutabnahme gewonnen werden konnte. Tiere wurden von der
Studie ausgeschlossen, wenn nicht gentigend Serum vorhanden war.

Neben einer allgemeinen klinischen Untersuchung sowie einer Analyse des Blutbildes und der
Blutchemie erhielten alle Katzen eine réntgenologische sowie eine sonographische Unter-
suchung des Urogenitaltraktes. Urin wurde durch Katheterisierung gewonnen und wie folgt
untersucht: spezifisches Gewicht mittels Refraktometer (Handrefraktometer HRM18, A. KRUSS
Optronic GmbH, Hamburg), Analyse mittels Harnstick (Combur9-Test, Roche Deutschland
Holding GmbH, Mannheim), mikroskopische Untersuchung des Harnsediments und mikro-
biologische Untersuchung (Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen, Fachbereich Veterinar-
medizin, Freie Universitat Berlin, Berlin).

Bei Diagnosestellung wurde die urethrale Obstruktion durch einen Harnkatheter gel6st und alle
Katzen erhielten Infusions- sowie Schmerztherapie und gegebenenfalls ein Antibiotikum. Sie
wurden Uber mindestens 2 Tage stationar betreut. Anhand des klinischen Verlaufs nach der
anfanglichen Behandlung wurden die Katzen in die 2 Gruppen FLUTDunkompiiziet und
FLUT Dxompiiziet unterteilt (Tab. 2).
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Tab. 2: Einteilung der an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen (n = 16) nach klinischem Verlauf.
(FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease; n, Anzahl der Katzen)

Gruppe Diagnose Einschlusskriterium Ausschlusskriterium
FLUTDunkompiiziert | Urethrale Obstruktion mit | Rasche klinische Besserung Diagnose einer weiteren
unkompliziertem unter Therapie primaren und/oder
klinischen Verlauf sekundaren Erkrankung
FLUTDkompliziert Urethrale Obstruktion mit | Diagnose einer weiteren
kompliziertem klinischen primaren und/oder
Verlauf sekundaren Erkrankung

4.3.1.3 Feliner Diabetes mellitus

In die Studie wurden 10 an DM erkrankte Katzen eingeschlossen. Die Diagnose eines DM wurde
gestellt bei typischen Symptomen (Polyurie, Polydipsie, Polyphagie) und Hyperglykamie mit
Glukosurie bei einer erhdhten Fruktosamin-Konzentration. Eine DK wurde diagnostiziert bei
einem DM mit Ketonamie. Die Diagnose einer DKA wurde bei einer zusatzlich nachgewiesenen
metabolischen Azidose gestellt. Hyperglykamie wurde definiert als eine Glukose-Konzentration
im Kapillar- oder vendsen Blut von > 13,9 mmol/l (Konelab 60i, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte; GemPremier3000, Instrumentation Laboratory, Kirchheim; Bayer Ascensia Contour,
Bayer AG, Leverkusen; AlphaTRAK, Abbott Animal Health, lllinois, USA). Fruktosamin-Werte
von > 340 ymol/l waren erhoht (Laboklin GmbH Co KG, Bad Kissingen). 3-HB-Konzentrationen
wurden mit einem validierten portablen Messgerat bestimmt (Precision Xceed, Abbott GmbH,
Wiesbaden; Weingart et al., 2012b). Eine Azidose wurde nachgewiesen bei einem vendsen pH-
Wert von < 7,35 (GemPremier3000, Instrumentation Laboratory, Kirchheim).

Alle Katzen erhielten eine klinische Allgemeinuntersuchung, eine hamatologische und blut-
chemische Analyse sowie eine rontgenologische und sonographische Untersuchung des
Abdomens. Mogliche weiterfiUhrende Untersuchung, die je nach Fall eingeleitet wurden,
umfassten hauptsachlich eine mikrobiologische Harnuntersuchung und die Bestimmung der
felinen Pankreas-Lipase-Immunreaktivitat (Spec fPL Test, IDEXX Vet Med Labor GmbH,
Ludwigsburg). Anhand der Untersuchungsergebnisse der (3-HB- und der vendsen Blutgas-
messung wurden die Patienten in 2 Gruppen unterteilt (Tab. 3). Zu Zwecken der Datenanalyse
wurden Katzen mit einem nicht-ketotischen DM und Katzen mit einer DK, welche ein gutes
Allgemeinbefinden und eine p-HB-Konzentration von < 2,4 mmol/l aufwiesen, in eine Gruppe
(DMynkompiiziert) Zusammengefasst. Die Katzen der Gruppe DMynkompiiziert Wurden ambulant betreut
und wurden fur Glukose-Tagesprofile und Kontrolluntersuchungen vorstellig, wohingegen die
Katzen der Gruppe DMuompiiziert Stationar intensiv betreut werden mussten. Sie wurden mit
Infusionstherapie stabilisiert, erhielten zunachst kurzwirksames Insulin und gegebenenfalls

weitere Medikation wie Analgetika und Antiemetika.
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Es wurden nur erkrankte Katzen in die Studie aufgenommen, von denen Seren von mindestens
2 unterschiedlichen Tagen vorhanden waren. Bei den Katzen der Gruppe DMuompliziet musste
eine Serumprobe am Tag der Erstvorstellung gewonnen worden sein. Katzen, von denen nicht

genugend Serum vorhanden war, wurden von der Studie ausgeschlossen.

Tab. 3: Einteilung der an einem Diabetes mellitus (DM) erkrankten Katzen (n = 10) nach Untersuchungs-
ergebnissen.
(B -HB, B-Hydroxybutyrat; DK; Diabetische Ketose; DKA; Diabetische Ketoazidose; n, Anzahl der Katzen)

Gruppe Diagnose Einschlusskriterium Ausschlusskriterium
DMunkompliziet | Unkomplizierter Diagnose eines nicht-ketotischen Diagnose einer DKA oder
DM DM oder Diagnose einer DK (3-HB > 0) mit

Diagnose einer DK (3-HB > 0) mit schlechtem Allgemeinbefinden
gutem Allgemeinbefinden und B-HB | und/oder B-HB 2= 2,4 mmol/l

< 2,4 mmol/l
DMckompliziert Komplizierter Diagnose einer DKA oder
DM Diagnose einer DK mit schlechtem

Allgemeinbefinden und/oder 3-HB =
2,4 mmol/l

4.3.2 Zeitpunkte der Probenentnahmen

Zur Untersuchung der Bedeutung der APPs hinsichtlich der Diagnostik von FLUTD und DM
wurden Seren vom Tag 0 gewonnen (Abb. 3). Tag 0 beschreibt bei den akut erkrankten
Patienten (FLUTDunkompiiziet, FLUTDkompliziet, DMiompiiziet) den Tag der Erstvorstellung im
Behandlungsfall. Bei den chronisch erkrankten Katzen der Gruppe DMunkompiiziert Stellt der Tag 0
den Tag dar, an dem im Untersuchungszeitraum die erste Serumprobe gewonnen werden
konnte. Bei diesen Katzen wurde die Diagnose DM vor Tag 0 gestellt und sie standen bereits
unter Insulin-Therapie.

Zur Erforschung der Bedeutung beziglich Monitoring bei an FLUTD und an DM erkrankten
Katzen wurden APP-Konzentrationen von mindestens 2 verschiedenen Tagen gemessen (Abb.
3). Die Blutentnahmen erfolgten nach Ermessen des behandelten Tierarztes. Daher sind die
Zeitpunkte der Probengewinnung bis auf Tag O fir jede Katze verschieden (z.B. Tag 1 =1 Tag
nach Erstvorstellung, ..., Tag n = n Tage nach Erstvorstellung). Der zeitliche Abstand zwischen
2 Abnahmen durfte bei akuten Erkrankungen (FLUTDunkompiiziert, FLUTDxompiiziert; DMiompiiziert)
maximal 14 Tage betragen. Bei chronischen Erkrankungen (DMunkompliziet, DMkompiiziet NACh er-
folgreicher Behandlung der DK oder DKA) durften mehrwdchige Abstande zwischen Kontroll-
untersuchungen vorliegen.

Die APP-Konzentrationen der gesunden Katzen wurden als Einzelmessungen erhoben.
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Bedeutung der APPs als Biomarker

I N
[ Diagnostik ] [ Monitoring

V.
4 N\

Tag 0, Tag 1,

Tag 0 ] Probenentnahme ag > fag

Tag 2, ...,Tagn

( )
gesund, Gruppen FLUTD. DM
FLUTD, DM ’

- J

Abb. 3: Design der klinischen Studie. Zur Untersuchung der Bedeutung der Akute-Phase-Proteine hinsichtlich
Diagnostik von FLUTD und DM wurden Seren am Tag 0 entnommen. Die Konzentrationen wurden mit
Konzentrationen aus Einzelmessungen von 27 gesunden Katzen verglichen. Zur Untersuchung der Bedeutung hin-
sichtlich Monitoring von FLUTD und DM wurden Verlaufsmessungen von mindestens 2 verschiedenen Tagen (Tag
0, Tag 1, ..., Tag n) durchgefiihrt.

(APP, Akute-Phase-Proteine; DM, Diabetes mellitus; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease)

4.3.3 Dokumentierte Parameter

Fur die gesunden und erkrankten Katzen wurden Signalement (Alter, Geschlecht, Rasse) und

die fur die Einschlusskriterien notwendigen Parameter erfasst. Fir die erkrankten Katzen

wurden zusatzlich folgende Parameter erhoben:

- Diagnostizierte Vorerkrankungen
Es wurde dokumentiert, ob zum Zeitpunkt der Erstvorstellung bereits akute oder chronische
Vorerkrankungen diagnostiziert waren. Akute Erkrankungen schlossen Krankheiten der
letzten 14 Tage ein.

- Weitere Primér- und/oder Sekundérerkrankungen
Weiterhin wurde erfasst, ob nach Erstvorstellung weitere Erkrankungen im Untersuchungs-
zeitraum diagnostiziert wurden. Diese konnten unabhangig von der bereits festgestellten
Erkrankung sein (weitere primare Erkrankung) oder als Komplikation auftreten (sekundare
Erkrankung).

- Dauer des stationdren Aufenthaltes

- Anzahl der gemessenen Proben

- Zeitpunkte der Probenentnahme
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4.3.4 Assays

4341 AGP

Die AGP-Konzentration wurde mit einem zurzeit nicht mehr kommerziell erhaltlichen radialen
Immundiffusionstest (,PHASE® Feline a1 Acid Glycoprotein SRID, Tridelta Development
Limited, Maynooth, Irland) gemessen. Das Messprinzip, welches auf der Formation eines Pra-
zipitationsringes beruht, wurde bereits im Kapitel 2.1.4 beschrieben. Da bisher noch keine vom
Hersteller unabhangigen Daten zur Prazision des Tests verdffentlicht wurden, wurden zunachst
Intra- und Inter-Assay-CVs flr 2 Proben bestimmt. Fir die Bestimmung des Intra-Assay-CVs
wurden 3 Messungen derselben Probe auf einer Platte, fir die des Inter-Assay-CVs wurde je 1
Messung auf 4 verschiedenen Platten durchgefuhrt. Fur die erste Probe mit einer mittleren AGP-
Konzentration von 251 pg/ml wurden ein Intra-Assay-CV von 12,4% und ein Inter-Assay-CV von
16,2% ermittelt. Fur die 2. Probe mit einer mittleren AGP-Konzentration von 811 ug/ml wurden
ein Intra-Assay-CV von 13,8% und ein Inter-Assay-CV von 8,5% nachgewiesen. Der hohe Wert
des Intra-Assay-CVs der ersten Probe kann durch die Ablesung der Werte auf einer semi-
logarithmischen Skala erklart werden. Die restlichen Werte zur Prazision sind ausreichend. Da
die mittlere AGP-Konzentration der ersten Probe innerhalb der Wertebereiche liegt, welche in
anderen Studien bei gesunden Katzen ermittelt wurden (Anhang 1), wurde der Intra-Assay-CV
der ersten Probe fur die klinische Studie ebenfalls als akzeptabel bewertet.

Die 2 Standardlésungen enthielten eine AGP-Konzentration von 500 bzw. 2000 ug/ml. Der
Messbereich reichte laut Hersteller von 100 — 3000 pg/ml. Die Durchfihrung der Messung
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Je 5 pl der Standardlésungen und der zu messenden
Seren wurden in die ausgestanzte Mitten der Agar-Gel-Platte pipettiert. AnschlieRend wurden
die Platten Gber 24 - 48 Stunden in einer Box bei Raumtemperatur und hoher Luftfeuchte
inkubiert. Die Durchmesser der Prazipitationsringe wurden auf 0,1 mm genau mithilfe eines vom
Hersteller bereitgestellten Mal3stabs von 2 Personen unabhangig voneinander gemessen und
die Mittelwerte bestimmt. Die Standardkurve wurde auf einer semi-logarithmischen Skala
aufgetragen und die Konzentrationen der gemessenen Seren wurden in pg/ml abgelesen.

Alle Messungen von insgesamt 100 Seren wurden in dem gleichen Labor (Labor B) von
derselben Person durchgefihrt. Proben mit einer AGP-Konzentration > 2000 pug/ml wurden 1:1
mit destilliertem Wasser verdinnt und die Konzentration unter Berlcksichtigung des
Verdunnungsfaktors bestimmt. AGP-Konzentrationen von < 100 pyg/ml wurden zur statistischen

Auswertung auf eine Konzentration von 50 ug/ml festgelegt.
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4.3.4.2 SAA

Zur Messung der SAA-Konzentration wurde ein kommerziell erhaltlicher, multispezies-
spezifischer Sandwich-ELISA (,PHASE® RANGE Multispecies SAA ELISA, Tridelta
Development Limited, Maynooth, Irland) verwendet. Das Messprinzip wurde bereits im Kapitel
2.1.4 erlautert. Als Chromogen wurde TMB verwendet. Die Detektionsantikorper sind mit HRP
konjugiert. Die Prazision des Assays wurde unabhangig vom Hersteller in einer aktuellen Studie
mit guten Ergebnissen ermittelt (Paltrinieri et al., 2015).

Die 6 Standardldsungen enthalten folgende SAA-Konzentrationen: 0; 6,25; 12,5; 25; 50 und 100
ng/ml. Die Proben wurden 1:500 verdinnt. Der Messbereich reicht laut Hersteller von 3,1 — 50
pg/ml. Standards und Proben wurden in Duplikaten gemessen. Die Messungen erfolgten falls
nicht anders beschrieben bei Raumtemperatur (20 — 25°C) und wurden nach Angaben des
Herstellers durchgeflhrt.

Zunachst wurden je 50 ul der Anti-SAA/HRP-L6sung in die Wells pipettiert. Im Anschluss
wurden je 50 pl der Standard- und Probenlésungen dazugegeben und tber 1 Stunde bei 37°C
inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamburg). Nach 4-maligem manuellem
Waschen wurden je 100 yl TMB hinzugefugt und tber 15 Minuten inkubiert. Anschliel3end
wurden je 100 ul der Stoppldsung in die Wells pipettiert und die Platte geschwenkt. Die OD
wurden bei 450 nm (Referenzwellenlange: 650 nm) gemessen (Labor A: EMax Plus Microplate
Absorbance Reader, Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, USA; Labor B: iMark Microplate
Absorbance Reader, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA). Der aus den Doppel-
messungen berechnete Mittelwert der OD wurde ermittelt. Die Standardkurve wurde Uber eine
4-Parameter-logistische Regression auf einer linearen Skala erstellt (Labor A: SoftMax Pro
Software, Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, USA; Labor B: Microplate Manager 6, Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, USA). Die SAA-Konzentrationen der Proben in ug/ml wurden durch
Multiplizieren mit dem Verdinnungsfaktor berechnet.

Die insgesamt 100 gemessenen Proben wurden alle von derselben Person in 2 verschiedenen
Labors durchgefuhrt (n = 37 Messungen in Labor A, n = 64 Messungen in Labor B). Bei einer
SAA-Konzentration > 50 ug/ml wurden die Seren 1:1000 verdinnt und die Konzentration unter
Berlcksichtigung dieses Verdunnungsfaktors bestimmt. Bei einer SAA-Konzentration > 100
pg/ml wurde auf eine weitere Messung mit einer starkeren Verdinnung aufgrund des bendétigten
Volumens bei einem begrenzten Gesamtvolumen der einzelnen Proben verzichtet. Daher
wurden fur die statistischen Auswertungen zur Vermeidung von falsch positiven Aussagen SAA-

Konzentrationen > 100 pyg/ml auf 100 pyg/ml festgesetzt.
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4.3.4.3 Haptoglobin

Die Hp-Konzentration wurde mit dem in der ersten Studie validierten Sandwich-ELISA (TECO
Feline & Canine Haptoglobin ELISA, TECOmedical Group, Sissach, Schweiz) gemessen. Fir
Angaben zur Durchfuhrung siehe Kapitel 4.2.1. Die insgesamt 100 Proben wurden alle von
derselben Person in 2 verschiedenen Labors gemessen (n = 37 Messungen in Labor A, n = 64
Messungen in Labor B). Hp-Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze wurden zur

statistischen Auswertung auf eine Konzentration von 0,1 mg/ml festgelegt.

4.3.5 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden mithilfe von Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation,
Redmond, USA) erfasst. Die statistische Auswertung erfolgte mit IBM SPSS Statistics 20 (IBM,
Armonk, USA) und MedCalc Statistical Software Version 15.2.2 (MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgien). Das Signifikanzniveau wurde auf a < 0,05 festgesetzt. Als sehr signifikant
wurden p-Werte < 0,01, als hoch signifikant p-Werte < 0,001 bewertet. Alle Daten wurden mit
dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung tberpriift. Bei nicht normalverteilten Daten wurden
nichtparametrische Tests angewendet. Die Daten der einzelnen Gruppen wurden zunachst
deskriptiv ausgewertet. Folgende Parameter wurden hierfir ermittelt: Median, Mittelwert, SD,
Minimum und Maximum. Fir AGP und SAA wurden die Parameter auf 1 Dezimalstelle genau,
fur Hp auf 2 Dezimalstellen genau angegeben. Die Daten wurden graphisch mit Box-Whisker-
Plots ausgewertet. Die Geschlechterverteilung (ohne Einbeziehung des Kastrationsstatus)
zwischen den Gruppen (gesund, FLUTDunkompiizierty, FLUTDkompiiziet bzw. gesund, DMunkompiiziert,
DMompiiziet) Wurde mithilfe des Chi?-Tests untersucht. Zur Uberpriifung auf signifikante Alters-
unterschiede zwischen den Gruppen wurden Kruskal-Wallis-Tests verwendet.

Die Etablierung der Referenzintervalle fir AGP, SAA und Hp erfolgte nach den Leitlinien der
»<American Society of Veterinary Clinical Pathology* (ASVCP; Friedrichs et al., 2012). Die Daten
wurden graphisch durch Histogramme ausgewertet. Ausrei3er wurden mithilfe des Tests nach
Reed (Reed et al.,, 1971) identifiziert. Fir AGP und SAA wurde je ein 95%iges einseitiges
Referenzintervall, fir Hp ein 95%iges zweiseitiges Referenzintervall berechnet. Bei nicht
normalverteilten Daten wurde die robuste Methode nach CLSI C28-A3 (Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), 2008) angewendet. 90%ige Cl wurden durch Bootstrapping erstellt.
Etwaige Konzentrationsunterschiede zwischen weiblichen und mannlichen Tieren wurden mit-
hilfe des Mann-Whitney-U-Tests bestimmt.

Zur Untersuchung der diagnostischen Bedeutung der APPs wurden die Konzentrationen der
erkrankten Katzen am Tag 0 mit den Daten der gesunden Katzen und untereinander verglichen.
Bei nicht normalverteilten metrischen Daten von unabhangigen Stichproben zwischen den 3
Gruppen (gesund, FLUTDunkompiiziert, FLUT Dkompiiziert bzZW. gesund, DMunkompiiziert, DMkompiiziert) Wurde

der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Bei einem signifikanten Unterschied wurden paarweise
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Vergleiche mit dem Post-Hoc-Test nach Dunn-Bonferroni durchgefiihrt und anhand der ange-
passten Signifikanz bewertet.
Zur Evaluierung der diagnostischen Gute von AGP, SAA und Hp zur Detektion von Katzen der
jeweils komplizierten Gruppe wurden Sensitivitat (SE) und Spezifitat (SP) berechnet. Da SE und
SP abhangig von der Gruppengrdlie sind, wurde zusatzlich je ein 95%iger Cl angegeben. Die
richtig positiven bzw. negativen und die falsch positiven bzw. negativen Falle wurden wie folgt
definiert:
Richtig positiv (RP) = Erkrankte Katze der komplizierten Gruppe mit einer jeweiligen APP-
Konzentration oberhalb der oberen Referenzlimits
Richtig negativ (RN) = Erkrankte Katze der unkomplizierten Gruppe mit einer jeweiligen
APP-Konzentration im Referenzintervall
Falsch positiv (FP) = Erkrankte Katze der unkomplizierten Gruppe mit einer jeweiligen
APP-Konzentration oberhalb des oberen Referenzlimits
Falsch negativ (FN) = Erkrankte Katze der komplizierten Gruppe mit einer jeweiligen APP-
Konzentration im Referenzintervall

SE und SP wurden nach folgenden Formeln berechnet:

RP RN

SE=——; SP = .
RP+FN RN+FP

Weiterhin wurden die Korrelationen der APPs bei den erkrankten Katzen am Tag der Erst-
vorstellung berechnet und durch Streudiagramme dargestellt. Bei nicht normalverteilten Daten
wurde der Spearman Rangkorrelationskoeffizient rs ermittelt. Die Interpretation der rs-Werte
kann der Tabelle (Tab. 1) entnommen werden. SAA-Konzentrationen > 100 ug/ml, welche fur
die statistischen Auswertungen auf 100 pg/ml gesetzt wurden, wurden fir die Korrelations-
berechnung ausgeschlossen, um falsch niedrige Korrelation zu vermeiden.

Zur Untersuchung der Bedeutung beztiglich Monitoring wurden die Konzentrationsverlaufe Gber
die Zeit bei den an FLUTD und DM erkrankten Katzen zunachst graphisch ausgewertet und
unter Einbeziehung der dokumentierten Parameter beschrieben. Bei den akut erkrankten
Katzen (FLUTDunkompiiziet, FLUTDkompiiziet, DMiompiiziert) Wurde weiterhin untersucht, welchen
Einfluss der Tag der Probenentnahme und die Gruppe auf den APP-Konzentrationsverlauf
haben. Wegen der Heterogenitat der Zeitpunkte der Probenentnahmen und der verbundenen
Stichproben wurden hierflr verallgemeinerte lineare Modelle angewendet, wobei die Gruppe
und der Tag der Probenentnahme die unabhangigen Variablen und die Konzentrationsdifferenz
zum Tag O die abhangige Variable darstellten. Zur Beurteilung der Modellgute wurde das
Kriterium der angepassten Quasi-Likelihood bei Unabhangigkeit (QICC) herangezogen. Die
Gruppe DMunkompiiziet Wurde von dieser Untersuchung aufgrund der grof3en zeitlichen Abstande

zwischen den einzelnen Probenentnahmen ausgeschlossen.
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5 ERGEBNISSE
5.1 Validierungsstudie des Haptoglobin-ELISAs

5.1.1 Analytische Validierung

Fur die Intra- und Inter-Assay-CVs der 3 felinen Serumproben, die im ELISA gemessen wurden,
wurden Werte von 2,5% bis 4,7% bzw. 7,1% bis 11,6% nachgewiesen. Die jeweiligen CVrotal
(7,5%, 11,1% und 12,2%) waren niedriger als der CVwuin von 12,75%. Jedoch war bei 2 Seren
der ermittelte CVrota hOher als CVpes von 8,5% (Tab. 4). Die Ergebnisse der Verdiinnungsstudie
lagen in einem Bereich von 108,1% bis 118,4% mit einem Mittelwert von 112,9% (Tab. 5). Die
Resultate der Spike-Studie erreichten Werte von 90,8% bis 94,0% mit einem Mittelwert von
91,8% (Tab. 6). Alle Wiederherstellungsraten lagen in dem zuvor festgelegten Zielbereich von
80% bis 120%. Fur das DL wurde ein Wert von 0,19 mg/ml ermittelt.

Die Wiederholbarkeit-Tests nach Bland und Altman ergaben akzeptable Ergebnisse fiir die
Messungen im ELISA (Abb. 4). Im spektrophotometrischen Assay lagen 4 Proben, d.h. mehr
als 5% der 39 Messungen, aulerhalb der Grenzen des Mittelwertes der Differenz £ 1,96 x SD
des Mittelwertes der Differenz. Die 4 Ausreil3er gehdrten zu insgesamt 14 Proben mit einer Hp-
Konzentration von > 2,5 mg/ml, welche zur Messung im spektrophotometrischen Assay manuell
1:5 verdinnt wurden. Die Konzentrationen der verdinnten Seren und damit auch die
Differenzen zwischen den 2 Messungen einer Probe wurden riickgerechnet durch Multiplikation
mit dem Verdinnungsfaktor (d.h. mit 5). Durch Darstellung der Messungen ohne Rickrechnung
der verdliinnten Seren wurden die Kriterien fiir eine akzeptable Wiederholbarkeit im spektro-

photometrischen Assay erfullt (Anhang IlI).

Tab. 4: Intra- und Inter-Assay-Variationskoeffizienten und gesamter Variationskoeffizient (CVrota)) fiir
Haptoglobin-Konzentrationen von 3 felinen Serumproben gemessen im ELISA.
(CV, Variationskoeffizient; Hp, Haptoglobin; n, Anzahl der Wiederholungsmessungen; SD, Standardabweichung)

Mittelwert der Hp- Intra-Assay Inter-Assay* CVTotal

Konzentration (%)**
o, 0,

(mg/ml) n SD (mg/ml) | CV (%) n SD (mg/ml) | CV (%)

1,80 20 0,07 3,8 8 0,22 11,6 12,2

3,25 10 0,08 25 8 0,23 7,1 7,5

3,28 10 0,16 47 8 0,31 10,0 11,1

* Zur Bestimmung des Inter-Assay-CVs wurden 3 feline Serumproben in Duplikaten in 4 verschiedenen Messdurch-
gangen an 4 verschiedenen Tagen gemessen.
** CV7otal Wurde als Summe des Intra- und des Inter-Assay-CVs bestimmt (fur Formel siehe 4.2.5).
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Tab. 5: Wiederherstellungsrate von Haptoglobin nach serieller Verdiinnung von 4 felinen Serumproben,
welche im ELISA gemessen wurden.
(Hp, Haptoglobin)

Verdiinnung* | Hp (mg/ml) Wiederherstellungsrate (%)**
Probe 1 1:1 5,52 100
1:2 3,17 114,9
1:4 1,61 116,7
Probe 2 1:1 6,11 100
1:2 3,37 110,3
1:4 1,74 113,9
Probe 3 1:1 6,52 100
1:2 3,65 112,0
1:4 1,93 118,4
Probe 4 11 6,68 100
1:2 3,61 108,1
1:4 1,82 109,0

* Da die Proben im ELISA vorverdiinnt werden miissen, wurde die 1:5000 Verdinnung zur Bestimmung der initialen
Konzentration verwendet. Die Verdiinnungsstufen 1:10000 und 1:20000 entsprachen daher dem 1:2 bzw. dem 1:4
Verdinnungsverhaltnis.

** Wiederherstellungsrate (%) = (

gemessene Hp Konzentration (mg/ml) X Verdinnungsfaktor

)xloo

initiale Hp Konzentration (mg/ml)

Tab. 6: Wiederfindungsrate von Haptoglobin nach Aufstockung von 4 felinen Serumproben mit einer Spike-
Lésung, welche im ELISA gemessen wurden.
(Hp, Haptoglobin)

Hp (mg/ml) Wiederfindungsrate (%)**
reine Probe aufgestockte Probe*
Probe 1 3,14 6,37 90,9
Probe 2 3,37 6,55 90,8
Probe 3 3,61 6,83 91,6
Probe 4 3,65 7,04 94,0

* Hp auf gestockte Probe (mg/ml) = Hp reine Probe (mg/ml) + Spike Losung (3,84 mg/ml)

Hp aufgestockte Probe (mg/ml)
Hp reine Probe (mg/ml)+ Spike Lésung (3,84 mg/ml)

** Wiederfindungsrate (%) = ( ) %X 100
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Abb. 4: Wiederholbarkeit nach Bland und Altman fiir 39 feline Serumproben gemessen als Duplikate im ELISA
(A) und im spektrophotometrischen Assay (B). Die durchgehende schwarze Linie stellt den Mittelwert der
Differenzen zwischen den Doppelmessungen derselben Probe, die 2 gestrichelten Linien stellen den Mittelwert der
Differenzen + 1,96 x Standardabweichung (SD) des Mittelwertes der Differenz dar.

(A) Der Mittelwert der Differenzen zwischen den Doppelmessungen im ELISA war 0,02 mg/ml mit einem 95%
Konfidenzintervall (95% CI) von -0,02 — 0,06 mg/ml. SD war 0,12 mg/ml, die obere bzw. untere Grenze betrug 0,26
mg/ml resp. -0,22 mg/ml (95% CI 0,20 - 0,33 mg/ml bzw. -0,29 bis -0,15 mg/ml). Zwei Proben (d.h. 5% von 39
Serumproben) lagen aulBerhalb der unteren Grenze. Der ELISA wies eine akzeptable Wiederholbarkeit auf.

(B) Der Mittelwert der Differenzen zwischen den Doppelmessungen im spektrophotometrischen Assay war 0,09
mg/ml mit einem 95% CI von -0,13 - 0,31 mg/ml. SD war 0,69 mg/ml, die obere bzw. untere Grenze betrug 1,44
mg/ml resp. -1,26 mg/ml (95% CI 1,06 — 1,82 mg/ml bzw. -1,65 bis -0,88 mg/ml). Die ,,0“-Symbole repréasentieren
Proben (n = 25), die nicht verdiinnt wurden, wohingegen die ,®“-Symbole Proben (n = 14) reprédsentieren, welche
manuell 1:5 verdiinnt wurden. Vier Proben lagen infolge der Rlickrechnung durch Multiplikation mit dem
Verdiinnungsfaktor —aullerhalb der oberen und unteren Grenze. Akzeptable Wiederholbarkeit des
spektrophotometrischen Assays wurde erreicht, wenn keine Riickrechnung durchgefiihrt wurde (Anhang Il).

(Cl, Konfidenzintervall; Hp, Haptoglobin; n, Anzahl; SD, Standardabweichung)
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5.1.2 Methodenvergleich

Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient rs des Methodenvergleichs betrug 0,95 (p < 0,0001).
Dies spiegelt eine sehr starke Korrelation zwischen dem ELISA und dem spektrophoto-
metrischen Assay wider. Die Passing-Bablok-Regression (Abb. 5) ergab einen proportionalen
Fehler mit einer Steigung von 0,60 (95% CI 0,50 - 0,70). Ein konstanter Fehler konnte nicht
nachgewiesen werden (Achsenabschnitt von 0,00 mg/ml; 95% CI -0,17 - 0,20 mg/ml). Fir
Proben, die flir die Messung im spektrophotometrischen Assay nicht verdinnt wurden (n = 25),
wurde ein kleiner proportionaler Fehler, jedoch wiederum kein konstanter Fehler festgestellt.
Die Steigung betrug hierfur 0,74 (95% CI 0,62 - 0,88), der Achsenabschnitt war -0,14 mg/ml
(95% CI -0,34 - 0,00 mg/ml). Wegen der geringen Anzahl von unverdinnten Proben im
spektrophotometrischen Assay (n = 14) wurde keine Regressionsanalyse fir diese Untergruppe
durchgeflihrt, aber scheinbar existierte hier ebenfalls ein proportionaler Fehler zwischen beiden
Methoden. Der CUSUM-Test ergab keine signifikante Abweichung von der Linearitat fur alle
Proben und fiir die Untergruppe der unverdinnten Seren im spektrophotometrischen Assay (p
=0,77 bzw. p = 0,82).

ELISA (Hp mg/ml)
o
|

6 .

4 — . . [
. o o

2 - e
] 0 2298

0 T - T T T I T T T T I T T T T I
0 5 10 15

Spektrophotometrischer Assay (Hp mg/mil)

Abb. 5: Passing-Bablok-Regressionsanalyse fiir Haptoglobin-Konzentrationen von 39 felinen Seren, welche
im ELISA und im spektrophotometrischen Assay gemessen wurden. Die durchgehende schwarze Linie stellt die
Regressionslinie mit folgender Gleichung dar: Haptoglobin ELISA (mg/ml) = 0,00 mg/ml + Haptoglobin spektro-
photometrischer Assay (mg/ml) x 0,60. Die 2 gestrichelten Linien markieren die Konfidenzbereiche der Regressions-
linie (95% CI fiir Achsenabschnitt -0,17 — 0,20 mg/ml und fiir Steigung 0,50 - 0,70). Die diinne graue Linie reprédsen-
tiert die Gleichheitslinie (y = x). Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient rs betrug 0,95 (p < 0,0001). Die ,e*
Symbole stellen Serumproben (n = 14) dar, welche fiir die Messung im spektrophotometrischen Assay aufgrund einer
Haptoglobin-Konzentration > 2,5 mg/ml verdiinnt werden mussten.

(Cl, Konfidenzintervall; Hp, Haptoglobin; n, Anzahl)
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Das modifizierte Bland-Altman-Diagramm (Abb. 6) ergab einen Mittelwert der Differenzen der
Hp-Konzentrationen, welche in beiden Methoden bestimmt wurden, von 1,13 mg/ml oder 51,0%
(95% CI 0,69 - 1,57 mg/ml oder 40,5 - 61,5%). 95% der gemessenen Proben lagen innerhalb
der beiden Ubereinstimmungsgrenzen (obere Grenze: 3,77 mg/ml oder 114,2%; untere Grenze:
-1,51 mg/ml oder -12,2%). Dies spiegelt eine gute statistische Ubereinstimmung zwischen
beiden Methoden wider. Die obere Ubereinstimmungrenze lag auerhalb des Bereichs, welcher
sowohl von den Grenzen des erwunschten Gesamtfehlers (TEpes = + 20,63%) als auch von
denen des minimal akzeptierbaren Fehlers (TEwmin = £ 30,94%) umschlossen wird. Fur den Bias
wurde ein Wert von -38,9% berechnet. Dessen absoluter Betrag erflllte nicht die Performance-
Ziele des erwunschten Bias (Biaspes = 6,6%) oder des minimal akzeptierbaren Bias (Biaswmin =
9,9%). Dementsprechend konnte eine klinische Ubereinstimmung des ELISAs mit dem spektro-
photometrischen Assay nicht nachgewiesen werden. Das negative Vorzeichen des Bias ver-
deutlicht, dass die im ELISA gemessenen Konzentrationen niedriger waren als die im spektro-

photometrischen Assay ermittelten.
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Abb. 6: Bland-Altman-Diagramm fiir Haptoglobin-Konzentrationen von 39 felinen Seren, welche im ELISA
und im spektrophotometrischen Assay gemessen wurden. Die durchgehende schwarze Linie stellt den Mittelwert
der Differenzen zwischen Messungen mit beiden Methoden dar (1,13 mg/ml oder 51%, 95% CI 0,69 — 1,57 mg/ml
oder 40,5 - 61,5%). Die 2 gestrichelten Linien représentieren die Ubereinstimmungsgrenzen, d.h. den Mittelwert der
Differenzen + 1,96 x Standardabweichung (SD) des Mittelwertes der Differenz: obere Grenze 3,77 mg/ml oder
114,2% (95% CI 3,02 — 4,53 mg/ml oder 96,2 — 132,3%), und untere Grenze -1,51 mg/ml oder -12,2% (95% CI -2,27
bis -0,76 mg/ml oder -30,3 - 5,8%). Die 2 diinnen gepunkteten Linien stellen die Limits fiir den erwiinschten Gesamt-
fehler dar (TEpes = + 20,63%). Die ,®“-Symbole reprédsentieren Proben (n = 14), welche fiir die Messung im spektro-
photometrischen Assay aufgrund einer Haptoglobin-Konzentration > 2,5 mg/ml verdiinnt werden mussten.

(Cl, Konfidenzintervall; Hp, Haptoglobin; n, Anzahl; SD, Standardabweichung; TEpes, Desirable Total Error)
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5.1.3 Overlap Performance

Die Mediane der Hp-Konzentrationen der 3 Gruppen waren: gesunde Katzen, 0,38 mg/mi
(Konzentrationsspanne: 0 — 2,57 mg/ml); erkrankte Katzen ohne systemische Entziindung, 1,10
mg/ml (0 - 2,71 mg/l); Katzen mit systemischer Entzindung, 5,67 mg/ml (3,28 - 8,03 mg/ml).
Die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests ergaben einen signifikanten Konzentrations-
unterschied zwischen den 3 Gruppen (p < 0,0001). Im Post-Hoc-Test nach Dunn-Bonferroni
konnte nachgewiesen werden, dass die Hp-Konzentrationen bei den Katzen mit systemischer
Entziindung signifikant hdher waren als die der anderen beiden Gruppen (p < 0,005). Es gab
keinen signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen den gesunden Katzen und den

erkrankten Katzen ohne systemische Entziindung (p = 0,89).
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Abb. 7: Darstellung der Overlap Performance des ELISAs zur Messung der Haptoglobin-Konzentrationen aus
Seren gesunder (n = 27) und erkrankter Katzen ohne (n = 12) und mit systemischer Entziindung (n = 8).
Erkrankte Katzen ohne systemische Entziindung umfassten Katzen mit einem diagnostizieren und gut eingestellten
Diabetes mellitus (n = 3) und Katzen mit einer unteren Harnwegserkrankung (n = 9). Als Katzen mit einer
systemischen Entziindung wurden stationar betreute Patienten klassifiziert, welche an diabetischer Ketoazidose (n
= 5), an Pankreatitis (n = 2) und an hochgradiger diabetischer Ketose (n = 1) erkrankt waren. Die horizontalen Linien
stellen die Mediane der Haptoglobin-Konzentrationen der einzelnen Gruppen dar.
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5.2 Klinische Studie
5.2.1 Katzen

5.2.1.1 Gesunde Katzen

Das mediane Alter der 27 gesunden Katzen betrug 5 Jahre (Altersspanne: 6 Monate bis 12
Jahre, Anhang 1V). Das Geschlechterverhaltnis war nahezu ausgeglichen (weiblich kastriert, n
= 12; weiblich intakt, n = 1; mannlich kastriert, n = 13; mannlich intakt, n = 1). Folgende Rassen
waren vertreten: Europaisch Kurzhaar (EKH, n = 19), Britisch Kurzhaar (BKH, n = 2), Maine-
Coon (n = 2) und Maine-Coon-Mix (n = 2), Perser und Ragdoll (n = je 1). Die Katzen wurden zur
Blutspende (n = 23), zum Gesundheitscheck (n = 2), zur Impfung sowie zur Kastration vor-

gestellt jen=1).

5.2.1.2 Obstruktive FLUTD

Die 16 an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen waren im Durchschnitt 7 Jahre alt (Alters-
spanne: 3 bis 11 Jahre, Anhang 1V). Alle Patienten waren mannlich kastriert. Folgende Rassen
waren vertreten: EKH (n = 8), Perser (n = 2), Norwegische Waldkatze (n = 2), BKH, Karthauser,
Karthauser-Mix und Maine-Coon (n = je 1). Es gab keinen signifikanten Altersunterschied zur
Gruppe der gesunden Katzen (p = 0,09). Jedoch war die Geschlechterverteilung zu den gesun-
den Katzen signifikant verschieden (Likelihood-Quotient-Chi?= 15,3; p < 0,0001; Anhang V). Bei
je 7 Katzen konnte ein Harnpfropfen bzw. ein Harnstein als Obstruktionsursache identifiziert
werden. Bei 2 Katzen konnte kein intraluminal gelegenes Material nachgewiesen werden.

In die Gruppe FLUT Dunkompiiziert Wurden 7 Katzen eingeschlossen (Anhang VI). Diese Patienten
blieben im Median 5 Tage stationar und zeigten unter der Therapie eine rasche klinische
Besserung. Bei 4 der 7 Katzen wurde eine perineale Urethrostomie durchgefihrt. In folgenden
Kontrolluntersuchungen zeigten die Katzen ein ungestortes Allgemeinbefinden sowie einen
physiologischen Harnabsatz. Neun Katzen wurden als FLUTDxompiziert klassifiziert (Anhang VI).
Sie entwickelten unter der Therapie der obstruktiven FLUTD Komplikationen und/oder es
wurden weitere primare Erkrankungen diagnostiziert. Zwei der 9 Katzen verstarben wahrend
der stationaren Betreuung. Bei den verbliebenen 7 Katzen wurde eine perineale Urethrostomie
durchgefuhrt. Die Mehrheit der Katzen entwickelte eine mittel- bis hochgradige Anamie wahrend
der stationaren Betreuung, welche nicht nur durch den operativ bedingten Blutverlust, sondern
auch durch die Entziindung verursacht wurde. Sie konnten im Median nach 10 Tagen aus der
Klinik entlassen werden. Finf Katzen wurden nach Entlassung innerhalb von 3 Tagen erneut
vorgestellt wegen Inappetenz und/oder Harnabsatzbeschwerden. Von diesen 5 Katzen wurden

4 stationar aufgenommen.
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5.2.1.3 Feliner Diabetes mellitus

Die 10 an Diabetes mellitus erkrankten Katzen waren im Durchschnitt 11 Jahre alt (Alters-
spanne: 6 bis 16 Jahre, Anhang 1V). Funf Patienten waren mannlich kastriert, 4 waren weiblich
kastriert und eine Katze war weiblich intakt. Drei verschiedene Rassen waren vertreten: EKH (n
= 8), BKH und Perser (n = je 1). Die Katzen der Gruppe DMxompiiziert Waren signifikant alter als
die gesunden Katzen (p = 0,006). Das Geschlechterverhaltnis der beiden Gruppen mit
ausschlie8lich mannlichen Tieren in Gruppe DMynkompiiziet UNd 5 weiblichen Tieren in Gruppe
DMiompiizier War im Vergleich mit den gesunden Katzen signifikant verschieden (Likelihood-
Quotient-Chi? = 8,5; p = 0,015; Anhang V).

In die Gruppe DMunkompiziet Wurden 4 Katzen eingeschlossen (Anhang VI). Sie wurden fur
Glukose-Tagesprofile oder fiir Kontrolluntersuchungen ambulant vorstellig. Alle 4 Patienten
hatten mindestens eine weitere Vorerkrankung. Bei einer Katze wurde unter Insulin-Therapie
eine Normoglykamie festgestellt. Diese Katze verstarb jedoch aufgrund einer ungeklarten
akuten Erkrankung Zuhause. Bei den anderen 3 Patienten wurden trotz eines guten Allgemein-
befindens erhdhte Glukose- und Fruktosamin-Konzentrationen nachgewiesen. Bei diesen
Katzen wurde in mindestens einer Kontrolle eine DK mit 3-HB-Konzentrationen von < 2,4 mmol/|
festgestellt. Zwei dieser 3 Katzen waren vor 10 — 14 Tagen an einer DKA erkrankt und bereits
erfolgreich behandelt. Aus der stationaren Zeit konnten jedoch keine Serumreste zur APP-
Messung gesammelt werden.

Sechs Katzen wurden als DMompiziert Klassifiziert (Anhang VI). Bei 5 Katzen wurde eine DKA
und bei 1 Katze eine hochgradige DK mit einer 3-HB-Konzentration von 5,8 mmol/l diagnosti-
ziert. Bei allen Katzen wurden weitere Primar- und/oder Sekundarerkrankungen nachgewiesen,
wobei Anamien und Hepatopathien am haufigsten festgestellt wurden. Drei Katzen wurden auf
Wunsch des Besitzers hin euthanasiert. Die verbliebenen 3 Katzen wurden im Median 8 Tage
stationar betreut und wurden nach Entlassung weiterhin vorstellig fir Glukose-Tagesprofile und
Kontrolluntersuchungen. Katze 24 (Anhang VII) stellte hinsichtlich der Zeitpunkte der Proben-
entnahmen eine Ausnahme dar, da die Katze am Tag 0 zum Glukose-Tagesprofil vorstellig
wurde und am Tag 292 eine hochgradige DK diagnostiziert wurde. Da sich die Besitzer aus
finanziellen Grinden fur eine Euthanasie entschieden, wurde auf weitere Diagnostik (inkl.
venoOser Blutgasanalyse) verzichtet. Zur Datenanalyse wurden die APP-Konzentrationen am

Tag 292 fur die Auswertungen der diagnostischen Bedeutung verwendet.
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5.2.2 Referenzintervalle

Die Konzentrationen fur AGP, SAA und Hp der gesunden Katzen waren nicht normalverteilt (p
<0,03). Es wurden keine Ausreif’er im Test nach Reed identifiziert. Der obere Referenzwert des
95%igen einseitigen Referenzbereiches fur AGP betrug 380,2 pg/ml (90% CI 308,4 — 433,3
pg/ml) und fir SAA 8,3 ug/ml (90% CI 2,8 — 11,3 pg/ml). Fur Hp betrug das obere Referenzlimit
des 95%igen zweiseitigen Referenzbereichs 2,05 mg/ml (Tab. 7). Da bei 12 der 27 Tiere eine
Hp-Konzentration unterhalb der unteren Nachweisgrenze nachgewiesen wurde, konnte kein
unteres Referenzlimit berechnet werden. Aufgrund der geringen Konzentrationsspanne, der
Verteilung der Konzentrationen und der geringen Anzahl an Katzen war ebenfalls kein CI fur Hp
durch Bootstrapping errechenbar.

Die Haufigkeitsverteilung der APP-Konzentrationen ist in Histogrammen (Abb. 8 A, B und C)
dargestellt. Fur alle 3 APPs ist im Histogramm eine Linksverschiebung mit einem grof3en linken
Balken erkennbar. Die Mehrheit der Katzen hatte eine SAA-Konzentration von < 4 ug/ml. Die
héheren SAA-Konzentrationen wurden jedoch nicht als Ausreil3er identifiziert.

Es konnten keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zwischen weiblichen und
mannlichen Tieren fur SAA und Hp nachgewiesen werden (p = 0,76 bzw. p = 0,28). Fur AGP
waren die Konzentrationen der weiblichen Tiere signifikant héher als die der mannlichen (p =
0,01).

Tab. 7: 95%ige einseitige Referenzintervalle fiir AGP und SAA und oberes Referenzlimit eines 95% zwei-
seitigen Referenzintervalls fiir Hp (n = 27 Katzen). Die Referenzintervalle wurden nach der robusten Methode
nach CLSI C28-A3 berechnet. Fiir Hp war aufgrund von Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze kein unteres
Referenzlimit errechenbar.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; Cl, Konfidenzintervall; Hp, Haptoglobin; n.e., nicht errechenbar; SAA, Serum-Amyloid-
A; SD, Standardabweichung)

AGP (ug/ml) SAA (ug/ml) Hp (mg/ml)
Median 170,0 1,7 0,38
Mittelwert 180,6 2,8 0,69
SD 115,9 3,7 0,74
Minimum <100* 0,9 <0,19*
Maximum 440 16,1 2,57
Oberes Referenzlimit 380,2 8,3 2,05
90% CI** 308,4 —433,3 2,8-11,3 n.e.*
Shapiro-Wilk-Test: p 0,03 < 0,0001 0,0001

* Zur statistischen Auswertung wurden nicht-messbar niedrige Konzentrationen fir AGP auf 50 pyg/ml und fur Hp auf
0,1 mg/ml gesetzt; ** 90%ige Konfidenzintervalle wurden (iber Bootstrapping ermittelt (100000 lterationen); *** Fr
Hp ist die Berechnung des 90%igen Konfidenzintervalls aufgrund der Konzentrationsspanne, der Konzentrations-
verteilung und der geringen Anzahl an Katzen nicht moéglich.
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Abb. 8: Histogramme der AGP- (A), SAA- (B) und Hp-Konzentrationen (C) der gesunden Katzen (n = 27). Auf
der y-Achse sind die absoluten Haufigkeiten als Anzahl der Katzen angegeben.
(AGP, saures a1-Glykoprotein; Hp, Haptoglobin; SAA, Serum-Amyloid-A)
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5.2.3 Diagnostische Bedeutung

5.2.3.1 Obstruktive FLUTD

Fur die Gruppe FLUTDuynkompiiziet Wurden am Tag O folgende Konzentrationsspannen (Tab. 8)
ermittelt: AGP 170 — 1200 pg/ml (Median: 360 pg/ml); SAA 2,7 — 19,2 pg/ml (6,4 pg/ml) und Hp
< 0,19 - 3,56 mg/ml (1,32 mg/ml). FUr FLUTDxompiiziet Wurden folgende Konzentrationsspannen
gemessen: AGP 110 — 2180 pg/ml (Median: 630 pg/ml); SAA 2,0 — 79,2 yg/ml (5,5 pg/ml) und
Hp < 0,19 — 7,24 mg/ml (3,26 mg/ml).

Die Konzentrationsunterschiede zwischen den 3 Gruppen ,gesund”, ,FLUTDunkomplizier”~ UNd
»FLUTDrompiiziert” Waren sehr signifikant (AGP: p = 0,001; SAA: p < 0,0001; Hp: p = 0,005). Der
Post-Hoc-Test nach Dunn-Bonferroni zeigte, dass sich die Konzentrationen aller 3 APPs
zwischen den gesunden und den an einer komplizierten FLUTD erkrankten Katzen sehr signifi-
kant unterschieden (AGP: p = 0,003; SAA: p = 0,002; Hp: p = 0,009; Abb. 9 A, B und C).

Tab. 8: Konzentrationen der Akute-Phase-Proteine AGP, SAA und Hp am Tag der Erstvorstellung bei an
obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen unterteilt nach ihrem klinischen Verlauf verglichen mit den
Konzentrationen der gesunden Katzen.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease; Hp, Haptoglobin; n, Anzahl der Katzen;
SAA, Serum-Amyloid-A; SD, Standardabweichung)

APP Parameter Gesunde Katzen FLUTDunkompliziert FLUTDkompiiziert
(n=27) (n=17) (n=9)
Median 170,0 360,0 630,0
Mittelwert 180,6 4429 816,7
AGP SD 115,9 352,9 695,0
(ng/ml) Minimum <100* 170,0 110,0
Maximum 440 1200,0 2180,0
Shapiro-Wilk-Test: p 0,03 0,01 0,17
Median 1,7 6,4 55
Mittelwert 2,8 7,6 22,7
SAA SD 3,7 57 29,2
(ng/ml) Minimum 0,9 2,7 2,0
Maximum 16,1 19,2 79,2
Shapiro-Wilk-Test: p < 0,0001 0,06 0,004
Median 0,38 1,32 3,26
Mittelwert 0,69 1,72 2,78
Hp SD 0,74 1,23 2,22
(mg/ml) Minimum <0,19* <0,19* <0,19*
Maximum 2,57 3,56 7,24
Shapiro-Wilk-Test: p < 0,0001 0,51 0,32

* Zur statistischen Auswertung wurden nicht-messbar niedrige Konzentrationen fir AGP auf 50 pug/ml und fur Hp auf
0,1 mg/ml gesetzt.
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Fiar AGP und SAA waren die Konzentrationsunterschiede zwischen den gesunden und den an
einer unkomplizierten FLUTD erkrankten Katzen ebenfalls signifikant (AGP: p = 0,046; SAA: p
= 0,004). Fur Hp war der Konzentrationsunterschied zwischen diesen beiden Gruppen nicht
signifikant (p = 0,14). Es gab keinen signifikanten Konzentrationsunterschied der APPs
zwischen den an einer unkomplizierten und an einer komplizierten FLUTD erkrankten Katzen
(fir AGP, SAA und Hp: p =1,0).
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Abb. 9: Box-Whisker-Plots fiir AGP (A), SAA (B) und Hp (C) am Tag der Erstvorstellung bei gesunden Katzen
(n = 27) und an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen unterteilt nach ihrem klinischen Verlauf
(FLUTDunkompiliziert, N = 7; FLUTDkompiiziert, N = 9). Die oberen und unteren Begrenzungen der Boxen entsprechen
dem Interquartilsabstand (IQR), die horizontale Linie stellt den Median dar. Das Ende der oberen bzw. der unteren
Antenne beschreibt die héchste bzw. niedrigste Konzentration, die innerhalb des 1,5-Fachen des IQR liegt. Ausreil3er
sind mit einem ,,0“-Symbol dargestellt und bezeichnen Werte, die zwischen dem 1,5-Fachen und dem 3-Fachen des
IQR liegen. Extreme Werte sind mit einem ,+“-Symbol dargestellt. Sie beschreiben Werte, die oberhalb des 3-Fachen
des IQR liegen. Die gestrichelte Linie stellt das obere Referenzlimit des jeweiligen Akute-Phase-Proteins dar (siehe
Tab. 7). Signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den Gruppen sind mit ,,** oberhalb der Klammern ge-
kennzeichnet (* p < 0,05; ** p < 0,01, ** p < 0,001). Zur statistischen Auswertung wurden nicht-messbar niedrige
Konzentrationen fiir AGP auf 50 ug/ml und fiir Hp auf 0,1 mg/ml gesetzt.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease; Hp, Haptoglobin; n, Anzahl der Katzen;
SAA, Serum-Amyloid-A)
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5.2.3.2 Feliner Diabetes mellitus

Bei den an einem unkomplizieten DM erkrankten Katzen wurden folgende
Konzentrationsspannen am Tag 0 bestimmt (Tab. 9): AGP < 100 — 2570 pg/ml (Median: 1095
pg/ml), SAA 1,2 — 13,4 yg/ml (3,4 pg/ml) und Hp 1,51 — 4,57 mg/ml (3,24 mg/ml). Fir die an
einem komplizierten DM erkrankten Katzen wurden am Tag 0 folgende APP-
Konzentrationsspannen gemessen: AGP 260 — 2720 ug/ml (Median: 1450 pg/ml), SAA 37,8 bis
> 100,0 ug/ml (100,0 pg/ml) und Hp 3,28 — 8,03 mg/ml (5,40 mg/ml).

Die Konzentrationsunterschiede zwischen den 3 Gruppen ,gesund®, ,DMuynkompiiziert: und
»DMiompiizie” Waren hoch signifikant (AGP: p = 0,001; SAA: p = 0,001; Hp: p <0,0001). Der Post-
Hoc-Test nach Dunn-Bonferroni zeigte, dass sich die Konzentrationen der 3 APPs zwischen
den gesunden und den an einem komplizierten DM erkrankten Katzen sehr bis hoch signifikant
unterschieden (AGP: p = 0,002; SAA: p < 0,0001; Hp: p < 0,0001; Abb. 10 A, B und C). Der
Konzentrationsunterschied zwischen den gesunden und den an einem unkomplizierten DM

erkrankten Katzen war fir Hp ebenfalls signifikant (p = 0,02).

Tab. 9: Konzentrationen der Akute-Phase-Proteine AGP, SAA und Hp bei an einem unkomplizierten und
komplizierten Diabetes mellitus (DM) erkrankten Katzen am Tag der Erstvorstellung verglichen mit den
Konzentrationen der gesunden Katzen.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; DM, Diabetes mellitus; Hp, Haptoglobin; n, Anzahl der Katzen; SAA, Serum-Amyloid-
A; SD, Standardabweichung)

APP Parameter Gesunde Katzen DMunkompliziert DMkompliziert
(n=27) (n=4) (n=6)
Median 170,0 1095,0 1450,0
Mittelwert 180,6 1202,5 1463,0
AGP SD 115,9 1046,1 1015,0
(ng/ml) Minimum < 100,0* <100,0* 260,0
Maximum 440,0 2570,0 2720,0
Shapiro-Wilk-Test: p 0,03 0,88 0,56
Median 1,7 3,4 100,0
Mittelwert 2,8 5,4 82,7
SAA SD 3,7 57 27,56
(ng/ml) Minimum 0,9 1,2 37,8
Maximum 16,1 13,4 > 100,0**
Shapiro-Wilk-Test: p < 0,0001 0,19 0,006
Median 0,38 3,24 5,40
Mittelwert 0,69 3,14 5,60
Hp SD 0,74 1,33 1,76
(mg/ml) Minimum <0,19* 1,51 3,28
Maximum 2,57 4,57 8,03
Shapiro-Wilk-Test: p < 0,0001 0,93 0,93

* Zur statistischen Auswertung wurden nicht-messbar niedrige Konzentrationen fir AGP auf 50 pyg/ml und fur Hp auf
0,1 mg/ml gesetzt. ** Zur statistischen Auswertung wurden SAA-Konzentrationen von > 100 pg/ml auf 100 pg/ml
gesetzt.
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Fir AGP und SAA war der Konzentrationsunterschied zwischen diesen beiden Gruppen nicht
signifikant (AGP: p = 0,16; SAA p = 1,0). Es gab keinen signifikanten Konzentrationsunterschied
der APPs zwischen den an einem unkomplizierten und an einem komplizierten DM erkrankten
Katzen (AGP: p = 1,0; SAA: p=0,07; Hp: p=1,0).
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Abb. 10: Box-Whisker-Plots fiir AGP (A), SAA (B) und Hp (C) am Tag der Erstvorstellung bei gesunden Katzen
(n = 27) und an einem unkomplizierten und komplizierten Diabetes mellitus (DM) erkrankten Katzen (n = 4
bzw. n = 6). Flir Erkldrungen zu Box-Whisker-Plots siehe Abb. 9. Die gestrichelte Linie stellt das obere Referenzlimit
des jeweiligen Akute-Phase-Proteins dar (siehe Tab. 7). Signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den
Gruppen sind mit ,*“ oberhalb der Klammern gekennzeichnet (* p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). Zur statistischen
Auswertung wurden nicht-messbar niedrige Konzentrationen flir AGP auf 50 ug/ml und fiir Hp auf 0,1 mg/ml gesetzt.
SAA-Konzentrationen > 100 ug/ml wurden auf 100 ug/ml gesetzt.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; DM, Diabetes mellitus; Hp, Haptoglobin; n, Anzahl der Katzen; SAA, Serum-Amyloid-
A)
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5.2.3.3 Diagnostische Sensitivitidt und Spezifitat

Innerhalb der an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen betrug die diagnostische SE resp. SP
zum Erkennen einer komplizierten Verlaufsform fur AGP 55,6% bzw. 71,4 %, fur SAA 66,7%
bzw. 28,6% und fur Hp 66,7% bzw. 71,4% (Tab. 10). Innerhalb der an DM erkrankten Katzen
ergab sich eine diagnostische SE resp. SP zum Erkennen eines komplizierten DM flr AGP von
83,3% bzw. 25,0%, fir SAA von 100% bzw. 75,0% und fur Hp von 100% bzw. 25,0% (Tab. 10).

Die 95%ige Cl umfassten aufgrund der kleinen Studienpopulation grof3e Spannen.

Tab. 10: Diagnostische Sensitivitédt (SE) und Spezifitéit (SP) und jeweilige 95%ige Konfidenzintervalle (Cl) von
AGP, SAA und Hp zur Detektion eines komplizierten Verlaufs der FLUTD (FLUTDxkompiiziert) bzw. eines kompli-
zierten Diabetes mellitus (DMkompiiziert) am Tag der Erstvorstellung.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; Cl, Konfidenzintervall; DM, Diabetes mellitus; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract
Disease; Hp, Haptoglobin;, SAA, Serum-Amyloid-A)

APP Parameter FLUTDxkompliziert DMkompiiziert
AGP SE (95% Cl) 55,6 (21,2-86,3) % 83,3 (35.9-99.6) %
(ug/ml) SP (95% Cl) 71,4 (29,0-96,3) % 25,0 (0,6 — 80,6) %
SAA SE (95% Cl) 66,7 (29,9-92,5) % 100,0 (54,1 — 100,0) %
(ug/ml) SP (95% Cl) 28,6 (3,7-71,0) % 75,0 (19,4—99,4) %
Hp SE (95% Cl) 66,7 (29,9-92,5) % 100,0 (54,1 — 100,0) %
(mg/ml) SP (95% Cl) 71,4 (29,0-96,3) % 25,0 (0,6 — 80,6) %
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5.2.3.4 Korrelationen

Bei den insgesamt 26 erkrankten Katzen wurde am Tag der Erstvorstellung zwischen AGP und
Hp eine hoch signifikante stark positive Korrelation nachgewiesen (rs = 0,77; p < 0,0001; Abb.
11 A). Eine sehr signifikante mittlere Korrelation lag zwischen SAA und Hp bzw. zwischen AGP
und SAA vor (rs = 0,62; p = 0,002; Abb. 11 B bzw. rs = 0,61; p = 0,002; Abb. 11 C).

Bei 4 Katzen wurde am Tag der Erstvorstellung eine SAA-Konzentration > 100 ug/ml gemessen.
Diese wurden aus der Korrelationsberechnung fir den Zusammenhang zwischen SAA und AGP

bzw. zwischen SAA und Hp ausgeschlossen.
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Abb. 11: Streudiagramme zur Darstellung der Korrelationen zwischen den Akute-Phase-Proteinen AGP und
Hp (A), zwischen SAA und Hp (B) sowie zwischen AGP und SAA (C) bei erkrankten Katzen am Tag der Erst-
vorstellung. Die schwarze Linie stellt die Regressionsgerade dar. Die Anzahl der Messungen betrégt flir AGP und
Hp 26 und fiir SAA 22. Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient rs betrug zwischen AGP und Hp 0,77; zwischen
SAA und Hp 0,62 und zwischen AGP und SAA 0,61. Alle 3 Korrelationen waren sehr bis hoch signifikant.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; Hp, Haptoglobin; SAA, Serum-Amyloid-A)
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5.2.4 Bedeutung hinsichtlich Monitoring

5.2.41 Obstruktive FLUTD

Die Verlaufsmessungen fur FLUTDynkompiiziert Sind in Abb. 12 A — C und fur FLUT Dkompiiziert in Abb.
12 D - F dargestellt. Bei 11 Katzen wurden insgesamt 2 Messungen, bei 3 Katzen 3 Messungen
und bei 2 Katzen 6 Messungen durchgeflhrt. Informationen zu den einzelnen Katzen sind in
Anhang VII aufgelistet.

In der Gruppe FLUTDuynkompiiziet Wurde fir AGP, SAA und Hp bei 2 Katzen am Tag der Erst-
vorstellung eine Konzentration oberhalb des Referenzintervalls gemessen (Katze 5 und 7). Bei
den restlichen 5 Katzen wurden am Tag O keine erhdhten APP-Konzentrationen festgestellt.
Trotz klinischer Besserung zeigte sich fur AGP bei 4 Katzen ein geringgradiger Konzentrations-
anstieg oberhalb des maximalen Referenzlimits (Katze 1, 2, 3, 4). Fir SAA wurde nur bei einer
Katze ein geringgradiger Anstieg der Konzentration oberhalb des maximalen Referenzlimits
festgestellt (Katze 4). Ein geringgradiger Anstieg der Hp-Konzentration jedoch innerhalb des
Referenzintervalls wurde bei 2 Katzen nachgewiesen (Katze 1 und 4). Bei Katze 4, fir welche
ein deutlicher Anstieg von AGP und SAA und nur ein geringgradiger fur Hp nachgewiesen
wurde, wurde innerhalb des gemessenen Zeitraumes eine perineale Urethrostomie durch-
gefuhrt. Fur die anderen 3 Katzen (Katze 5, 6, 7), welche operiert wurden, konnte bis auf AGP
bei Katze 7 und SAA bei Katze 6 ein Konzentrationsabfall der 3 APPs verzeichnet werden. Ein
zeitgleicher Konzentrationsabfall aller 3 APPs war bei Katze 5 festzustellen. Diese Katze war
bereits mehrere Tage zuvor beim Haustierarzt in Behandlung wegen einer obstruktiven FLUTD
und zeigte am Tag der Erstvorstellung im Vergleich zu den anderen Katzen dieser Gruppe
deutlich erhéhte APP-Konzentrationen.

In der Gruppe FLUT Dxompiiziet Waren die Konzentrationen flir AGP bzw. Hp bei 5 bzw. 6 Katzen
am Tag 0 teilweise hochgradig erhéht (Katze 9 [nur Hp], 10, 11, 12, 14, 16). Fir SAA wurde bei
3 Katzen am Tag 0 eine Konzentration deutlich oberhalb des Referenzintervalls gemessen
(Katze 10, 12, 16). Zwei der 9 Katzen (Katze 13 und 14) verstarben aufgrund eines Thorax-
ergusses bzw. Lungenddems. Bei Katze 13 wurde zuvor ein hochgradiger Anstieg aller 3 APPs
detektiert, wohingegen bei Katze 14 alle 3 APP-Konzentrationen unter der Behandlung abge-
fallen waren. Bei den verbliebenen 7 Patienten stiegen die AGP- und Hp-Konzentrationen im
Laufe der Behandlung an oder zeigten unverandert hohe Konzentrationen. Fur SAA wurde bei
5 der 7 Katzen ein Konzentrationsanstieg verzeichnet, wohingegen bei Katze 8 und 16 ein Kon-
zentrationsabfall nachgewiesen wurde. Bei 2 Katzen (Katze 10, 12) war vor dem hochgradigen
Anstieg ein deutlicher Konzentrationsabfall aller 3 APPs zu verzeichnen. Bei Katze 10 waren
die Werte anfanglich bis zur Entlassung am Tag 6 gesunken. Zwei Tage spater wurde sie erneut
vorstellig wegen Inappetenz. Sie wurde stationar aufgenommen und es wurde eine Pankreatitis
diagnostiziert. Bei Katze 12 waren die APP-Werte vor der Operation am Tag 4 gesunken und

stiegen danach wieder an. Auch bei diesem Patienten wurde eine Pankreatitis festgestellt.
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Abb. 12: Verlaufsmessungen von AGP, SAA und Hp bei an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen unterteilt nach ihrem klinischen Verlauf in FLUTD unkompiiziert (A, B, C)
und FLUTDxkompiiziert (D, E, F). Probenentnahmen sind durch , A “-Symbole gekennzeichnet. Der Tag 0 stellt den Tag der Erstvorstellung dar. Der grau-gepunktete Bereich beschreibt
den Referenzbereich (Tab. 7). Nicht-messbar niedrige Hp-Konzentrationen wurden auf 0,1 mg/ml gesetzt. SAA-Konzentrationen von > 100 ug/ml wurden auf 100 ug/ml gesetzt.
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5.2.4.2 Feliner Diabetes mellitus

Abb. 13 A — C zeigen die Verlaufsmessungen der Gruppe DMunkompiiziert, Abb. 13 D — F die der
Gruppe DMiompiiziert- 2 Messungen wurden bei 2 Katzen, 3 bei 3 Katzen, 4 bei 2 Katzen und 5
Messungen bei einer Katze durchgefiihrt. Informationen zu den einzelnen Katzen sind in
Anhang VII aufgelistet.

Bei den 4 Katzen der Gruppe DMunkompiiziet War neben des DM mindestens eine weitere Vor-
erkrankung bekannt (Anhang VI, Anhang VII). Die héchsten Konzentrationen von SAA und Hp
und erhdhte AGP-Konzentrationen wurden bei Katze 19 gemessen, welche hinsichtlich ihrer
Glukosewerte gut eingestellt war. Dieser Patient verstarb Zuhause an einer ungeklarten
akuten Erkrankung 4 Tage nach der letzten Messung. Die restlichen 3 Katzen dieser Gruppe
waren hinsichtlich ihrer Glukose-Werte unter Therapie unbefriedigend eingestellt. Sie zeigten
unterschiedliche APP-Verlaufe. Bei Katze 17 wurden AGP- und SAA-Werte im Referenz-
bereich nachgewiesen. Die Hp-Konzentrationen waren deutlich erhdht. Bei ihr wurden eine
Hyperthyreose und eine chronische Pankreatitis vor der ersten Entnahme diagnostiziert. Die
Katze war jedoch laut der Besitzer bei gutem Allgemeinbefinden. Bei Katze 18 wurden anfang-
lich hochgradig erhéhte AGP- und mittelgradig erhéhte Hp-Spiegel gemessen, wobei jedoch
ein deutlicher Konzentrationsabfall von der ersten zur zweiten Messung zu verzeichnen war.
Die SAA-Konzentrationen waren nicht erhoht. Dieser Patient war 14 Tage zuvor an einer DKA
und Pankreatitis erkrankt und wurde 7 Tage vor der ersten Probenentnahme aus der Klinik
entlassen. Aus der stationaren Zeit konnten keine Proben gewonnen werden. Bei Katze 20
wurden Uber die Zeit abfallende AGP- und Hp-Konzentrationen bis auf einen erneuten gering-
gradigen Hp-Konzentrationsanstieg festgestellt. Die SAA-Werte waren dauerhaft niedrig. Die
Katze war 10 Tage zuvor in Behandlung wegen einer DKA und einer Pankreatitis. Bis auf
weiterhin erhdhte Glukose-Konzentrationen zeigte der Patient im Untersuchungszeitraum ein
gutes Allgemeinbefinden.

FUr DMiompiiziet Wwaren die SAA- und Hp-Konzentrationen bei allen 6 Katzen am Tag 0 (bzw.
Tag 292 fur Katze 24) mittel- bis hochgradig erhoht. Die AGP-Werte waren bei 5 der 6 Katzen
zum Teil hochgradig erhéht (keine Erhéhung bei Katze 24). Bei allen Katzen war mindestens
eine Vorerkrankung bekannt oder es wurden weitere Erkrankungen diagnostiziert (Anhang VI,
Anhang VII). Bei 3 Katzen (Katze 21, 22 und 23) wurde ein Konzentrationsabfall fir AGP, SAA
und Hp bis auf Werte geringgradig oberhalb oder innerhalb des Referenzbereiches festgestellt.
Katze 24 wurde am Tag O fir ein Tagesprofil vorgestellt. Bis auf geringgradig erhéhte Hp-
Konzentrationen lagen die AGP- und SAA-Werte im Referenzintervall. Am Tag 292 wurde der
Patient vorstellig mit einer DK, woraufhin sich die Besitzer ohne weitere Diagnostik zu einer
Euthanasie entschieden. Im Vergleich zum Tag 0 waren die SAA- und Hp-Konzentrationen im
Gegensatz zum AGP deutlich angestiegen. Bei Katze 25 waren die AGP- und Hp-

Konzentration kontinuierlich erhoht ohne eine deutliche Konzentrationsabnahme. Die SAA-
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Werte stiegen nach einem Abfall in den Referenzbereich wieder deutlich an. Zwischen der 2.
und der 3. Probenentnahme wurde die Katze aus der Klinik entlassen. Sie wurde jedoch 9
Tage (Tag der 3. Probenentnahme) danach erneut mit einer DKA vorstellig, woraufhin sich die
Besitzer zu einer Euthanasie entschieden. Bei Katze 26 waren die AGP- und Hp-
Konzentrationen trotz eines Abfalls aller 3 APPs weiterhin hochgradig erhéht. Klinisch war der
Patient am Tag der letzten Blutentnahme von sehr schlechtem Allgemeinbefinden, woraufhin
sich die Besitzer fUr eine Euthanasie entschieden.
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Abb. 13: Verlaufsmessungen von AGP, SAA und Hp bei an einem Diabetes mellitus (DM) erkrankten Katzen unterteilt in DMunkompiiziert (A, B, C) und DMkompiiziert (D, E, F).
A “-“Symbole stellen Probenentnahmen wéhrend der stationdren Betreuung dar. Glukose-Tagesprofile oder ambulante Kontrolluntersuchungen sind durch ,e“- Symbole gekenn-
zeichnet. Auf der geteilten x-Achse ist die Zeit in Tagen bis Tag 30 bzw. 48 linear und folgend nur der jeweilige Zeitpunkt der Probenentnahme dargestellt. Die gestrichelten Linien
kennzeichnen einen zeitlich nicht-linear dargestellten Abstand. Der grau-gepunktete Bereich beschreibt den Referenzbereich (Tab. 7). Nicht-messbar niedrige AGP-Konzentrationen
wurden auf 50 ug/ml gesetzt. SAA-Konzentrationen von > 100 ug/ml wurden auf 100 ug/ml gesetzt.
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5.2.4.3 Verallgemeinerte lineare Modelle

Um einen linearen Zusammenhang zwischen der abhangigen Variable ,Konzentrations-
differenz zum Tag 0“ und der unabhangigen Variablen ,Tag der Probenentnahme® herzu-
stellen, wurde die Variable ,Tag der Probenentnahme® kubisch transformiert. Als Ergebnis
gingen die drei unabhangigen Variablen ,Tag“ ,Tag®* und ,Tag* in die verallgemeinerten
linearen Modelle ein. Folgend wurde fir ,Konzentrationsdifferenz zum Tag 0 von AGP, SAA
und Hp jeweils ein verallgemeinertes lineares Modell angepasst. Die jeweilige Konzentrations-
differenz war die abhangige Variable, als unabhangige Variablen wurden die kubisch trans-
formierte Variable ,Tag“ sowie ,Gruppe® (FLUTDunkompiiziet, FLUTDxkompiiziert, DMuompiiziert)
zunachst gemeinsam modelliert (Tab. 17). Bei einer signifikanten Beeinflussung der
abhangigen Variablen durch nur eine unabhangige Variable wurde ein bivariates Modell in
einem 2. Schritt unter Ausschluss der nicht beeinflussenden unabhangigen Variable gebildet
(Tab. 12). Da von einigen Tieren mehrere Messungen vorlagen (bis zu 6 Messungen je Katze)
wurde die Variable ,Tiernummer* als zufalliger Effekt in die Modelle aufgenommen. Durch die
Dummy-Kodierung der Variable ,Gruppe“ wurde dessen Auspragung ,FLUTDunkompiiziert"
redundant und deshalb auf Null gesetzt. Damit dient sie als Bezugs- oder Basiskategorie fur
die Ubrigen Auspragungen. Die zur Beurteilung der Modellgute verwendeten Parameter der
QICC sind im Anhang aufgefuhrt (Anhang Vill).

Fir AGP wurde ein sehr signifikanter Einfluss des Tages der Probenentnahme auf die
Konzentrationsdifferenz zum Tag 0 nachgewiesen (p = 0,003; Tab. 717). Das Modell zeigte
weiterhin, dass bei den Katzen der Gruppe FLUTDxompiiziert die AGP-Konzentrationen am Tag
der jeweiligen Probenentnahme im Vergleich zu Tag 0 signifikant angestiegen waren (p =
0,014). Die AGP-Konzentrationen der Katzen der Gruppe DMkompiziet Waren am Tag der
jeweiligen Probenentnahme im Vergleich zum Tag 0 niedriger, jedoch nicht signifikant (p =
0,38). Fur SAA hatte der Tag der Probenentnahme keinen statistisch signifikanten Einfluss auf
die Konzentrationsdifferenz zum Tag 0 (p = 0,25; Tab. 11). Folgend wurde ein zweites Modell
errechnet unter Ausschluss dieser unabhangigen Variable (Tab. 12). Es konnte in beiden
Modellen ein signifikanter Einfluss der Gruppenzugehodrigkeit festgestellt werden. Bei den
Katzen der Gruppe DMiompiziet War die SAA-Konzentration am Tag der jeweiligen Proben-
entnahme im Vergleich zu Tag 0 hoch signifikant niedriger (p < 0,0001). Fur FLUTDkompiiziert
wurde keine signifikanter Konzentrationsunterschied am Tag der jeweiligen Probenentnahme
im Vergleich zu Tag 0 nachgewiesen (p = 0,87 bzw. p = 0,80). Fur Hp wurde ein hoch signifi-
kanter Einfluss des Tages der Probenentnahme auf die Konzentrationsdifferenz zum Tag 0
ermittelt (p < 0,0001; Tab. 77 und Tab. 12). Die Gruppenzugehdrigkeit hatte keinen signifikan-
ten Einfluss auf den Hp-Verlauf. Die Hp-Konzentrationen am Tag der jeweiligen Proben-
entnahme im Vergleich zum Tag 0 waren, wenn auch nicht signifikant, bei den Katzen der
Gruppe DMompiiziert Niedriger (p = 0,26) und bei FLUTDyompiiziert €rhht (p = 0,13).
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Tab. 11: Parameterschétzungen der verallgemeinerten linearen Modelle zur Beschreibung des Zusammenhangs zwischen den Konzentrationsverldufen der jeweiligen
Akute-Phase-Proteine (APPs) als abhédngige Variable und der Gruppenzugehdérigkeit sowie dem Tag der Probenentnahme als unabhédngige Variable. Die Konzentrations-
verldufe wurden durch die Konzentrationsdifferenz am Tag der Probenentnahme zum Tag der Erstvorstellung (Tag 0) beschrieben. Die untersuchten Gruppen waren FLUTDunkompiiziert,
FLUTDxompiiziert und DMiompiiziert. Der Tag der Probenentnahme bezog sich auf Tag 0 (z.B. Tag 1 = 1 Tag nach Erstvorstellung).

(AGP, saures a1-Glykoprotein; Cl, Konfidenzintervall; DM; Diabetes mellitus; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease; Hp, Haptoglobin; SAA, Serum-Amyloid-A)

Abhéngige Variable Unabhiéngige Variable Regressionskoeffizient B (AGP und | Standardfehler (AGP und SAA: 95% Wald - Cl (AGP und SAA: P
SAA: pug/ml, Hp: mg/ml) pg/ml, Hp: mg/ml) pg/ml, Hp: mg/ml)
[AGPlrag x - [AGPltag0 Konstante 387,2 157,9 77,6 —696,7 0,014
(ug/ml) Gruppe FLUTD unkompiiziert 0*
FLUT Dkompiiziert 559,4 227,0 114,6 — 1004,2 0,014
DMuompiiziert -394,8 450,8 -1278,3 — 488,7 0,38
Tag der Tag -563,3 17,7 -88,0-9,1 0,003
Proben- Tag? 0,5 0,1 0,2-0,7 < 0,0001
entnahme Tag® -0,001 0,0002 -0,001 — 21,7 < 0,0001
(Skalierung) 923479,1
[SAA]rag x - [SAA]Tag0 Konstante 0,7 5,0 -9,2-10,6 0,89
(ug/ml) Gruppe FLUTD unkompiiziert 0*
FLUTDxompiziert -2,1 13,4 -28,3-24,1 0,87
DMiompiiziert -70,6 11,3 -92,8 bis -48,5 < 0,0001
Tag der Tag -0,9 0,8 -2,5-0,7 0,247
Proben- Tag? 0,016 0,005 0,005 - 0,03 0,003
entnahme Tag® 0,000 0,000 0,000 — 0,000 < 0,0001
(Skalierung) 1312,5
[Hpltag x = [HPlrag o Konstante 0,06 0,3 -0,6 - 0,7 0,85
(mg/ml) Gruppe FLUTDunkompliziert 0*
FLUTDxompiiziert 0,6 0,5 -0,4-16 0,26
DMiompiiziert -1,2 0,8 -2,8-0,4 0,13
Tag der Tag -0,1 0,02 -0,2 bis -0,08 < 0,0001
Proben- Tag? 0,001 0,0001 0,001 - 53,2 0,000
entnahme Tag® 0,000 0,000 0,000 - 71,2 < 0,0001
(Skalierung) 2,7

* Dieser Parameter ist auf Null gesetzt, da er redundant ist.
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Tab. 12: Parameterschétzungen der bivariaten verallgemeinerten linearen Modelle zur Beschreibung des Zusammenhangs zwischen den Konzentrationsverldufen der
Jjeweiligen Akute-Phase-Proteine (APPs) als abhédngige Variable und der Gruppenzugehérigkeit oder dem Tag der Probenentnahme als jeweils einzige unabhédngige
Variable. Diese Berechnung ist eine Folgeberechnung der in Tab. 11 aufgefiihrten Modelle. Fiir weitere Erkldrungen siehe dort.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; Cl, Konfidenzintervall; DM, Diabetes mellitus; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease; Hp, Haptoglobin; SAA, Serum-Amyloid-A)

Abhéngige Variable Unabhéngige Variable Regressionskoeffizient B Standardfehler 95% Wald - CI p
(SAA: pg/ml, Hp: mg/ml) (SAA: pg/ml, Hp: mg/ml) (SAA: pg/ml, Hp: mg/ml)
[SAA]Tag x - [SAA]Tago | Konstante -4,0 3,1 -10,0-2,0 0,20
(ng/ml) Gruppe FLUTDunkompliziert | 0*
FLUTDkompliziert -3,8 14,7 -32,7-25,10 0,80
DMkompiiziert -62,0 13,16 -87,7 bis -36,2 < 0,0001
(Skalierung) 1594,8
[Hp]tag x - [Hpltag o Konstante 0,43 0,32 -0,20-1,07 0,181
(mg/ml) Tag der Tag -0,16 0,03 -0,22 bis -0,11 < 0,0001
Proben- Tag? 0,001 0,0002 0,001 - 0,002 < 0,0001
entnahme Tag? 0,000 0,000 0,000 - 0,000 < 0,0001
(Skalierung) 3,035

* Dieser Parameter ist auf Null gesetzt, da er redundant ist.
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6 DISKUSSION

Die Etablierung eines neuen Biomarkers kann in 4 Phasen unterteilt werden. Diese sind in der
angegebenen Reihenfolge: (1) Evaluierung der analytischen Performance (analytische Vali-
dierung der Messmethode), (2) Evaluierung der Konzentrationen bei gesunden und erkrankten
Tieren (Overlap Performance, klinische Validierung der Messmethode), (3) Bewertung der
diagnostischen Sensitivitat und Spezifitdt in der klinischen Anwendung und (4) Beurteilung der
klinischen Auswirkung und Brauchbarkeit (Kjelgaard-Hansen und Jacobsen, 2011). In der
Validierungsstudie wurden die ersten beiden Phasen fir einen Sandwich-ELISA zur Messung
des felinen Hp durchgeflihrt. Die klinische Studie umfasst die Phasen 3 und 4 fir AGP, SAA
und Hp bei an obstruktiver FLUTD und an DM erkrankten Katzen.

6.1 Validierungsstudie des Haptoglobin-ELISAs

Ein grundlegender Schritt fur die analytische Validierung einer Messmethode ist die vorherige
Festlegung von Performance-Zielen. Die durch Konsensbeschluss definierte Hierarchie der
analytischen Zielsetzungen umfasst 3 Modelle in der folgenden Reihenfolge: (1) Ziele
basierend auf der Auswirkung auf klinische Ergebnisse; (2) Ziele basierend auf der bio-
logischen Variabilitat des zu messenden Analyts; (3) Ziele basierend auf dem neuesten Stand
der Technik und Wissenschaft (Sandberg et al., 2015). Bisher wurden keine Daten zu Ziel-
setzungen nach diesen Modellen fir felines Hp publiziert.

Daher wurden die Performance-Ziele fur Prazision, Bias und Gesamtfehler auf Grundlage der
veroffentlichten Daten fur die biologische Variabilitdt des kaninen Hp formuliert (Harr et al.,
2013). Grinde dafir sind zum einen, dass Hp in beiden Spezies ein moAPP mit dhnlichen
Konzentrationen fir gesunde Hunde und Katzen darstellt (Martinez-Subiela et al., 2004; Ceron
et al., 2005; Kann et al., 2012). Zum anderen sind die Empfehlungen flr CVpesmin, BiaSpesmin
und TEpesmin @hnlich oder sogar strenger als die Empfehlungen flr analytische Validierungen
von Messmethoden flr Hp in der Humanmedizin (Statland et al., 1976; Liappis et al., 1986;
Clark und Fraser, 1993) oder flir generelle Empfehlungen in der Veterinarmedizin (Jensen und
Kjelgaard-Hansen, 2010). Im Allgemeinen sollten bei Erflillung der festgelegten Performance-
Ziele klinische Entscheidungen und somit die Patientenversorgung nicht beeintrachtigt
werden.

Die Ergebnisse der Prazisionsanalyse des ELISAs waren nicht wie erwunscht, aber akzepta-
bel, da alle 3 analytischen CVrota niedriger waren als CVuin. Ein CVrotal €rreichte sogar einen
kleineren Wert als CVpes. Die Werte fur CVpes und CVwuin resultieren aus dem Konzept, dass
die analytische Ungenauigkeit fur ein adaquates Monitoring beschrankt werden sollte, sodass
sie nur zu einem bestimmten Anteil der Gesamtvariabilitat (als Summe aus biologischer und

analytischer Variabilitat) zusetzt. Demzufolge ist der erwiinschte analytische CVpes definiert
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als CVpes < 0,5 x CV, und der minimal akzeptierbare CVwmin als CVuin < 0,75 x CV,. CV, stellt
die intra-individuelle Varianz dar (Harris, 1979). Alle 3 CVrota erfullten die Kriterien von CVin.
Dies bedeutet, dass sich die Variabilitdt des Testergebnisses um maximal 25% erhdht. Hp-
Konzentrationen kénnen sich 2- bis 10-fach nach einem Stimulus erhéhen (Ceron et al., 2005;
Paltrinieri, 2008; Eckersall und Bell, 2010). Daher sind die CVroa mit Werten < 12,75% in
Relation zur Hohe des Konzentrationsanstiegs akzeptabel fur klinische Zwecke, wenn ein
zukunftiger klinischer Cut-Off-Wert hoher ist als das Hp-Maximum der gesunden Katzen.
Zudem sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vergleichbar mit denen anderer
Prazisionsanalysen von Immunassays fur maAPPs, die eine ausreichende analytische Perfor-
mance fur die klinische Anwendbarkeit bei Katzen (Kajikawa et al., 1996; Hansen et al., 2006;
Christensen et al., 2012) und bei anderen Haustieren (Kjelgaard-Hansen et al., 2003;
Jacobsen et al., 2006; Kjelgaard-Hansen et al., 2007) aufwiesen.

Aus logistischen Grinden wurden die 4 Doppelmessungen fir die Inter-Assay-Studie in
gleichen Teilen in 2 verschiedenen Labors durchgefihrt. Daher wurden unterschiedliche
Gerate, wie in 4.2.1 beschrieben, benutzt. Die weiteren Messbedingungen (Messprotokolle,
Anwendungsbedingungen und durchfuhrende Person) waren jedoch gleich. Unter diesen
Voraussetzungen kann ein hoher Inter-Assay-CV durch eine schlechte Wiederholbarkeit im
Sinne des englischen Begriffs ,repeatability (z.B. eine hohe Variabilitdt zwischen den
einzelnen Mikrotiterplatten) und/oder durch eine schlechte Reproduzierbarkeit im Sinne des
englischen Terminus ,reproducibility” verursacht sein. Eine mangelhafte Reproduzierbarkeit
kann zum einen durch die verschiedenen Gerate zwischen beiden Labors oder zum anderen
durch einen praanalytischen Fehler in der Probenvorbereitung hervorgerufen worden sein. Der
Einfluss der verschiedenen Gerate auf den Inter-Assay-CV konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht beurteilt werden. Er scheint jedoch unerheblich zu sein, da keine tendenziell héheren
oder niedrigeren Konzentrationen unter den einen oder den anderen Messbedingungen fest-
gestellt wurden. Ein praanalytischer Fehler in der Probenvorbereitung kann nicht ausge-
schlossen werden, da die Serumproben vor jedem Messdurchlauf 1:10000 manuell verdiinnt
wurden. Weitergehende Untersuchungen sind notwendig um aufzuklaren, ob der Inter-Assay-
CV reduziert werden kann, wenn dieselben vorverdiinnten Proben verwendet werden wiirden.
Die Performance-Ziele fir die Linearitats- und Spike-Studien wurden erfullt. Dies spiegelt eine
befriedigende Richtigkeit des ELISAs fir klinische Zwecke wider. Das DL von 0,19 mg/ml liegt
im unteren Bereich von Hp-Konzentrationen bei gesunden Katzen, welche in vorherigen
Studien mittels anderer Assays gemessen wurden (Duthie et al., 1997; Kajikawa et al., 1999;
Giordano et al., 2004; Kann et al., 2012). Folglich weist der ELISA eine ausreichende analy-
tische Sensitivitat fir den klinischen Gebrauch auf.

Als letzter Schritt der analytischen Validierung wurden die Konzentrationen des ELISAs mit

denen des spektrophotometrischen Assays verglichen. Letzterer ist ein multispezies-
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spezifischer Test, welcher bereits zur Messung des felinen Hp fir Diagnosezwecke etabliert
ist (z.B. Kann et al., 2012; Korman et al., 2012; Kann et al., 2014). Seine automatisierte An-
wendung wurde objektiv fur kanines Hp mit guten Ergebnissen hinsichtlich Prazision, Richtig-
keit und Sensitivitat validiert (Eckersall et al., 1999a; Martinez-Subiela und Ceron, 2005). Eine
notwendige Bedingung des Methodenvergleichs ist die Wiederholbarkeit beider Methoden, da
die mangelhafte Wiederholbarkeit eines Tests in einer schlechten Ubereinstimmung im
Methodenvergleich resultieren wirde (Mantha et al., 2000). Die Wiederholbarkeit des ELISAs
wurde in der Prazisionsstudie nachgewiesen und wurde bestatigt durch ausreichende Ergeb-
nisse im Test auf Wiederholbarkeit nach Bland und Altman. Die Wiederholbarkeit des spektro-
photometrischen Assays wurde bisher nicht flir die Messung des felinen Hp objektiv nachge-
wiesen. Deswegen wurde der Test nach Bland und Altman durchgefihrt, durch welchen eine
akzeptable Wiederholbarkeit festgestellt wurde, wenn die Hp-Konzentrationen der diluierten
Proben nicht durch Multiplikation mit dem Verdlinnungsfaktor riickgerechnet wurden. Damit
wurden die Ergebnisse der vorausgegangenen Studie beim Hund bestatigt.

Der Methodenvergleich ergab zunachst eine sehr starke positive Korrelation zwischen den
Konzentrationen gemessen im ELISA und denen gemessen im spektrophotometrischen
Assay. Jedoch wurde sowohl in der Passing-Bablok-Regression als auch im Bland-Altman-
Diagramm ein systematischer Fehler zwischen beiden Methoden festgestellt. Die Passing-
Bablok-Regression ergab einen proportionalen Bias fir alle 39 Serumproben und fiir die Unter-
gruppe der unverdinnten Proben (n = 25). Die letztere Analyse sollte mit Vorsicht interpretiert
werden aufgrund der niedrigen Fallzahl und hauptsachlich aufgrund der Kkleinen
Konzentrationsspanne (< 2,5 mg/ml) der Seren, da kontinuierlich verteilte Daten eine Voraus-
setzung flr die Passing-Bablok-Regression darstellen (Passing und Bablok, 1983). Unter
Bertcksichtigung dessen kann dennoch geschlussfolgert werden, dass flr die Untergruppe
der unverdinnten Proben ein systematischer Fehler existiert, auch wenn die Art des Fehlers
(konstant oder proportional) nicht mit Sicherheit ermittelt werden konnte. Fur die verdinnten
Proben kann der Bias durch Ruckrechnung der Hp-Konzentrationen verstarkt werden. Die
Ergebnisse des Bland-Altman-Diagramms wiesen auf der einen Seite eine ausreichende
statistische Ubereinstimmung zwischen den beiden Methoden auf. Auf der anderen Seite lag
die obere Ubereinstimmungsgrenze deutlich auBerhalb des durch TEpes oder TEwmin begrenzten
Bereichs. Daher ist eine klinische Ubereinstimmung zu verwerfen. Der absolute Wert des Bias
von -38,9% erfiillite nicht das Performance-Ziel.

Der wahre Bias als Differenz zwischen den Werten gemessen im ELISA und den ,wahren
Werten® der Hp-Konzentrationen konnte in der vorliegenden Arbeit nicht ermittelt werden, da
ein Goldstandard-Verfahren oder eine Referenzmethode zur Messung des felinen Hp nicht
existiert. Beim Vergleich von 2 Feldmethoden wird ein Bias erwartet, welcher sich aus den

analytischen Fehlern beider Methoden ergibt (Flatland et al., 2014). Warum der hier ermittelte
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Bias inakzeptabel hoch war, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht ermittelt werden und
bendtigt weitergehende Untersuchungen. Ob ein analytischer Fehler durch Verdinnung der
Proben im spektrophotometrischen Assay besteht, ist noch nicht vollstandig untersucht.
Eckersall und Kollegen wiesen einen linearen Zusammenhang zwischen der Hp-Konzentration
und der Absorption bis hin zu einer Konzentration von 8 mg/ml nach (Eckersall et al., 1999a).
Bei héheren Konzentrationen scheint der Graph vom linearen Verlauf abzuweichen. In zukinf-
tigen Studien sollte untersucht werden, ob fir Proben mit Werten von > 8 mg/ml die Ruick-
rechnung durch Multiplikation mit dem Verdlnnungsfaktor zulassig ist.

Die klinischen Konsequenzen des Bias sind die folgenden: (1) Der ELISA und der spektro-
photometrische Assay sind nicht austauschbar und sollten nicht abwechselnd verwendet
werden, z.B. beim Monitoring von Patienten. (2) Methoden-spezifische Referenzintervalle
mussen flr den ELISA etabliert werden. Im Falle eines proportionalen Fehlers kann fir eine
Anpassung eine Regressionsgleichung benutzt werden. (3) Fur jede Methode miissen eigene
klinische Cut-Off-Werte definiert werden, welche héher im spektrophotometrischen Assay sind
(Flatland et al., 2014).

In der 2. Phase der Validierung wurde eine ausreichende diagnostische Performance nachge-
wiesen, da bei den Katzen mit einer systemischen Entziindung signifikant héhere Hp-
Konzentrationen ermittelt wurden. Anhand der Hp-Konzentrationen gemessen im ELISA
kénnen Katzen mit einer fulminanten APR von den gesunden Katzen und den erkrankten
Katzen ohne eine systemische Entzindung diskriminiert werde. Dies wurde auch schon fur
kanines Hp nachgewiesen (Eckersall et al., 1999a; Tecles et al., 2007). Wie erwartet waren
die gemessenen Konzentrationserhéhungen niedriger als die der maAPPs, wie beispielsweise
SAA (Sasaki et al., 2003; Hansen et al., 2006). Trotzdem wird die Messung von Hp zur Er-
stellung von APP-Profilen empfohlen (Ceron et al., 2008).

Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie, in der ein kommerziell erhaltlicher Assay zur
Messung eines positiven moAPPs bei Katzen objektiv validiert wurde. Dies ermdglicht weiter-
fuhrende Untersuchungen zur Ermittlung der biologischen Variabilitdt von Hp bei Katzen, um
spezies-spezifische Performance-Ziele zu etablieren und zur Bedeutung von Hp im klinischen
Einsatz. Der ermittelte Bias verdeutlicht den Bedarf fur internationale Standards zur Harmoni-
sierung von Assays fur APPs in der Veterinarmedizin. Zusammenfassend wies der neu
entwickelte ELISA eine akzeptierbare analytische und klinische Performance auf. Jedoch
sollte ausschliellich der ELISA oder der spektrophotometrische Assay aufgrund des
ermittelten Bias verwendet werden. Auch wenn der ELISA zeitaufwendiger als der spektro-
photometrische Assay ist, erscheint sein groRerer Messbereich von 0 — 20 mg/ml von Vorteil,

v.a. in Hinblick auf Diagnostik, Prognostik und Monitoring von schwer kranken Katzen.
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6.2 Kilinische Studie

AGP und SAA stellen bei der Katze maAPPs dar und sind die am meisten untersuchten felinen
APPs. Hp als moAPP wurde vergleichsweise selten untersucht (Eckersall und Bell, 2010). Die
aktuellen Empfehlungen zur Messung von APP-Profilen bestehend aus mindestens einem
maAPP und einem moAPP wurden bisher in nur wenigen Studien umgesetzt. Zudem
existieren noch weniger Untersuchungen, in denen APPs als Verlaufskontrollen zur Uber-
priufung des Therapieerfolges bei der Katze bestimmt wurden. Viele Erkrankungen, welche in
der felinen Medizin von groRem wissenschaftlichem und klinischem Interesse sind, wurden
bisher nur marginal erforscht und standen nie im Fokus einer Studie. Dazu gehéren die
obstruktive Form der FLUTD und DM, inklusive der DKA. In der vorliegenden prospektiven
klinischen Studie wurden daher APP-Profile bestehend aus AGP, SAA und Hp als Verlaufs-
messungen bei an obstruktiver FLUTD und an DM erkrankten Katzen gemessen und ihre Rolle

als Biomarker hinsichtlich Diagnostik und Monitoring evaluiert.

6.2.1 Referenzintervalle

Grundlegend fur die Interpretation der APP-Konzentrationen bei erkrankten Tieren ist die
Kenntnis Uber physiologische Konzentrationen bei gesunden Individuen und die Etablierung
von Referenzintervallen. Laut ASVCP sind Gruppengrofen ab 40 Tieren hierfur optimal. Min-
destens miussen jedoch 20 Tiere zur Berechnung von Referenzbereichen zur Verfligung
stehen (Friedrichs et al., 2012). Diese Mindestvoraussetzung wurde in der vorliegenden Studie
durch Einbeziehung von 27 gesunden Katzen erflllt. Leider konnte keine héhere Anzahl erzielt
werden. Da die Unsicherheit der Schatzung der Referenzlimits mit kleineren Gruppengréfen
steigt, mussen Fehlerquellen auf praanalytischer, analytischer und postanalytischer Ebene
vermieden bzw. minimiert werden. Zur Optimierung der praanalytischen Bedingungen wurden
zum einen nur sorgfaltig ausgewahlte Katzen auf Grundlage strenger Einschlusskriterien auf-
genommen. Zum anderen wurden lipdmische oder hamolytische Seren von der Messung aus-
geschlossen. Zur analytischen Fehlervermeidung wurden nur objektiv validierte Assays mit
guter Prazision und Richtigkeit zur Messung verwendet. Zudem erfolgte die Testdurchflihrung
durch dieselbe Person. Auf postanalytischer Ebene wurden die Referenzintervalle Gber die
robuste Methode nach CLSI C28-A3 fur nicht normalverteilte Daten errechnet und alle
weiteren Empfehlungen der ASVCP fur kleine Gruppen eingehalten (Friedrichs et al., 2012).
Trotz dieser MaRnahmen sollten die Referenzintervalle unter Berticksichtigung der limitierten
Anzahl an Katzen interpretiert und durch zusatzliche Messungen bei gesunden Katzen
erweitert werden.

In dieser Arbeit wurde fur AGP und SAA je ein einseitiges Referenzintervall berechnet. Dies
ist zum einen auf dem Ablauf der APR begriindet, welche lediglich mit einem Anstieg der

positiven APPs einhergeht. Zum anderen sind bisher fir die Katze wie auch fur andere Haus-
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tiere keine Erkrankungen beschrieben, welche einen Abfall der AGP- und SAA-Konzentration
zur Folge haben. In anderen veterinar- und humanmedizinischen Arbeiten wurden folglich
ebenfalls fur positive APPs einseitige Referenzintervalle ermittelt (z.B. fur kanines CRP in der
Studie von Klenner et al., 2010). Fur die Katze existieren nur 2 Untersuchungen, in denen
Referenzbereiche flir APPs berechnet worden. Tamamoto und sein Team ermittelten von 26
Katzen einen einseitigen Referenzbereich fir SAA (Tamamoto et al., 2008). Duthie und
Kollegen errechneten aus Konzentrationen von 40 Katzen zweiseitige Referenzintervalle flr
AGP und Hp (Duthie et al., 1997). Warum ein unteres Referenzlimit fir AGP ermittelt wurde,
wurde von den Autoren nicht begriindet und ist nach aktuellem Kenntnisstand nicht angezeigt.
Im Gegensatz zu AGP und SAA ist fur Hp die Erstellung eines zweiseitigen Referenzbereiches
indiziert. Dessen Plasmakonzentration sinkt wahrend einer intravaskularen Hamolyse, da es
durch Bindung mit Hb vom retikuloendothelialen System eliminiert wird (Harvey und Gaskin,
1978; Ascenzi et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit war die Berechnung eines unteren Re-
ferenzlimits eines zweiseitigen Referenzintervalls jedoch aufgrund der analytischen Sensitivi-
tat des ELISAs nicht moglich. Bei 12 von 27 gesunden Katzen wurde eine Konzentration unter-
halb der unteren Nachweisgrenze von 0,19 mg/ml im ELISA gemessen. In der Studie von
Duthie et al. (1997) konnte ein unteres Referenzlimit fir Hp von 0,04 mg/ml ermittelt werden.
Die Messung erfolgte mit einem nicht kommerziell erhaltlichen spektrophotometrischen Assay.
Eine untere Nachweisgrenze des Tests wurde jedoch nicht angegeben.

Der Vergleich der Konzentrationen von gesunden Katzen gemessen in dieser Arbeit mit denen
aus anderen Studien zeigt einerseits vergleichbare Werte, aber auch deutliche Unterschiede
auf (Anhang I). Ein Beispiel fr ahnliche Konzentrationen sind die AGP-Werte von Correa et
al. (Konzentrationsspanne in dieser Arbeit: < 100 — 440 ug/ml; Correa et al., 2001: 100 — 440
pa/ml, n = 25 Katzen). In den anderen Studien sind die AGP-Konzentrationen jedoch héher
als die hier gemessenen. Ein Beispiel daflr sind die oberen Referenzlimits fur AGP (in dieser
Arbeit: 380,2 ug/ml; Duthie et al., 1997: 480 ug/ml, n = 40 Katzen). Auch fur Hp gibt es zwar
vergleichbare Werte (z.B. Mittelwert £ SD in dieser Arbeit: 0,69 * 0,74 mg/ml; Kajikawa et al.,
1999: 0,42 £ 0,37 mg/ml, n = 20 Katzen), jedoch sind die hier gemessenen Konzentrationen
tendenziell niedriger als die Konzentrationen anderer Studien (z.B. oberes Referenzlimit in
dieser Arbeit: 2,05 mg/ml; Duthie et al., 1997: 3,84 mg/ml). Die in dieser Arbeit gemessenen
SAA-Konzentrationen sind sowohl héher (z.B. oberes Referenzlimit in dieser Arbeit: 8,3 pg/mi;
Tamamoto et al., 2008: 0,82 ug/ml, n = 26 Katzen) als auch niedriger als in anderen Studien
(z.B. Mittelwert + SD in dieser Arbeit: 2,8 + 3,7 ug/ml; Giordano et al., 2004: 10,21 £ 8,32 ug/ml,
n = 24 Katzen). Die teilweise hochgradigen Konzentrationsunterschiede sind einerseits erklar-
bar durch verschiedene Messsysteme und damit unterschiedliche analytische Sensitivitaten
und Spezifitdten. Beispielsweise wurde in der Studie von Tamamoto et al. (2008) ein TIA fur

humanes SAA verwendet im Gegensatz zu multispezies-spezifischen ELISAs in den restlichen
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Studien. Andererseits sind die verschiedenen Konzentrationsbereiche durch unterschiedlich
strenge Einschlusskriterien zur Klassifikation von gesunden Katzen verursacht. Zum Beispiel
erhielten die Katzen in der Studie von Giordano und Kollegen (2004) keine Blutunter-
suchungen zum Ausschluss einer subklinischen Erkrankung. Die Mehrheit der selektierten
gesunden Katzen stammte zudem aus einem Mehrkatzenhaushalt.

Alles in allem entsprechen die hier gemessenen oberen Referenzlimits und Konzentrationen
der gesunden Katzen den Konzentrationen aus anderen Studien, welche ebenfalls vergleichs-
weise niedrigere Konzentrationen ermittelt hatten. Ein exakter Vergleich ist jedoch nicht még-
lich, da es keine Studie mit den gleichen Assays des gleichen Herstellers und mit Gberein-
stimmenden Einschlusskriterien gibt. Dieser ,Dschungel an Konzentrationen bei gesunden
Katzen verdeutlicht erstens die Notwendigkeit von internationalen Referenzpraparaten zur
Standardisierung und Harmonisierung der APP-Messungen. Zweitens hebt es den Bedarf an

grolieren Populationen zur Etablierung von Referenzintervallen hervor.

6.2.2 Signalement

Die Untersuchung auf Konzentrationsunterschiede zwischen den Geschlechtern ergab fir
AGP, dass die gesunden weiblichen Tiere signifikant héhere Konzentrationen aufwiesen als
die mannlichen. Das Ergebnis muss mit Vorsicht interpretiert werden, da die GruppengréfRen
sehr klein waren (weibliche Tiere, n = 13; mannliche Tiere, n = 14) und da laut ASVCP nur
Untergruppen untersucht werden sollten, wenn diese aus mindestens 40 Tieren bestehen oder
wenn es zwingende Grinde fir diese Unterteilung gibt (Friedrichs et al., 2012). Es war nicht
Ziel dieser Untersuchung eine allgemeingultige Schlussfolgerung zum Geschlechtereinfluss
aufzustellen, sondern primar eine These von Kann et al. (2012) zu untersuchen. In dieser
Studie wurde herausgefunden, dass SAA-Konzentrationen bei weiblichen Katzen signifikant
héher waren. Da die Voraussetzung einer MindestgruppengroRe in dieser Studie (n= 34 ge-
sunde Katzen) ebenfalls nicht erflllt wurde, sind die Schlussfolgerungen folglich unter Beruck-
sichtigung dieser Limitation zu interpretieren. In der vorliegenden Arbeit gab es keinen signifi-
kanten SAA-Konzentrationsunterschied zwischen den Geschlechtern. Auch Kajikawa et al.
(1999) konnte keinen signifikanten Konzentrationsunterschied fir SAA zwischen weiblichen
und mannlichen Tieren bei 20 Katzen feststellen. Der in dieser Arbeit festgestellte Konzentra-
tionsunterschied fir AGP wird wiederum nicht durch die Studie von Kann et al. (2012) bestatigt.
Aufgrund der widerspruchlichen Ergebnisse und aufgrund der geringen Studienpopulationen
kann ein Geschlechtereinfluss auf die APP-Konzentrationen weder bestatigt noch ausge-
schlossen werden und bleibt weiterhin Gegenstand zukunftiger Forschung. Beim Hund konnte
zumindest kein Geschlechtereinfluss auf die CRP- und AGP-Konzentrationen festgestellt
werden (Yamamoto et al., 1994b; Kuribayashi et al., 2003a; Kuribayashi et al., 2003b; Klenner
et al., 2010).
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Falls die Konzentrationen von SAA oder AGP bei weiblichen Katzen héher waren als bei mann-
lichen Tieren, wirde dies die Ergebnisse beeinflussen? Nur in der Gruppe DMuompiiziet Waren
signifikant mehr Katzen weiblichen Geschlechts vertreten. Die AGP- und SAA-Werte dieser
Gruppe waren signifikant hdher als die der gesunden Katzen. Dieses Ergebnis kdnnte somit
durch einen Geschlechtereinfluss verzerrt sein. Der Konzentrationsunterschied zwischen den
Gruppen ,gesund® und ,DMiompiziert” ist jedoch sehr grof3, wohingegen ein mdglicher
Konzentrationsunterschied zwischen weiblichen und mannlichen Tieren wesentlich geringer
ware. Daher ist zu schlussfolgern, dass der signifikante Konzentrationsunterschied zwischen
den beiden Gruppen nicht ausschlieRlich durch die unterschiedliche Geschlechterverteilung
zwischen den Gruppen erklart werden kann und dass er mit hoher Wahrscheinlichkeit
weiterhin signifikant ware bei einer dem Geschlechterverhaltnis angepassten Kontrollgruppe.
In der Studie von Kann et al. (2012) wurde weiterhin herausgefunden, dass altere Katzen
héhere Konzentrationen von SAA aufwiesen. Die Autoren erklarten diesen Zusammenhang
mit einer hdheren Inzidenz an subklinischen Erkrankungen bei alteren Tieren, die zu einer
Induktion der APR fiihrten. Die in dieser Studie eingeschlossenen gesunden Katzen wurden
aufgrund einer unauffaligen Anamnese und klinischen Allgemeinuntersuchung aufge-
nommen. Sie erhielten keine Blutuntersuchung. Daher ware zu diskutieren, ob altere Katzen,
bei denen subklinische Erkrankungen nicht ausgeschlossen werden kénnen und sie als Ur-
sache einer erhdhten APP-Konzentration interpretiert werden, als gesund klassifiziert werden
kénnen. Die Einschlusskriterien spiegeln sich auch in den vergleichsweise hohen APP-
Konzentrationen der gesunden Katzen wider. Fir felines AGP wurde in einer anderen Studie
keine altersabhangige Konzentrationsveranderung festgestellt (Selting et al., 2000). Unter-
suchungen beim Hund konnten ebenfalls keine altersbedingten Konzentrationsunterschiede
fur CRP nachweisen (Yamamoto et al., 1994b; Kuribayashi et al., 2003a). In der vorliegenden
Arbeit konnte diese Fragestellung aufgrund der geringen Anzahl an Katzen nicht untersucht
werden. Falls es eine altersabhangige Konzentrationserhéhung fur SAA bei Katzen gabe,
hatte dies jedoch kaum Einfluss auf die Studienergebnisse. Die Katzen der Gruppe DMuompiiziert
waren signifikant alter als die gesunden Katzen. Der SAA-Konzentrationsunterschied ist
jedoch sehr grof3, sodass er nicht nur durch den Altersunterschied zwischen den Gruppen
erklart werden kann und mit hoher Wahrscheinlichkeit auch bei einer dem Alter angepassten
Kontrollgruppe weiterhin signifikant ware.

In der vorliegenden Arbeit sind 9 Rassen vertreten, wobei EKH in allen Gruppen die haufigste
darstellt. Rasseabhangige Konzentrationsunterschiede konnten aufgrund der Vielzahl an
Rassen und der kleinen Studienpopulation nicht untersucht werden. Bisher wurden in anderen
Studien keine rassespezifischen Konzentrationsunterschiede flir APPs flr die hier vertretenen
Rassen beschrieben. Nach aktuellem Kenntnisstand sind die Ergebnisse dieser Studie daher

nicht durch rasseabhangige Konzentrationsunterschiede der APPs bedingt oder beeinflusst.
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6.2.3 Obstruktive FLUTD

Der Komplex der unteren Harnwegserkrankungen bei der Katze ist Gegenstand aktueller
Forschungen und aufgrund der steigenden Pravalenz von grolRem klinischem Interesse
(Buffington et al., 2014). Die vorliegende Arbeit stellt die bisher erste Studie dar, welche AGP
und Hp bei an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen untersucht und welche neben der
diagnostischen Bedeutung die APPs (inklusive SAA) hinsichtlich ihrer Rolle als Biomarker zum

Monitoring erforscht.

6.2.3.1 Diagnostische Bedeutung

Bisher wurde SAA nur marginal in 2 Studien bei an FLUTD erkrankten Katzen mit jedoch
unterschiedlichen Ergebnissen untersucht (Sasaki et al., 2003; Tamamoto et al., 2013). Die
Konzentrationen dieser 2 Studien sind begrenzt mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
vergleichbar, da erstens in dieser Arbeit nur an obstruktiver FLUTD erkrankte Katzen unter-
sucht wurden und da zweitens die Messmethoden verschieden sind. Bei Sasaki et al. (2003)
wurden SAA-Konzentrationen bei 27 an FLUTD erkrankten Katzen mithilfe eines nicht
kommerziell erhaltlichen ELISAs untersucht. Es wurde nicht naher beschrieben, zu welchem
Zeitpunkt die Proben enthommen wurden und ob und wieviel Katzen an einem Harnréhren-
verschluss erkrankt waren. Die bei Sasaki et al. gemessenen Konzentrationen sind gering-
gradig hdher als die Konzentrationen der Gruppe FLUTDxompiiziet (Mittelwert £ SD in dieser
Arbeit: 22,7 + 29,2 ug/ml, Sasaki et al., 2003: 27,99 + 62,59 ug/ml). Sie waren signifikant héher
als die der gesunden Katzen. In der Studie von Tamamoto und Kollegen (2013) wurden SAA-
Konzentrationen bei 7 Katzen mit Zystitis am Tag der Erstvorstellung untersucht. Die Messung
erfolgte durch einen zuvor validierten TIA fir humanes SAA. Nur bei einer Katze wurde eine
erhdhte SAA-Konzentration (> 0,82 ug/ml) festgestellt. Diese unterschiedlichen Ergebnisse
zwischen den beiden Studien verdeutlichen, dass FLUTD einen heterogenen Krank-
heitskomplex darstellt, der sowohl eine schwache als auch eine intensive APR verursachen
kann.

Die obstruktive Form der FLUTD kann mit einer bisweilen starken Immunantwort des Koérpers
einhergehen, wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen. Die statistisch signifikantes-
ten Konzentrationsanstiege der Gruppe FLUTDunkompliziet Und FLUT Dxompiiziert im Vergleich zu
den gesunden Katzen am Tag der Erstvorstellung wurden fir SAA nachgewiesen. Dies ist
vermutlich durch die Kinetik des Proteins begrindbar. Nach einer experimentell induzierten
Entzindung bei Katzen wurde fur SAA der schnellste Konzentrationsanstieg festgestellt
(Kajikawa et al., 1999). SAA scheint demzufolge ein sehr sensitiver Marker der durch eine
obstruktive FLUTD ausgeldsten APR zu sein, jedoch unabhangig vom folgenden klinischen
Verlauf. Die gemessenen AGP-Konzentrationen der Gruppen FLUTDunkompiiziet und

FLUT Dkompiiziet Waren signifikant resp. sehr signifikant erhéht gegentiber den gesunden Katzen.
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Fir Hp konnte ein sehr signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den gesunden
Katzen und denen der Gruppe FLUTDkompiziert Nachgewiesen werden. Trotzdem zeigten die
Konzentrationen der 3 APPs eine starke Streuung innerhalb der Gruppen mit Werten im
Referenzintervall. Der SAA-Median der Gruppe FLUTDunkompiiziet War sogar geringgradig hoher
als der der Gruppe FLUTDxompiziet- Diese niedrigen Werte kdnnen entweder erklart werden
durch eine lediglich schwach verlaufende APR, z.B. bei einer lokalen Entzindung, oder durch
einen zu frlhen Zeitpunkt der Probenentnahme noch vor Anstieg des APPs. Die APP-
Konzentrationen (bis auf SAA-Median) der Gruppe FLUTDkompiiziet am Tag 0 waren trotzdem
tendenziell héher als die der Gruppe FLUTDynkompiiziert- Dies kann verursacht sein durch eine
schwerwiegendere Entzindungsreaktion der unteren Harnwege, durch eine weitere lokale
oder durch eine systemische Entziindung bei den Katzen der Gruppe FLUTDkompiiziet, Was im
weiteren Verlauf zu Komplikationen gefuihrt haben kann. Jedoch konnte bei keinem APP ein
signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen FLUTDunkompiiziet UNnd FLUTDyompiiziet Nach-
gewiesen werden. Hp war das einzige APP, dessen Konzentration zwischen den gesunden
Katzen und denen der Gruppe FLUTDunkompiiziert Nicht signifikant verschieden war. Es weist die
héchste diagnostische Sensitivitat mit 66,7% und Spezifitdt mit 71,4% hinsichtlich der
Diagnose einer komplizierten obstruktiven FLUTD auf. War Hp bei einer an obstruktiver
FLUTD erkrankten Katze (ber das hier ermittelte obere Referenzlimit von 2,05 mg/ml erhéht,
dann konnten ca. 2 von 3 Katzen richtig als FLUTDkompiiziert Klassifiziert werden. War Hp in
solchen Fallen nicht erhoht, so konnten rund 3/4 der an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen
korrekt als FLUTDunkompiiziert diagnostiziert werden. Fiir AGP konnte die gleiche diagnostische
Spezifitdt, jedoch eine geringere Sensitivitat und fir SAA die gleiche diagnostische Sensitivitat
bei niedrigerer Spezifitdt nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen Anzahl an erkrankten
Katzen sind diese Parameter unter Bericksichtigung der Konfidenzintervalle und unter
Vorbehalt zu interpretieren. Die groRen Konzentrationsspannen der Konfidenzintervalle
verdeutlichen, dass weitere Studien mit einer gréReren Anzahl an Katzen bendétigt werden, um
sichere Aussagen zu Spezifitdt und Sensitivitat treffen und um Cut-Off-Werte erstellen zu
konnen.

Trotz der Limitation der geringen Studienpopulation kann aus den Ergebnissen geschluss-
folgert werden, dass Hp als moAPP grofRles Potential als diagnostischer Marker einer
FLUTDxompiiziert bei an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen am Tag der Erstvorstellung hat.
Eine mdgliche Erklarung dafur stellt die unterschiedliche Kinetik der APPs dar. Bei Katzen
erfolgte ein deutlicher Hp-Konzentrationsanstieg durch eine experimentell induzierte Entzin-
dung spater als SAA (Hp nach 24 Stunden, SAA nach 8 Stunden) und die Hp-Konzentrationen
waren im Gegensatz zum AGP und zum SAA 11 Tage nach der Entziindung noch ca. auf das
Doppelte der Ausgangskonzentration erhéht (Kajikawa et al., 1999). Dies ist vermutlich durch

langere Halbwertszeiten des Hp verursacht, welche jedoch nicht fiir die Katze untersucht
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wurden. Beim Menschen sind Halbwertszeiten von Hp von 4 — 5 Tagen beschrieben (Moretti
et al., 1963). Fur humanes SAA wurden Halbwertszeiten von 0,5 — 9 Stunden und fir humanes
AGP von 3 Tagen angegeben (Brée et al., 1986; Rosenthal et al., 1986). Eine erhdohte Hp-
Konzentration am Tag der Erstvorstellung kann daher eine Noxe widerspiegeln, die schon vor
mehr als 10 Tagen vor Blutentnahme eintrat. Dies kann eine lokale Ursache, beispielsweise
eine zunachst nur partielle Obstruktion, als auch eine systemische Erkrankung sein. Die
Folgen einer langer bestehenden lokalen Schleimhautreizung, wie beispielsweise Schleim-
hautschwellung und Muskelspasmen, kénnen zu Komplikationen wahrend der Therapie flihren
(Osborne et al., 2011). Als Teil eines systemischen Krankheitskomplexes werden chronisch-
rezidivierende Formen der FLUTD verstanden, bei denen Erkrankungen anderer Organ-
systeme nicht als Folge der FLUTD, sondern als Begleiterkrankung auftreten (Buffington et
al., 2014). Begleiterkrankungen sind z.B. kardiovaskulare, gastrointestinale Erkrankungen
oder Verhaltensprobleme. Bei Katze 10 kann beispielsweise retrospektiv eine systemische
anstatt einer lokalen Erkrankung schon am Tag der Erstvorstellung vermutet werden. Bei ihr
wurden am Tag 0 hochgradig erhdhte Konzentrationen von AGP, SAA und Hp gemessen.
Wahrend der stationaren Betreuung wurde u.a. eine Pankreatitis diagnostiziert. Es kann
spekuliert werden, dass die Pankreatitis schon am Tag der Erstvorstellung eine
Begleiterkrankung der FLUTD war und weniger die Folge des Erkrankungsprozesses.

Zusammenfassend formuliert fuhrte die obstruktive FLUTD zu einer meist gering- bis mittel-
gradigen Konzentrationserhéhung von AGP, SAA und Hp am Tag der Erstvorstellung. Die
starksten Konzentrationsanstiege in beiden Gruppen wurden flir SAA nachgewiesen. Bei
Katzen mit einer komplizierten Verlaufsform der FLUTD wurden am Tag der Erstvorstellung
tendenziell hdéhere Konzentrationen als bei Katzen mit einer raschen klinischen Besserung
nachgewiesen. Es konnte jedoch kein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen
diesen beiden Gruppen festgestellt werden. Hp scheint unter Berlcksichtigung der kleinen
Studienpopulation ein besserer diagnostischer Biomarker zur Detektion der komplizierten
Verlaufsform bei an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen zu sein als AGP und SAA. Hoch-
gradige Konzentrationserhéhungen kénnen zudem Hinweis auf weitere Begleiterkrankungen
geben, welche haufig bei chronisch-rezidivierenden Harnwegserkrankungen vorkommen. Eine
einmalige Messung der APPs ist jedoch nicht ausreichend, um am Tag der Erstvorstellung
Katzen der Gruppe FLUTDunkompiiziet VOn Katzen der Gruppe FLUTDkompiziert €indeutig zu

diskriminieren.

6.2.3.2 Bedeutung hinsichtlich Monitoring
Zur Untersuchung der Bedeutung der APPs hinsichtlich Monitoring wurden Verlaufs-
messungen durchgefuhrt. Im Gegensatz zu den Einzelmessungen konnte bei den Verlaufs-

messungen ein signifikanter Unterschied zwischen den Katzen der Gruppe FLUTDunkompiiziert
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und den Katzen der Gruppe FLUTDwompiiziet Nachgewiesen werden. Die AGP-Konzentrationen
bei FLUTDkompiziet Waren im Vergleich zu FLUTDunkompliziet @m Tag der jeweiligen Proben-
entnahme signifikant zum Tag der Erstvorstellung angestiegen. Fur SAA und fur Hp konnte
jedoch kein signifikanter Unterschied im Konzentrationsverlauf festgestellt werden. Fur SAA
ist dies durch die heterogenen Konzentrationsverlaufe innerhalb der Gruppe FLUT Dkompiiziert it
zeitgleichen hochgradigen Abfallen und Anstiegen bedingt, welche im verallgemeinerten
linearen Modell zusammengefasst werden. Der Hp-Verlauf der Gruppe FLUTDxompiiziert ist
ahnlich dem AGP-Verlauf dieser Gruppe. Aufgrund der unterschiedlichen Kinetik zwischen
maAPP und moAPP sind jedoch die Konzentrationsanstiege und -abfalle weniger ausgepragt
bei Hp, weshalb im verallgemeinerten linearen Modell kein signifikanter Unterschied zwischen
den Hp-Verlaufen der beiden Gruppe festgestellt werden konnte.

Die deskriptive Beschreibung der Verlaufsmessungen ermoglicht eine detailliertere Aus-
wertung im Hinblick auf die Ubereinstimmung der klinischen Entwicklung der Patienten und
der APP-Konzentrationsverlaufe. Bisher wurde in nur 2 weiteren Studien die Korrelation
zwischen Verlaufsmessungen von APPs und der klinischen Verbesserung bei Katzen
untersucht (Tamamoto et al., 2009; Gil et al., 2014), wobei in der Studie von Gil et al. (2014)
die APR von an FIV erkrankten Katzen unter immunmodulierender Therapie beschrieben
wurde. Das Studiendesign und die Ergebnisse sind daher kaum mit denen der hier
vorliegenden Arbeit vergleichbar. Bei Tamamoto und seinem Team (2009) wurde
nachgewiesen, dass SAA einen guten Biomarker zur Uberwachung des Therapieerfolgs bei
einer an Pankreatitis erkrankten Katze darstellt. In einer Studie beim Hund wurde gezeigt, dass
CRP als Indikator hinsichtlich Diagnostik und Monitoring bei experimentell induzierten
bakteriellen Zystitiden verwendet werden kann (Seo et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit
wurde in Gruppe FLUTDunkompiziet hur bei einer Katze (Katze 5) ein gemeinsamer
Konzentrationsabfall der 3 APPs verzeichnet. Bei den anderen 6 Katzen dieser Gruppe wurde
trotz klinischer Besserung ein geringgradiger Anstieg der Konzentration von mindestens einem
APP gemessen, v.a. fur AGP. Dies kann zum einen verursacht sein durch die Latenzzeit von
der Induktion der APR bis zum messbaren Anstieg im Plasma (Kjelgaard-Hansen und
Jacobsen, 2011). Zum anderen kénnen auch Stress und operative Eingriffe zum
Konzentrationsanstieg der APPs geflihrt haben (Sasaki et al., 2003; Moldal et al., 2012; Fazio
et al., 2015). Stress kann z.B. durch die stationare Betreuung verursacht worden sein. Bei den
Katzen der Gruppe FLUTDiompizet Wurde bei 5 der 9 Katzen (Katze 9 - 13) eine
Ubereinstimmung der Konzentrationsverlaufe aller 3 APPs mit der klinischen Entwicklung
nachgewiesen. Die zum Teil hochgradigen Konzentrationsanstiege gingen zeitlich mit dem
Einsetzen oder der Verschlechterung der klinischen Symptome einher. So wurde
beispielsweise ein Konzentrationsanstieg bei Katze 10 nachgewiesen, als sie nach Entlassung

wieder vorstellig wurde wegen Inappetenz. Bei 3 der 9 Katzen (Katze 8, 15 und 16) wurde
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zwar eine Konzentrationserhéhung von AGP und Hp, jedoch auch ein Abfall von SAA trotz
Komplikationen detektiert. Es verdeutlicht, dass SAA aufgrund seiner Kinetik zwar einerseits
schnell einen Therapieerfolg und ein Scheitern anzeigen kann, dass aber andererseits die
anderen beiden Proteine zum Monitoring einbezogen werden sollten. Bei Katze 14 korrelierte
der Konzentrationsabfall aller 3 APPs nicht mit dem klinischen Verlauf. Sie verstarb perakut,
sodass womoglich ein Konzentrationsanstieg im Blut aufgrund der Latenzzeit noch nicht
detektiert werden konnte.

Von den 7 Uberlebenden Katzen erhielten alle eine perineale Urethrostomie, wohingegen nur
4 Katzen der Gruppe FLUTDynkompiiziet Operiert wurden. Daher kénnte argumentiert werden,
dass die starkeren Konzentrationsanstiege bei FLUTDompizer durch die haufigeren
chirurgischen Eingriffe erklarbar sind. Jedoch sind in der Literatur nur geringgradige SAA-
Konzentrationsanstiege bei Operationen, wie einer Kastration, beschrieben (Sasaki et al.,
2003; Moldal et al., 2012). Zudem zeigte von den 4 Katzen der Gruppe FLUTDunkompiiziert,
welche eine perineale Urethrostomie erhielten, nur 1 Katze (Katze 4) einen Anstieg aller 3
APPs. Daher kdnnen zwar die starkeren Konzentrationsanstiege von FLUTDxompiiziert teilweise
bedingt sein durch die haufigeren operativen Eingriffe, aber sie kdnnen vermutlich nicht
ausschlieBlich dartber begrindet werden.

Die starksten Konzentrationsanstiege der Gruppe FLUTDxompiziet Wurden bei den Katzen
detektiert, welche auch an einer Pankreatitis erkrankt waren. Eine hochgradige Kon-
zentrationserhéhung kann daher ein Hinweis auf weitere Erkrankungen neben der obstruktiven
FLUTD sein. Ferner ist bei genauer Betrachtung der Daten erkennbar, dass der
Konzentrationsverlauf zwischen den APPs nicht immer korreliert, beispielsweise wenn die
Konzentration von AGP angestiegen und SAA dahingegen abgefallen ist. Flr Erklarungen zur
Korrelation siehe Kapitel 6.2.5. Daher entspricht z.B. bei Katze 1 der SAA-Verlauf und bei
Katze 8 der AGP-Verlauf eher der klinischen Entwicklung. Aus den Ergebnissen der Verlaufs-
messungen kann jedoch nicht geschlussfolgert werden, dass ein APP besser zum Monitoring
geeignet ist als ein anderes. Sie bestatigen vielmehr die Empfehlung anderer Autoren
(Eckersall, 2004; Ceron et al., 2008) zur Messung von APP-Profilen bestehend aus
mindestens einem maAPP und einem moAPP. Jedes APP spiegelt aufgrund der unter-
schiedlichen Eigenschaften in Schnelle und Héhe des Konzentrationsanstiegs bzw. -abfalls
und durch eventuell verschiedene Sensitivitaten auf Stimuli eine eigene Information zur ab-
laufenden APR wider. Gemeinsam stellen sie daher am besten den Entziindungsprozess dar.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Verlaufsmessungen, dass AGP, SAA und Hp
als Biomarker zum Monitoring und zur Uberpriifung des Therapieerfolgs bei an obstruktiver
FLUTD erkrankten Katzen Anwendung finden kdnnen unter Einbeziehung von mindestens 2
APPs in die Messungen und unter Berilicksichtigung von 2 Limitationen: (1) die Latenzzeiten

vom Einsetzen der APR bis zum detektierbaren Anstieg der APPS; (2) die unspezifische
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Induzierbarkeit der APR. Ein gemeinsamer Konzentrationsabfall bzw. -anstieg kann friihzeitig
ein Ansprechen bzw. ein Scheitern der Therapie widerspiegeln. Jedoch kénnen geringgradige
Konzentrationsanstiege auch beispielsweise durch Stress oder operative Eingriffe verursacht
sein und mussen nicht zwangslaufig ein Scheitern der Therapie widerspiegeln. Auf der
anderen Seite gehen hochgradige APP-Konzentrationserhéhungen mit einer klinischen Ver-
schlechterung einher, welche zudem hinweisend auf zusatzliche Entzindungsprozesse im

Korper sein kénnen.

6.2.4 Feliner Diabetes mellitus

Feliner Diabetes mellitus ist wie FLUTD eine Erkrankung mit steigender Pravalenz in den
letzten Jahren. Die Therapie schlie3t eine regelmaflige Kontrolle von Blutparametern bei den
erkrankten Katzen ein, da es zu einer Vielzahl an Komplikationen kommen kann. Zu diesen
zahlt die DKA, welche eine akute, lebensbedrohliche Entgleisung des Stoffwechsels darstellt
(Reusch, 2015). In der vorliegenden Arbeit wurden AGP, SAA und Hp bei an DM, inkl. DKA,
erkrankten Katzen untersucht. Damit stellt sie die erste Untersuchung von AGP und Hp bei
diabetischen Katzen dar. Weiterhin ist es die erste Studie, in der Verlaufsmessungen der APPs

(inklusive SAA) bei dieser Krankheit durchgeflihrt wurden.

6.2.4.1 Diagnostische Bedeutung

In denselben Untersuchungen, in denen auch schon SAA bei an FLUTD erkrankten Katzen
gemessen wurde, erfolgte der Nachweis dieses APPs bei diabetischen Katzen. Wie schon
beschrieben sind die Ergebnisse nur begrenzt mit denen in der vorliegenden Arbeit ermittelten
vergleichbar. Bei Sasaki et al. (2003) wurde im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit ein
signifikanter Konzentrationsunterschied zu den gesunden Katzen festgestellt. Die mit einem
nicht kommerziell erhaltlichen ELISA gemessenen Werte der 6 diabetischen Katzen bei Sasaki
et al. sind hoher als die Werte der Gruppe DMunkompiiziert (Mittelwert £ SD in dieser Arbeit: 5,4 +
5,7 ug/ml, Sasaki et al., 2003: 7,85 + 4,37 pg/ml). Bei Tamamoto et al. (2008 und 2013) wurden
8 bzw. 7 diabetische Katzen untersucht. Von diesen wurde bei 3 bzw. 2 Katzen eine zum Teil
deutlich erhdhte SAA-Konzentration nachgewiesen. Auch wenn kein signifikanter
Konzentrationsunterschied zwischen den diabetischen Katzen und den gesunden Katzen fest-
gestellt werden konnte, so war das gemessene Konzentrationsmaximum vergleichsweise
héher als das bei Sasaki et al. (2003) ermittelte. In den 2 Studien und in der vorliegenden
Arbeit ist die Anzahl der diabetischen Katzen sehr gering. Daher miissen alle Ergebnisse unter
Einbeziehung dieser Limitation interpretiert und diskutiert werden. Zudem wurden in den
Studien von Sasaki et al. (2003) und von Tamamoto et al. (2008 und 2013) die diabetischen
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Katzen hinsichtlich weiterer Untersuchungsergebnisse und der Therapie nicht naher beschrie-
ben. Demzufolge kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch Katzen mit chronischen
Komplikationen eines DM oder gegebenenfalls weiteren Erkrankungen eingeschlossen
wurden, was wiederum die unterschiedlichen Studienergebnisse erklaren konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen, dass die Diagnose DM nicht ausreichend
ist, um die APP-Konzentrationen zu interpretieren. Der Einschluss der 4 diabetischen Katzen
in die Gruppe DMunkompiiziet €rfolgte nicht anhand des Ausschlusses weiterer Erkrankungen
und/oder Komplikationen eines DM, sondern lediglich anhand des Ausschlusses einer DKA
oder mdglichen Vorstufen einer DKA (mittel- bis hochgradige Ketose oder schlechtes
Allgemeinbefinden bei B-HB > 0). Bei den 4 Patienten wurden zusatzliche Krankheiten
diagnostiziert und 3 der 4 Patienten waren hinsichtlich der Insulin-Therapie nicht gut
eingestellt. Winschenswert fir diese Gruppe waren Katzen gewesen, welche an keinen
weiteren Krankheiten erkrankt und hinsichtlich der Insulin-Therapie gut eingestellt gewesen
waren. Dass keine der 4 Katzen diese Idealkriterien erflllte, ist vermutlich erklarbar durch den
hohen Anteil der an der Kleintierklinik vorgestellten und Uberwiesenen Katzen mit einem
schwer einstellbaren DM (,brittle diabetes®) oder mit weiteren Erkrankungen. Die in der Gruppe
DMunkompiiziet gemessenen hohen APP-Konzentrationen missen daher unter Einbeziehung der
weiteren Erkrankungen interpretiert werden.

Bei der ersten Probe im Untersuchungszeitraum der Gruppe DMunkompiiziet Wurden far AGP und
fur SAA keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zu den gesunden Katzen festgestellt.
Trotz einer grof3en Konzentrationsspanne waren die zentralen Tendenzen von AGP deutlich
héher als die der gesunden Katzen, wohingegen die SAA-Konzentrationen vergleichbar mit
denen der gesunden Katzen waren. Fur Hp wurde im Gegensatz zu AGP und SAA ein signifi-
kanter Konzentrationsunterschied zwischen den Katzen der Gruppe DMuynkompiiziet Und den
gesunden Katzen nachgewiesen. Die erhohten AGP- und Hp-Konzentrationen der Gruppe
DMunkompiiziert KONNEN durch die beschriebenen Vorerkrankungen der Katzen erklart werden. Die
Hp-Konzentrationen waren jedoch vergleichsweise hdher angestiegen als die AGP-
Konzentrationen, was sich in dem signifikanten Konzentrationsunterschied des Hp wider-
spiegelt. Eine mogliche Begrindung ware, dass Hp auch bei chronischen Erkrankungen, wie
dem DM, im Gegensatz zu AGP und SAA erhoht sein kann, was u.a. durch die schon
beschriebenen unterschiedlichen Halbwertszeiten begrindet werden konnte. Dies wirde sich
zudem mit den Ergebnissen der an FLUTD erkrankten Katzen decken, da sich Hp hier als
scheinbar bester diagnostischer Marker fur die Katzen der Gruppe FLUTDkompiiziet dargestellt
hat, bei welchen zumindest teilweise eine chronische Harnwegserkrankung vermutet werden
kann. Eine andere Erklarung ware, dass Hp neben der Leber auch von anderen Organen oder
Geweben synthetisiert wird. In humanmedizinischen Untersuchungen konnte gezeigt werden,

dass Hp von Adipozyten exprimiert wird, was wiederum bei Adipositas, einem Risikofaktor flir

68



DISKUSSION

DM vom Typ-2, verstarkt ist (Chiellini et al., 2002). Zuklnftige Studien sind notwendig, um
solche Hypothesen fir das feline Hp zu untersuchen. SAA war lediglich bei einer Katze
geringgradig erhoéht, welche im Untersuchungszeitraum an einer anderen Erkrankung
verstarb. Die SAA-Konzentrationen der Gruppe DMunkompiiziet Waren zudem niedriger als die der
Gruppen FLUTDynkompiiziet Und FLUT Dxompiiziet. Warum die SAA-Konzentrationen im Gegensatz
zu AGP und Hp trotz der beschriebenen Vorerkrankungen niedrig waren, kénnte wiederum
durch die unterschiedlichen Halbwertszeiten der APPs verursacht sein. Niedrige SAA-
Konzentrationen bei erhéhten AGP- und/oder Hp-Konzentrationen kdnnten demzufolge Noxen
widerspiegeln, die schon vor mehreren Tagen eingetreten waren. Dies schlussfolgerten auch
Humblet et al. (2006), die erhéhte Hp-Konzentrationen bei physiologischen SAA-Werten bei
Kdhen nachwiesen.

Da die Anzahl der Katzen in der Gruppe DMunkompiiziert jedoch sehr gering ist, missen die ge-
schlussfolgerten Aussagen unter Vorbehalt getroffen werden. Es bedarf weiterer Studien mit
einer groReren Anzahl an diabetischen Katzen, welche im optimalen Fall keine zusatzliche
Erkrankungen haben, um definitive Schllisse bezliglich der durch einen DM induzierten APR
ziehen zu kénnen. Aufgrund der Vorerkrankungen der Katzen kann keine Aussage getroffen
werden, ob eine APR auch bei einem DM ohne weitere Erkrankungen oder Komplikationen
ausgeldst wird und ob sich die APPs in diesem Fall eventuell unterschiedlich verhalten. In
einer humanmedizinischen Studie konnte ein signifikanter Konzentrationsunterschied des
CRPs zwischen gesunden Probanden und Diabetikern ohne DKA und ohne weiteren
Erkrankungen nachgewiesen werden (Ma et al., 2012). Die Autoren schlussfolgerten, dass DM
bei diesen Patienten, welche an keiner Komplikation erkrankt waren, zu einer chronischen
geringgradigen APR fihre. Diese Folgerung wird von weiteren aktuellen humanmedizinischen
Studien bestatigt, in denen DM vom Typ-2 mit geringgradigen chronischen Entziindungen in
Verbindung gebracht wird, wobei Fettgewebe als sezernierendes Organ hier eine zentrale
Rolle spielt (Badawi et al., 2010).

Am Tag der Erstvorstellung waren die Konzentrationen von AGP bei den Katzen der Gruppe
DMiompiiziert S€Hr signifikant erhéht gegeniber den gesunden Katzen. SAA und Hp waren sogar
hoch signifikant erhoht. Die hochsten Konzentrationsanstiege wurden wie auch bei den an
FLUTD erkrankten Katzen fir SAA nachgewiesen. In der eben genannten human-
medizinischen Studie wurde auch ein signifikanter Konzentrationsunterschied des CRPs
zwischen gesunden Probanden und Diabetikern mit einer DKA festgestellt. Zudem waren auch
die CRP-Konzentrationen zwischen den Diabetikern mit und ohne DKA signifikant verschieden
(Ma et al., 2012). In der vorliegenden Studie gab es jedoch keine signifikanten Konzentrations-
unterschiede zwischen DMynkompiiziet UNd DMiompiiziet. FUr SAA wurden Konzentrationen > 100
pg/ml auf 100 pg/ml festgesetzt, da auf weitere Messungen mit héher verdiinnten Seren

verzichtet wurde und um falsch positive Aussagen zu vermeiden. Insgesamt wurden bei 4 von
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6 Katzen am Tag der Erstvorstellung SAA-Werte von > 100 ug/ml gemessen. Trotz der Fest-
setzung der SAA-Werte auf 100 pg/ml war der Konzentrationsunterschied zwischen den
gesunden Katzen und denen der Gruppe DMiompiiziert fUr dieses Protein hoch signifikant. Zudem
wurde ein p-Wert im Kruskal-Wallis-Test zwischen DMunkompliziet UNd DMiompiiziert VOn 0,07 fest-
gestellt. Daher kann vermutet werden, dass mit SAA-Werten von > 100 pyg/ml ein signifikanter
Konzentrationsunterschied zwischen diesen beiden Gruppen errechnet worden ware. Dies
wird auch in den ermittelten Sensitivitaten und Spezifititen der APPs verdeutlicht. SAA hatte
eine 100%ige Sensitivitat und eine 75%ige Spezifitat bezlglich der Diagnose einer DKA bei
diabetischen Katzen. Fir Hp ergab sich die gleiche Sensitivitat bei einer niedrigeren Spezifitat
von 25%. Mit einer Sensitivitat von 83,3% und einer Spezifitdt von 25% stellte sich AGP als
vergleichsweise ungeeigneter diagnostischer Marker zum Erkennen einer DKA bei
diabetischen Katzen dar. Die hohe Sensitivitat und Spezifitat fir SAA und die niedrigeren
Werte fur AGP kdnnen erneut durch die schon beschriebene Kinetik der Proteine erklart
werden. Die geringe Sensitivitat fir AGP ergibt sich aus einer AGP-Konzentration, welche
innerhalb des Referenzintervalls lag. Diese wurde bei Katze 24 gemessen, bei welcher am
Tag der Diagnosestellung schon erhdhte SAA-Werte gemessen wurden. Daher ist zu
vermuten, dass der niedrige AGP-Wert durch die Latenzzeit bis zum detektierbaren AGP-
Anstieg im Serum zu erklaren ist. Wie schon bei den an FLUTD erkrankten Katzen
beschrieben, missen aufgrund der geringen Anzahl an erkrankten Katzen diese Parameter
unter Berlicksichtigung der Konfidenzintervalle und unter Vorbehalt interpretiert werden. Die
grollen Konzentrationsspannen der Konfidenzintervalle verdeutlichen erneut, dass weitere
Studien mit einer gréReren Anzahl an Katzen bendtigt werden.

Von allen untersuchten Gruppen in der vorliegenden Studie (FLUTDunkompiiziert, FLUT Dxompiiziert,
DMunkompiiziert Und DMkompiiziert) Wurden die héchsten Konzentrationen fur AGP, SAA und fur Hp
am Tag der Erstvorstellung bei den Katzen mit einer DKA gemessen. Die Folge der Stoff-
wechselentgleisung wahrend einer DKA sind Bildung von freien Radikalen und Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen (Hoffman et al., 2003; Wei et al., 2009). Die resultierende
fulminante APR ist einer nicht-infektidsen systemischen Entziindungsreaktion (,Systemic
Inflammatory Response Syndrome®, SIRS) gleichzusetzen (Dalton et al., 2003). Damit stellt
die bei einer DKA ausgeldsten APR im Vergleich zu den anderen hier untersuchten die starkste
Immunantwort des Korpers dar.

Zusammenfassend formuliert flhrte ein nicht ketoazidotischer DM vermutlich aufgrund von
Begleiterkrankungen und Komplikationen zu einer gering- bis mittelgradigen Konzentrations-
erhéhung von hauptsachlich AGP und Hp, weniger von SAA. Ob ein DM ohne weitere
Komplikationen ebenfalls eine geringgradige APR verursacht, konnte nicht geklart werden. Im
Gegensatz dazu fuhrte eine DKA am Tag der Erstvorstellung zu einem hochgradigen

Konzentrationsanstieg dieser 3 APPs, welcher Ausdruck einer fulminanten APR ist. Es konnte

70



DISKUSSION

kein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den beiden Gruppen DMunkompiiziert UNd
DMiompiiziet festgestellt werden, wobei jedoch das Ergebnis fir SAA vermutlich ein falsch
negatives Resultat aufgrund des Studiendesigns darstellt. SAA scheint unter Berlcksichtigung
der kleinen Studienpopulation ein guter diagnostischer Biomarker zur Detektion einer DKA am

Tag der Erstvorstellung bei diabetischen Katzen zu sein.

6.2.4.2 Bedeutung hinsichtlich Monitoring

Die APP-Verlaufsmessungen der Gruppe DMunkompiziet Stimmten bei 3 der 4 Katzen mit der
klinischen Entwicklung der Patienten Uberein. Fur Katze 18 und 20, welche zuvor an einer
DKA und an einer Pankreatitis erkrankt waren, wurden anfanglich hdéhere APP-
Konzentrationen fur AGP und Hp gemessen. Dies spiegelt vermutlich das Ende der wahrend
der hyperglykdmischen Krise ablaufenden APR wider. Weder fur Katze 18 noch fur Katze 20
wurden erhohte SAA-Werte gemessen, was wiederum durch die Kinetik des Proteins erklart
werden kann. Die beiden Katzen waren bei den ambulanten Kontrollen von gutem Allgemein-
befinden und hatten sich von der DKA und der Pankreatitis erholt. Katze 17 wurde in gréReren
Abstanden vorstellig und war zu keinem Vorstellungstermin akut erkrankt. Jedoch litt sie an
chronischen Krankheiten (DM und chronische Pankreatitis). Bei ihr wurden stets gering- bis
mittelgradig erhdhte Hp-Konzentrationen nachgewiesen. Die AGP- und SAA-Konzentrationen
lagen innerhalb des Referenzintervalls. Warum nur Hp bei dieser Katze erhéht war, konnte
durch die vorliegende Arbeit nicht geklart werden. Mogliche Erklarungen, wie erhohte Hp-
Konzentrationen bei chronischen Erkrankungen durch eine langere Halbwertszeit oder weitere
Syntheseorte fur Hp, wurden bereits diskutiert. Bei Katze 19 stimmte der Konzentrationsverlauf
nicht mit dem Outcome Uberein. Bei ihr wurden in der ersten Probe deutlich erhdhte
Konzentrationen aller 3 APPs gemessen, welche bei der 2. Probe 12 Tage spater gesunken
waren. Diese Katze verstarb 4 Tage spater akut Zuhause. Die Latenzzeit vom Einsetzen einer
APR bis zum nachweisbaren Konzentrationsanstieg im Blut kédnnte daher bei einem akuten
Geschehen erklaren, warum der Konzentrationsverlauf nicht mit dem klinischen Ausgang
Ubereinstimmte. Zudem koénnten die anfanglich erhdhten Konzentrationen retrospektiv
hinweisend sein auf eine zusatzliche Erkrankung, welche trotz Konzentrationsabfall zum
Versterben der Katze fuhrte. Diese Ergebnisse der Verlaufskontrollen der 4 nicht
ketoazidotischen Katzen zeigen, dass APPs zum Monitoring hinsichtlich Begleiterkrankungen
und/oder Komplikationen bei diesen Patienten verwendet werden kdnnen, jedoch missen die
beschriebenen Limitationen (Latenzzeiten, unspezifische Induzierbarkeit) der APPs auch hier
beachtet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde nicht untersucht, inwieweit die APPs mit
den Glukose- oder Fruktosamin-Werten korrelieren. Jedoch lasst sich aus den Ergebnissen
dieser 4 Katzen erkennen, dass schlecht eingestellte diabetische Katzen APP-

Konzentrationen innerhalb des Referenzintervalls aufweisen kénnen (z.B. Tagesprofile von
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Katze 20) und umgekehrt (z.B. Katze 19).

Die APP-Verlaufsmessungen der Gruppe DMxompiziet Stimmten bei 5 der 6 Katzen mit der
klinischen Entwicklung und dem Therapieerfolg Uberein. Katze 21, 22 und 23 konnten erfolg-
reich behandelt werden. Fur sie wurden flir AGP, SAA und Hp stetig abfallende Konzentratio-
nen bis auf Konzentrationen im Referenzintervall gemessen. Eine Ausnahme stellt lediglich
Katze 21 dar, bei welcher vom Tag der Erstvorstellung bis zur 2. Probe ein AGP-Anstieg trotz
klinischer Besserung zu verzeichnen war. Der folgende abfallende AGP-Verlauf entspricht
jedoch dem klinischen Bild. Der anfangliche Konzentrationsverlauf konnte erneut durch die
Latenzzeit von der APR zum detektierbaren Anstieg im Serum verursacht sein. Vermutlich
wurde der Konzentrationspeak flir AGP 2 — 3 Tage nach Erstvorstellung erreicht. In diesem
Zeitraum wurde jedoch kein Serum zur Probenmessung gewonnen. Vergleicht man den
anfanglichen Hp- und den AGP-Verlauf der Katze 21 miteinander, scheint Hp schon vor AGP
den Konzentrationspeak erreicht zu haben, obwohl Hp ein moAPP darstellt und die beiden
Proteine zumindest einen zeitgleichen Konzentrationshdhepunkt erfahren (Kajikawa et al.,
1999). Das konnte begriindbar sein durch einen bereits vor Erstvorstellung erhéhten Hp-Level.
Ahnlich war bei Katze 24 zu dem Zeitpunkt des Tagesprofils nur die Hp-Konzentration erhéht.
Ungefahr ein Dreivierteljahr spater wurde die Katze mit einer hochgradigen Ketose vorstellig.
Eine Blutgasanalyse wurde aufgrund des Besitzerwunschs zur Euthanasie nicht mehr durch-
gefuhrt. Mit einer B-HB-Konzentration von 5,8 war die Katze jedoch mit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit an einer DKA erkrankt (Weingart et al., 2012a). Zu diesem Zeitpunkt waren nur
die Konzentrationen von SAA und Hp erhéht. Die AGP-Konzentration war kaum angestiegen.
Bei Katze 25 wurde flir SAA ein Konzentrationsabfall innerhalb des Referenzintervalls bei der
2. Probe detektiert, woraufhin ein deutlicher Anstieg folgte. Dies korreliert ebenfalls mit der
klinischen Entwicklung, da sie zwischen der 2. und 3. Probe entlassen, jedoch erneut am Tag
der 3. Probenentnahme vorstellig wurde mit einer DKA. Im Gegensatz dazu waren die AGP-
Konzentrationen stets gestiegen und das Hp-Level war annahernd konstant. Es bestatigt die
schon bei den an FLUTD erkrankten Katzen getroffene Schlussfolgerung, dass SAA nicht
alleinig zum Monitoring gemessen werden sollte. Ein dhnliches Fazit kann auch aus dem Ver-
lauf der Katze 26 gezogen werden, deren Outcome nicht mit dem Konzentrationsabfall der 3
APPs Ubereinstimmte. Jedoch waren die Konzentrationen von AGP und Hp weiterhin hoch-
gradig erhéht, wohingegen SAA schon deutlich gesunken war.

Der schnelle SAA-Abfall unabhangig von der klinischen Besserung oder Verschlechterung
wird auch durch das Ergebnis der verallgemeinerten linearen Modelle bestatigt. Hier war SAA
am Tag der jeweiligen Probenentnahme im Vergleich zu Tag 0 hoch signifikant niedriger. Fur
AGP und Hp wurde dagegen kein signifikanter Anstieg oder Abfall nachgewiesen, was durch
die Heterogenitat der einzelnen Verlaufe zu erklaren ist, welche in den Modellen zusammen-

gefasst werden. Dies bestatigt, dass zum Monitoring mindestens 2 APPs verwendet und inter-

72



DISKUSSION

pretiert werden sollten. In der vorliegenden Arbeit wurde bei den Katzen, welche sich von der
DKA erholt hatten, ein deutlicher Konzentrationsabfall von SAA und mindestens einem
weiteren APP nachgewiesen.

Zusammenfassend zeigten die Verlaufskontrollen der an einem nicht ketoazidotischen DM
erkrankten Katzen, dass AGP, SAA und Hp zum Monitoring hinsichtlich des Nachweises von
mdglichen Begleiterkrankungen und/oder Komplikationen Anwendung finden kénnen. Gering-
bis mittelgradige Konzentrationserhéhungen von AGP, SAA und Hp kénnen hinweisend auf
akute Begleiterkrankungen und/oder Komplikation des DM sein. Tendenziell wurden alleinige
Hp-Konzentrationserhéhungen bei chronischen Erkrankungen nachgewiesen. Zur Uber-
prufung dieser Hypothese bedarf es jedoch zuklnftige Studien. Bei an DKA erkrankten Katzen
kénnen gemeinsame Verlaufsmessungen von mindestens 2 der 3 APPs zur Uberpriifung des
Behandlungserfolges verwendet werden. Die schon beschriebenen Limitationen (unspezifi-
sche Induzierbarkeit und Latenzzeit bis zum nachweisbaren Konzentrationsanstieg) missen

weiterhin beachtet werden.

6.2.5 Korrelationen und beeinflussende Faktoren

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass jedes einzelne APP aufgrund der unter-
schiedlichen Kinetik eine eigene Information zur ablaufenden APR liefert. Wie schon
beschrieben stellt SAA bei der Katze das Protein mit dem schnellsten Anstieg und dem
schnellsten Abfall dar, wohingegen der Konzentrationsanstieg von AGP und Hp spater erfolgt.
Die Konzentrationen von Hp sind jedoch langer als die von AGP erhéht (Kajikawa et al., 1999).
Diese Unterschiede und Gemeinsamkeiten spiegeln sich auch in den errechneten Korrela-
tionen bei den erkrankten Katzen am Tag der Erstvorstellung wider. Die starkste Korrelation
mit einem rs von 0,77 wurde zwischen AGP und Hp festgestellt. Auch bei Kann et al. (2012)
wurde zwischen diesen beiden APPs die starkste Korrelation nachgewiesen (rs = 0,73). Eine
annahernd gleiche Korrelation mittleren Grades wurde zwischen SAA und Hp (rs = 0,62) und
AGP und SAA (rs = 0,61) ermittelt. Bei Kann et al. (2012) wurde hingegen eine starkere
Korrelation zwischen AGP und SAA (rs = 0,67) festgestellt, wobei die Korrelation zwischen
SAA und Hp (rs = 0,61) der in der vorliegenden Arbeit errechneten anndhernd entspricht. Bei
Strom Holst et al. (2011) wurde zwischen AGP und SAA sogar nur ein Pearson-Korrelations-
koeffizient von 0,60 berechnet. Zwischen welchen APPs die schwachste Korrelation besteht
scheint zu variieren. Es kann jedoch geschlussfolgert werden, dass bei der Messung von APP-
Profilen bestehend aus mindestens einem maAPP und einem moAPP die Messung von SAA
und Hp mehr Informationen liefert als die von AGP und Hp, da durch die hohe Korrelation
zwischen AGP und Hp ahnliche Verlaufe der beiden APPs zu erwarten sind.

Mogliche beeinflussende Faktoren der Korrelation kénnen unterschiedliche Reaktionen der

APPs je nach immunologischen Stimulus und die Zeitpunkte der Probenentnahme darstellen.
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Beispiele, dass APPs verschieden stark je nach Krankheit auf die Noxe reagieren kénnen, sind
beim Hund beschrieben. Bei einer Infektion mit Bordatella bronchiseptica wurde ein deutlich
starkerer CRP-Anstieg im Gegensatz zu einem schwacheren SAA-Anstieg nachgewiesen
(Yamamoto et al., 1994a; Yamamoto et al., 1994b; Martinez-Subiela et al., 2002). Bei einer
kaninen Parvovirose zeigte jedoch SAA den starksten Anstieg, wohingegen CRP weniger stark
angestiegen war (Yamamoto et al., 1993; Yule et al., 1997).

Dass der Zeitpunkt der Probenentnahme einen wesentlichen Einfluss auf die ermittelten APP-
Konzentrationen und damit auch auf Korrelationen zwischen den APPs hat, wurde durch die
Ergebnisse der verallgemeinerten linearen Modelle bestatigt. Fur AGP und Hp wurde ein
statistisch signifikanter Einfluss des Tages der Probenentnahme auf die Konzentrations-
differenz zum Tag 0 fir die Gruppen FLUTD unkompiiziert, FLUTDkompiiziet UNd DMiompiiziet NAChge-
wiesen. Fur SAA konnte dies statistisch nicht festgestellt werden vermutlich aufgrund der
heterogenen Verlaufe der einzelnen Katzen, welche im Modell zusammengefasst werden. Bei
Betrachtung der Verlaufskurven in den 3 Gruppen zeigt sich jedoch, dass SAA infolge der
Kinetik die schnellsten Konzentrationsanstiege und -abfalle aufweist. Der Zeitpunkt der
Probenentnahme hat daher wesentlichen Einfluss auf die gemessene Konzentration.
Einzelmessungen liefern nur eine ,Momentaufnahme® einer sich schnell verandernden
Serumkonzentration der APPs, weshalb von vielen Autoren die Durchfihrung von Verlaufs-
messungen anstatt einer einmaligen Messung angeraten wird (Ceron et al., 2008; Eckersall
und Schmidt, 2014).

Verknipft man diese Empfehlung mit der zur gemeinsamen Messung von mindestens einem
maAPP und einem moAPP kdénnen individuelle APP-Verlaufsprofile erstellt werden, anhand
derer die ablaufende APR hinsichtlich diagnostischer Fragestellungen und der Uberprifung
des Therapieerfolgs beurteilt werden kann. Ein Beispiel flr ein APP-Verlaufsprofil ist im
Anhang fur Katze 25 dargestellt (Anhang IX). An diesem Profil ist zu erkennen, dass die APPs
aufgrund einer unterschiedlichen Kinetik verschiedene Verlaufe zeigen. Wahrend AGP stetig
ansteigt, ist die Hp-Konzentration annahernd konstant. Die SAA-Werte hingegen fallen
zunachst und steigen dann wieder an. Es verdeutlicht erstens, dass jedes APP seine eigene
Information zur APR liefert und daher die gemeinsame Messung angeraten ist und zweitens,
dass einmalige Messungen aufgrund der sich schnell verandernden Konzentration

abzulehnen sind.

6.2.6 Limitationen der klinischen Studie

Eine erste Limitation der vorliegenden klinischen Studie stellt die kleine Studienpopulation dar.
Fir die Etablierung von Referenzintervallen wurde dies bereits diskutiert. In kleinen Stich-
proben ist die Wahrscheinlichkeit einer unbeobachteten Heterogenitat héher (Prein et al.,

1994). Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass in Studien mit einer héheren Anzahl
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an Katzen bestimmte typische APP-Konzentrationen nachgewiesen werden wirden, die in der
vorliegenden Arbeit nicht vertreten waren. Trotzdem sind die Katzen dieser Studie in ihrem
Signalement und ihrem klinischen Verlauf sehr heterogen und kénnen daher als reprasentativ
fur die Klinikpopulation angesehen werden. Zudem zeigten Vergleiche mit den Ergebnissen
anderer Studien ahnliche Konzentrationen und Schlussfolgerungen auf (Sasaki et al., 2003;
Tamamoto et al., 2008). Ein zweites Problem bei kleinen Stichproben beruht darauf, dass die
statistische Power, d.h. die Wahrscheinlichkeit signifikante Ergebnisse zu erhalten, von der
GroRRe der Stichprobe abhangt (Prein et al., 1994). Demzufolge flihren starkere Zusammen-
hange nicht zur Zurickweisung der Nullhypothese. Es besteht daher die Moglichkeit, dass
kleine Effekte in dieser Studie nicht nachgewiesen wurden, wie beispielsweise statistisch
signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den erkrankten Katzen. Aufgrund der
Einschlusskriterien, d.h. dass nur Serumreste verwendet wurden und dass mindestens 2
Proben zur Verfigung standen (davon eine vom Tag der Erstvorstellung bei den akut erkrank-
ten Katzen), konnten nicht mehr Katzen im Untersuchungszeitraum eingeschlossen werden.
Zudem wurden Konfidenzintervalle flr die Referenzintervalle und die Sensitivitdten bzw.
Spezifitidten angegeben, um diesem Aspekt der kleinen GruppengréfRe Rechnung zu tragen.
Eine zweite Limitation ist die Heterogenitat der Katzen. Sie erhdht zwar einerseits die Repra-
sentativitat der Stichproben. Auf der anderen Seite kbnnen die APP-Konzentrationen auch
durch Signalement und weitere Erkrankungen beeinflusst sein. Um diesen Aspekt zu bertck-
sichtigen wurden diese Parameter individuell fir jede Katze im Anhang (Anhang VII) aufgelistet
und es wurden die Kruskal-Wallis-Tests am Tag der Erstvorstellung sowie die Verlaufs-
messungen unter Einbeziehung dieser Variablen ausgewertet und diskutiert. Drittens waren
die Zeitpunkte der Probenentnahme bis auf den Tag der Erstvorstellung fir jede Katze
verschieden. Dies erschwerte eine einheitliche Auswertung. Durch die Verwendung die verall-
gemeinerten linearen Modelle fir die akut erkrankten Katzen wurde versucht, diesen Aspekt
zu berucksichtigen. Viertens waren die Katzen der Gruppe DMunkompiiziet ZWar nicht an einem
entgleisten DM erkrankt, aber alle Katzen hatten mindestens eine weitere Vorerkrankung.
Daher konnte, wie bereits diskutiert, keine Aussage bezlglich einer APR, welche alleinig durch
einen DM ausgel6st wird, getroffen werden. Eine weitere Limitation ist die Festsetzung von
SAA-Konzentrationen > 100 ug/ml auf 100 pg/ml. Fur eine genaue Bestimmung der Werte
hatten die Seren nach einer ersten und zweiten Dilution nochmals verdiinnt werden miissen,
worauf aufgrund des relativ hohen bendtigten Probenvolumens bei einem begrenzten Gesamt-
volumen der einzelnen Proben verzichtet werden musste. Daraus ergibt sich ein womaglich
falsch negatives Ergebnis im Kruskal-Wallis-Test im Vergleich zwischen DMunkompiiziet Und
DMiompiiziert. Auf der anderen Seite wurde der grolde Konzentrationsunterschied zwischen den
beiden Gruppen durch die hohe Sensitivitat und Spezifitat des SAAs zum Nachweis einer DKA

bei diabetischen Katzen reprasentiert. Daher hat diese Limitation nur einen geringgradigen
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Informationsverlust zur Folge. Die Proben mit einer festgesetzten SAA-Konzentration von 100
pa/ml wurden fur die Korrelationsberechnung ausgeschlossen. Daraus ergibt sich eine letzte
Limitation, da dieser statistische Test ebenfalls von der StichprobengréfRe abhangig ist und fir
AGP und Hp 26, fir SAA jedoch nur 22 Proben einbezogen wurden. Eine hinsichtlich der
Probenanzahl angeglichene Korrelationsberechnung mit nur je 22 Proben fir alle 3 APPs
wurde jedoch ahnliche Korrelationskoeffizienten in der gleichen Reihenfolge ergeben
(Ergebnisse nicht aufgefiihrt). Die Ergebnisse der Korrelationsberechnung sind daher nur

unwesentlich verzerrt.

6.2.7 Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick

Alles in allem konnte in der vorliegenden klinischen Studie gezeigt werden, dass AGP, SAA
und Hp bei an obstruktiver FLUTD erkrankten und bei diabetischen Katzen als Biomarker
hinsichtlich Diagnostik und Monitoring verwendet werden kénnen. Vom praktischen Stand-
punkt aus betrachtet kdnnen eine Harnrohrenobstruktion sowie eine DKA durch andere
Parameter diagnostiziert werden, welche im klinischen Alltag schneller und gunstiger durch-
fuhrbar sind als die Messungen der APPs. Zudem wird der diagnostische Nutzen der APPs
durch die unspezifische Induzierbarkeit der APR limitiert (Ceron et al., 2008; Eckersall und
Bell, 2010). Aus dieser Perspektive bedarf es keiner Messung von APPs zu diagnostischen
Zwecken bei den hier untersuchten Erkrankungen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigten jedoch, dass das diagnostische Potential eher im Nachweis von Komplikationen einer
schon detektierten Erkrankung liegt. Beispielsweise scheint Hp ein guter diagnostischer
Indikator zum Nachweis von komplizierten obstruktiven Formen der FLUTD am Tag der Erst-
vorstellung zu sein. Ein anderes Beispiel ist die Messung von CRP beim Hund zur Detektion
einer pulmonaren Hypertension bei Infektion mit Dirofilaria immitis (Venco et al., 2014). Durch
eine spezifischere diagnostische Zielsetzung, d.h. dem Nachweis von Komplikationen bei
einer schon diagnostizierten Grunderkrankung, kdbnnen héhere Sensitivitadten und Spezifitaten
ermittelt werden (Venco et al.,, 2014), da der diagnostische Nachteil, die unspezifische
Induzierbarkeit der APR, begrenzt wird. Trotzdem waren die berechneten Sensitivitdten und
Spezifitdten bei den an obstruktiver FLUTD erkrankten Katzen nicht optimal. Eine hoéhere
diagnostische Gulte ergibt sich, wenn im Gegensatz zur eigentlichen Erkrankung die
Komplikationen eine fulminante APR verursachen, wie beispielsweise bei den ketoazido-
tischen Katzen in der vorliegenden Arbeit.

Vom praktischen Standpunkt aus betrachtet sollten zum Monitoring eines erkrankten Tieres
immer das Allgemeinbefinden und die klinische Allgemeinuntersuchung an erster Stelle
stehen. Dies ist jedoch beispielsweise erschwert bei angstlichen oder gestressten Katzen,
welche wahrend der stationaren Betreuung haufig von reduziertem Befinden sind. Die

Messung der APPs kann daher von Vorteil sein, um zu unterscheiden, ob z.B. Inappetenz bei
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einer an FLUTD erkrankten Katze ein Zeichen von Angst oder ein Symptom einer Komplikation
oder weiteren Erkrankungen ist. Durch den schnellen Konzentrationsanstieg und -abfall der
APPs spiegeln Verlaufsmessungen die ablaufende APR und somit die Krankheitsaktivitat
wider und konnten zeitnah ein modgliches Scheitern oder einen Erfolg der Therapie
vorhersagen. Bei schwerkranken Katzen mit einem stark reduzierten Allgemeinbefinden, wie
den ketoazidotischen Katzen, kénnten daher fallende Konzentrationen erste Hinweise auf
einen Therapieerfolg noch vor einer deutlichen klinischen Besserung geben.

Zusammenfassend kdnnen Verlaufsprofile von APPs vom praktischen Nutzen hinsichtlich
Diagnostik und Monitoring sein fur an FLUTD erkrankte und diabetische Katzen. In der Human-
medizin gehort die Messung von CRP zur routinemalfigen blutchemischen Untersuchung
(Eckersall et al., 1999b). In der Veterindrmedizin sind die praktizierenden Tierarzte mit einem
Mangel an schnellen und validierten Testsystemen, mit fehlenden Referenzpraparaten und
einer fehlenden Qualitatssicherung der Messung konfrontiert (Eckersall, 2004). Fir den Hund
gab es in den letzten Jahren viele Fortschritte auf dem Gebiet der Messsysteme und der
klinischen Anwendung (z.B. Venco et al., 2014; Jasensky et al., 2015). Fir die Katze besteht
hier weiterhin reichlich Forschungsbedarf. Die vorliegende Arbeit stellt einen Beitrag dar, AGP,
SAA und Hp bei erkrankten Katzen als Biomarker hinsichtlich Diagnostik und Monitoring zu
etablieren. In der Zukunft sind jedoch weitere Studien notwendig, um das Potential der APPs

in der veterinarmedizinischen Praxis umzusetzen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Validierung eines ELISAs zur Messung des felinen Haptoglobins und Untersuchung der

Bedeutung von Akute-Phase-Proteinen als Biomarker bei erkrankten Katzen

Biomarker stellen Parameter biologischer Prozesse dar, welche objektiv gemessen und als
Indikatoren hinsichtlich Diagnostik, Prognostik und zur Uberwachung des Therapieerfolges
verwendet werden konnen. Als Akute-Phase-Proteine (APPs) werden Plasmaproteine
definiert, deren Serumkonzentrationen sich um mindestens 25% im Rahmen einer unspezi-
fischen systemischen Immunantwort verandern. Bei der Katze zahlen das saure a1-
Glykoprotein (AGP), Serum-Amyloid-A (SAA) und Haptoglobin (Hp) zu den APPs, wobei
aufgrund ihrer Kinetik AGP und SAA als ,major‘ und Hp als ,moderate” APPs klassifiziert
werden. Um diese Proteine als Biomarker bei Katzen zu etablieren, war das erste Ziel der
vorliegenden Arbeit die objektive Validierung eines Sandwich-ELISAs zur Messung des felinen
Hp. Das zweite Ziel umfasste die Untersuchung und Evaluierung von AGP, SAA und Hp als
Indikatoren hinsichtlich Diagnostik und Monitoring bei an einer obstruktiven Form der unteren
Harnwegserkrankung (obstruktive FLUTD) und an Diabetes mellitus (DM) erkrankten Katzen.
Es wurden Serumproben von 56 Katzen gesammelt, welche in einem Zeitraum von Juni 2012
bis Januar 2014 an der Klinik fir kleine Haustiere vorgestellt wurden. Die Validierungsstudie
des Hp-ELISAs beinhaltete die Erhebung der Prazision und der Richtigkeit (n = 6 Katzen), der
Nachweisgrenze, einen Methodenvergleich mit einem spektrophotometrischen Assay (n = 39)
sowie eine Overlap Performance (n = 47). Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe von
deskriptiver Statistik, Spearman Rangkorrelation (rs), Passing-Bablok-Regression, Bland-
Altman-Diagrammen und einem Kruskal-Wallis-Test. Die klinische Studie umfasste die
Ermittlung von Referenzintervallen fur AGP, SAA und Hp bei gesunden Katzen (n = 27) sowie
die Messung dieser 3 APPs bei erkrankten Katzen mit obstruktiver FLUTD (n = 16) und DM (n
= 10). Die Konzentrationen von SAA und Hp wurden mittels ELISA, von AGP mittels radialer
Immundiffusion bestimmt. Von den erkrankten Katzen wurden Proben am Tag der Erst-
vorstellung und bei folgenden Kontrolluntersuchungen gewonnen. Die an obstruktiver FLUTD
erkrankten Patienten wurden hinsichtlich der Diagnose weiterer Erkrankungen im Behand-
lungszeitraum und die an DM erkrankten Katzen beziiglich der Diagnose einer hochgradigen
Ketose oder diabetischen Ketoazidose in je 2 Gruppen unterteilt (FLUTDunkompiiziet, N = 7;
FLUTDxompiiziert, 7 = 9; DMunkompiiziet, 1 = 4; DMkompiiziet, 1 = 6). Die statistische Auswertung
erfolgte mithilfe von deskriptiver Statistik, der Berechnung von ein- bzw. zweiseitigen 95%igen
Referenzintervallen nach einer robusten Methode sowie Analysen der APP-Konzentrationen
der erkrankten Katzen am Tag der Erstvorstellung (Kruskal-Wallis-Tests, diagnostische

Sensitivitdt und Spezifitdt mit 95%igen Konfidenzintervallen, Spearman Rangkorrelation rs)
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und der Verlaufskontrollen (verallgemeinerte lineare Modelle). Das Signifikanzniveau wurde
auf a < 0,05 festgesetzt.

Die Ergebnisse der Validierungsstudie des Hp-ELISAs ergaben fur die Intra- und Inter-Assay-
Variationskoeffizienten (CVs) der 3 felinen Serumproben Werte von 2,5% bis 4,7% bzw. 7,1%
bis 11,6%. Bei der Verdunnungsstudie von 4 Proben wurden Wiederherstellungsraten von
108,1% bis 118,4% ermittelt. Die Wiederfindungsraten der 4 aufgestockten Proben ergaben
Quotienten von 90,8% bis 94,0%. Die Nachweisgrenze betrug 0,19 mg/ml. Im Methoden-
vergleich konnte eine sehr starke positive Korrelation (rs = 0,95; p < 0,0001) und ein propor-
tionaler Bias von -38,9% zwischen beiden Assays festgestellt werden. Die Ubereinstimmung
zwischen den Tests war fur klinische Zwecke nicht ausreichend. Die Overlap Performance des
ELISAs war zufriedenstellend. Zusammenfassend wies der kommerziell erhaltliche Sandwich-
ELISA eine akzeptierbare analytische und klinische Performance auf. Jedoch sollte
ausschlief3lich der ELISA oder der spektrophotometrische Assay aufgrund des ermittelten Bias
verwendet werden.

In der klinischen Studie wurde fir AGP ein oberes Limit des einseitigen 95%igen
Referenzintervalls von 380,2 pg/ml und fir SAA von 8,3 pug/ml ermittelt. Fir Hp konnte lediglich
ein oberes Limit eines zweiseitigen 95%igen Referenzintervalls von 2,05 mg/ml bestimmt
werden. Ein unteres Limit konnte aufgrund von Hp-Konzentrationen unterhalb der Nachweis-
grenze nicht berechnet werden. Die Auswertung der APP-Konzentrationen der gesunden und
der erkrankten Katzen ergab mehrere signifikante Konzentrationsunterschiede. Am Tag der
Erstvorstellung waren die AGP- und SAA-Konzentrationen der Gruppen FLUTDunkompiiziert,
FLUT Dkompliziet Und DMkompiiziert Signifikant im Vergleich zu den gesunden Katzen erhoht. Fur Hp
wurden signifikante Konzentrationserhdhungen im Vergleich zu den gesunden Katzen bei den
Gruppen FLUTDxompiiziert;, DMunkompliziet UNd  DMuompiiziet nachgewiesen. Die starksten
Konzentrationserhdhungen der 3 APPs wurden am Tag der Erstvorstellung bei den Katzen
der Gruppe DMiompiiziert €rmittelt. Fir SAA wurde bei den Katzen der Gruppen FLUT Dunkompiiziert,
FLUT Dkompliziet Und DMuompiiziert der hochste Konzentrationsanstieg im Vergleich zu AGP und Hp
bestimmt. Unter Berucksichtigung der kleinen Studienpopulation scheint Hp ein besserer
diagnostischer Biomarker als AGP und SAA zur Detektion von Katzen der Gruppe
FLUTDxompiiziet am Tag der Erstvorstellung zu sein. Bei den diabetischen Katzen stellte sich
SAA als ein sehr guter diagnostischer Indikator zum Nachweis von an einem komplizierten DM
erkrankten Katzen dar. Eine starke Korrelation wurde bei den erkrankten Katzen am Tag der
Erstvorstellung zwischen AGP und Hp festgestellt (rs = 0,77; p < 0,0001), wohingegen SAA
und Hp bzw. AGP und SAA fast annahernd gleiche, mittlere Korrelationen aufwiesen (rs = 0,62;
p =0,002 bzw. rs = 0,61; p = 0,002).
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Durch Auswertung der Verlaufsmessungen wurde eine gute Ubereinstimmung der klinischen
Entwicklung der Patienten mit den APP-Konzentrationsverldufen aufgezeigt. Bei der Inter-
pretation waren die unspezifische Induzierbarkeit der Akute-Phase-Reaktion, die Latenzzeit
vom immunologischen Stimulus bis zum nachweisbaren Konzentrationsanstieg zu beruck-
sichtigen sowie die Konzentrationsverldufe von mindestens 2 APPs einzubeziehen. Die kleine
Studienpopulation stellte eine wichtige Limitation der vorliegenden Arbeit dar, welche in die
Interpretation der Ergebnisse einbezogen wurde.

Zusammenfassend kénnen AGP, SAA und Hp bei an obstruktiver FLUTD und bei an DM
erkrankten Katzen als Biomarker hinsichtlich Diagnostik und Monitoring Anwendung finden.
Die Ergebnisse bestatigen die Empfehlungen zur Durchfiihrung von Verlaufsmessungen und
zur Messung von APP-Profilen bestehend aus mindestens einem ,major* und einem
.,moderate” APP. Die vorliegende Arbeit stellt einen Beitrag zur Etablierung von AGP, SAA und
Hp als Biomarker bei erkrankten Katzen dar. Zukinftige Studien hinsichtlich der Entwicklung
und Validierung schneller Testsysteme sowie dem klinischen Nutzen sind jedoch notwendig,

um das Potential der APPs in der veterinarmedizinischen Praxis umzusetzen.

80



SUMMARY

8 SUMMARY

Validation of an ELISA for measurement of feline haptoglobin and evaluation of acute

phase proteins and their role as biomarkers in diseased cats

Biomarkers are defined as parameters of biological processes that can be objectively
measured and used in diagnosis, prognosis, and in monitoring response to therapy. Acute
phase proteins (APPs) are plasma proteins whose serum concentration changes by at least
25% as part of a nonspecific systemic immune response. In cats, a1-acid glycoprotein (AGP),
serum amyloid A (SAA), and haptoglobin (hp) are recognized as acute phase reactants.
According to their kinetics in this species, AGP and SAA are classified as major, and hp as a
moderate APP. To establish these proteins as biomarkers in cats, the first aim of this study
was to objectively validate a sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for
measurement of feline hp. The second aim was to examine and evaluate the use of AGP, SAA,
and hp as diagnostic indicators and parameters for monitoring in cats with an obstructive
urinary tract disease (obstructive FLUTD) and diabetes mellitus (DM).

Serum samples were obtained from 56 cats from June 2012 until January 2014 at the Clinic of
Small Animals. The validation study of the ELISA for measurement of hp included an
assessment of precision and accuracy (n = 6 cats), detection limit, method comparison with
the spectrophotometric assay (n = 39), and evaluation of the overlap performance (n = 47).
Statistical analysis was performed using descriptive statistics, Spearman's rank correlation (rs),
Passing-Bablok regression, Bland-Altman difference plot and Kruskal-Wallis analysis. The
clinical study comprised the establishment of reference intervals for AGP, SAA, and hp in
healthy cats (n = 27) as well as measurements of these 3 APPs in diseased cats diagnosed
with obstructive FLUTD (n = 16) and DM (n = 10). SAA and hp concentrations were measured
using ELISA, AGP was determined by radial immunodiffusion. Samples from diseased cats
were collected on the day of initial presentation and on follow-ups. Cats with obstructive FLUTD
were subdivided based on the diagnosis of concurrent disorders during treatment
(FLUT Duncomplicated, 1 = 7; FLUT Dcompiicated, N = 9). Cats with DM were classified according to the
diagnosis of a severe ketosis or diabetic ketoacidosis (DMuncompiicated, M = 4; DMcomplicated, 1 = 6).
Statistical analysis included descriptive statistics, the calculation of 1- and 2-sided 95%
reference intervals using a robust method, and analysis of the APP-concentrations of the
diseased cats on the day of initial presentation (Kruskal-Wallis analysis, diagnostic sensitivity
and specificity with 95% confidence intervals, Spearman's rank correlation rs) and of serial
measurements (generalized linear models). Variables with p values < 0.05 were considered

statistically significant.
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The results of the validation study revealed coefficients of variation from 2.5 to 4.7% for intra-
assay variability and from 7.1 to 11.6% for inter-assay variability. The ratio of observed to
expected dilutional parallelism of 4 serum samples was 108.1 to 118.4%. The ratio of observed
to expected spike recovery of 4 serum samples was 90.8 to 94.0%. The detection limit was
0.19 mg/ml. Method comparison revealed a strong positive correlation (rs = 0.95, p < 0.0001)
and a proportional bias between the methods of -38.9%. Agreement between the methods was
not clinically acceptable. Overlap performance of the ELISA was deemed satisfactory. The
commercially available sandwich ELISA measures feline haptoglobin with an analytical and
overlap performance acceptable for clinical purposes. Given the observed bias, the ELISA
cannot be used interchangeably with the spectrophotometric assay.

In the clinical study, the upper limit of a 1-sided 95% reference interval for AGP was calculated
as 380.2 pyg/ml and for SAA as 8.3 pg/ml. For hp, the upper limit of a 2-sided 95% reference
interval was 2.05 mg/ml. A lower limit could not be determined due to hp-concentrations below
the detection limit. The evaluation of the APP-concentrations in healthy and diseased cats
revealed several significant differences. On the day of first presentation, the levels of AGP and
SAA of the groups FLUTDuncomplicated, FLUTDcompiicated, @nd DMocompiicatea Were  significantly
elevated in comparison to concentrations measured in healthy cats. For hp, a significant
elevation in concentration in comparison to the healthy cats was detected for FLUTD compiicated,
DMuncomplicated, @Nd DMcompiicates. The highest increases in concentrations of all 3 APPs on the
day of first presentation were noted in cats of the group DMcompiicated. SAA was revealed as the
APP with the highest increase in concentration in cats of FLUTDuncompiicated, FLUT Dcompiicated, @and
DMcompiicated- IN consideration of the limited study population, hp seems to be a better diagnostic
biomarker than AGP and SAA at detecting cats of the group FLUTDcompiicated ON the day of first
presentation. In the diabetic cats, SAA was deemed to be an excellent diagnostic indicator at
detecting cats with a complicated DM. A strong correlation was revealed between the
concentrations of AGP and hp in the diseased cats on the day of first presentation (rs = 0.77;
p < 0.0001). Medium correlations were determined between SAA and hp and between AGP
and SAA (rs = 0.62, p = 0.002; and rs = 0.61; p = 0.002, respectively).

The interpretation of the follow-up measurements of each patient showed a good agreement
between the response to treatment and the corresponding APP-concentration profiles over
time. For a correct evaluation, it was necessary to consider the nonspecific nature of an
induced acute phase reaction, the latent period from an immunological stimulus to a
measurable increase in concentration, and to include concentration profiles of at least 2 APPs.
The small study population was deemed as an important limitation, which was taken into
account when interpreting the results of this study.

In summary, AGP, SAA, and hp can be used as diagnostic and monitoring biomarkers in cats

with obstructive FLUTD and DM. The results of the study confirm the recommendations of
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performing serial measurements and APP-profiles consisting of at least one major and one
moderate APP. The current study contributes in establishing AGP, SAA, and hp as biomarkers
in cats. Future studies regarding the development and validation of rapid assay kits and the

clinical applicability are necessary to realize the potential of APPs in veterinary practice.
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Anhang I: Tabellarische Darstellung von bisher publizierten Konzentrationen fiir AGP, SAA und Hp bei gesunden Katzen und die verwendete Messmethode.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay; Hp, Haptoglobin;, M, Median;, MW, Mittelwert; R, Range; RI, Referenzintervall; SAA, Serum-Amyloid-
A; SD, Standardabweichung; SRID; Single Radial Immunodiffusion; TIA, turbidimetrischer Inmunassay)

Literatur AGP SAA Hp

Konzentration Assay Konzentration Assay Konzentration Assay

(ng/ml) (pg/ml) (mg/mlI)
Correaetal. | M: 220 SRID - - - -
2001 R: 100 — 440
Duthie etal. | RI: 100 — 480 SRID - - RI: 0,04 - 3,84 Spektrophotometrischer
1997 Assay, nicht kommerziell
Giordano et | MW + SD: SRID MW % SD: ELISA MW % SD: Spektrophotometrischer
al. 2004 1200 + 620 10,21+ 8,32 1,3+0,64 Assay
Kajikawa et | MW % SD: SRID MW + SD: ELISA MW + SD: SRID
al. 1999 244 1 + 96,1 16,6 +11,4 0,416 + 0,367
Kann et al. M: 515,0; SRID M: 1,2 ELISA M: 1,8 Spektrophotometrischer
2012 MW + SD: MW + SD: MW + SD: Assay

5328 £ 204.1: 1,8+2.3; 25+21

T Y R:0,1-12,7 R:0,1-7,4

R: 195 - 1120
Sasakietal. | - - MW + SD: ELISA - -
2003 0,6 £ 1,06

R:<0,34-3,6
Selting etal. | MW % SD: SRID - - - -
2000 501 + 377
Tamamoto - - MW: 0,14 TIA fir humanes SAA | - -
et al. 2008 R:0,0-0,9
RI: < 0,82
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Anhang lI: Auflistung der bisher untersuchten Erkrankungen und der gemessenen Akute-Phase-Proteine
(AGP, saures a1-Glykoprotein; Hp, Haptoglobin; SAA, Serum-Amyloid-A)

Erkrankung

Untersuchte APP

Literatur

Amyloidose bei orientalischen
Katzen

SAA*

DiBartola et al., 1989; Paltrinieri et al., 2015

Anamie bei entzlindlichen
Erkrankungen (lokale purulente
Prozesse)

AGP, Hp, Albumin

Ottenjann et al., 2006

Bronchopneumonie SAA Tamamoto et al., 2008

Cholangitis SAA Tamamoto et al., 2008; Tamamoto et al., 2013

Dermatitis SAA Tamamoto et al., 2013

Diabetes mellitus SAA Sasaki et al., 2003; Tamamoto et al., 2008;
Tamamoto et al., 2013

Epilepsie SAA Tamamoto et al., 2013

Experimentelle Entziindung AGP, SAA, Hp Harvey und Gaskin et al., 1978; Kajikawa et al.,
1999

Felines Asthma SAA Tamamoto et al., 2013

Feline Calicivirus Infektion AGP TerWee et al., 1997

Feline Chlamydiose AGP, SAA TerWee et al, 1998; Strom Holst et al., 2011

Feline Coronavirus-Infektion: nicht- AGP*, SAA, Hp Ceciliani et al., 2004; Giordano et al., 2004;

symptomatisch Paltrinieri et al., 2007b

Felines Immunodefizienz-Virus (FIV) | AGP*, SAA, Hp, Duthie et al., 1997; Paltrinieri et al., 2012; Gil et

CRP, Albumin al., 2014; Kann et al., 2014; Leal et al., 2014

Feline Infektiose Peritonitis (FIP) AGP*, SAA, Hp Harvey und Gaskin, 1978; Stoddart et al., 1988;
Duthie et al., 1997; Kajikawa et al., 1999;
Ceciliani et al., 2004; Giordano et al., 2004;
Bence et al., 2005; Ceciliani und Pocacqua,
2007; Paltrinieri et al., 2007a; Paltrinieri et al.,
2008; Paltrinieri et al., 2012

Felines Leukamie-Virus (FeLV) AGP* Duthie et al., 1997; Pocacqua et al., 2005

Gastroenteritis SAA Tamamoto et al., 2008; Tamamoto et al., 2013

Harnwegserkrankungen SAA Sasaki et al., 2003; Tamamoto et al., 2013

Hepatitis SAA Tamamoto et al., 2013

Hospitalisation AGP, SAA, Hp Kajikawa et al., 1999

Hyperthyreoidismus SAA Tamamoto et al., 2008; Tamamoto et al., 2013

Immunhamolytische Anamie SAA Tamamoto et al., 2008

Kardiomyopathie SAA Tamamoto et al., 2013

Lymphom AGP, SAA Correa et al., 2001; Tamamoto et al., 2008

Mykoplasmen-Infektion AGP, SAA, Hp Korman et al., 2012

Neoplasie AGP, SAA Selting et al., 2000; Sasaki et al., 2003; Hansen
et al., 2006; Paltrinieri et al., 2012; Tamamoto
et al., 2013; Tamamoto et al., 2014; Meachem
etal., 2015

Nephropathie SAA Sasaki et al., 2003; Tamamoto et al., 2008;
Tamamoto et al., 2013

Operativer Eingriff AGP, SAA, Hp Kajikawa et al., 1999; Sasaki et al., 2003;
Moldal et al., 2012

Pankreatitis AGP, SAA Tamamoto et al., 2008; Tamamoto et al., 2009;
Meachem et al., 2015

Rhinitis SAA Tamamoto et al., 2013

Splenektomie Hp Harvey und Gaskin, 1978

Verletzung SAA Sasaki et al., 2003

*Strukturelle Verdnderungen der Proteine wurden ebenfalls nachgewiesen.
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Anhang lll: Wiederholbarkeit nach Bland und Altman fiir 39 feline Serumproben gemessen als Duplikate im
spektrophotometrischen Assay ohne Riickrechnung der verdiinnten Proben.

Die durchgehende schwarze Linie stellt den Mittelwert der Differenzen zwischen den Doppelmessungen der
gleichen Probe, die 2 gestrichelten Linien stellen den Mittelwert der Differenzen + 1,96 x Standardabweichung (SD)
des Mittelwertes der Differenz dar. Der Mittelwert der Differenzen zwischen den Doppelmessungen war 0,08 mg/ml
mit einem 95% Konfidenzintervall (95% CI) von -0,01 - 0,16 mg/ml. SD war 0,26 mg/ml, die obere bzw. untere
Grenze betrug 0,59 mg/ml resp. -0,44 mg/ml (95% CI 0,44 - 0,74 mg/ml bzw. -0,58 bis -0,29 mg/ml). Zwei Proben
(d.h. 5% von 39 Serumproben) lagen aul3erhalb der oberen Grenze. Ohne Rlickrechnung der verdiinnten Proben
(n = 14) wies der spektrophotometrische Assay eine akzeptable Wiederholbarkeit auf.

(Hp, Haptoglobin; SD, Standardabweichung)
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Anhang IV: Tabellarische Darstellung des Signalements der gesunden Katzen (n = 27) und erkrankten Katzen (n = 26).
(BKH, Britisch Kurzhaar; EKH, Européisch Kurzhaar; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease; m, ménnlich; mk, ménnlich kastriert; n, Anzahl der Katzen; Norw. WK, Norwegische
Waldkatze; SD, Standardabweichung; w, weiblich; wk, weiblich kastriert)

Gruppe Klinisch gesunde Katzen Obstruktive FLUTD Diabetes mellitus
Anzahl der Katzen (n) 27 16 10
Geschlecht (n) mk (13), wk (12), m (1), w (1) mk (16) mk (5), wk (4), w (1)

Rassen EKH (19), BKH (2), Maine-Coon (2), Maine- EKH (8), Norw. WK (2), Perser (2), BKH (1), EKH (8), BKH (1), Perser (1)
Coon-Mix (2), Perser (1), Ragdoll (1) Karthauser (1), Karthduser-Mix (1), Maine-
Coon (1)
Median 5,0 8,0 11,0
Mittelwert 4,9 7.1 10,7
Alter in SD 3,5 2,8 3,4
Jahren | Minimum 0,5 3,0 6,0
Maximum 12 11,0 16,0
Shapiro- 0,021 0,058 0,64
Wilk-Test: p

Anhang V: Tabellarische Darstellung des Signalements der erkrankten Katzen (n = 26) nach Gruppen unterteilt.

(BKH, Britisch Kurzhaar; DM, Diabetes mellitus; EKH, Europdisch Kurzhaar; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease; m, ménnlich; mk, mannlich kastriert; n, Anzahl der

Katzen; Norw. WK, Norwegische Waldkatze; SD, Standardabweichung; w, weiblich; wk, weiblich kastriert)

Gruppe FLUTDunkompliziert FLUTDxkompliziert DMunkompliziert D Mkompliziert
Anzahl der Katzen (n) 7 9 4 6
Geschlecht (n) mk (7) mk (9) mk (4) wk (4), mk (1), w (1)
Rassen EKH (3), BKH, Karthauser-Mix, EKH (5), Karthauser, Maine-Coon, | EKH (4) EKH (4), BKH, Perser (je 1)
Norw. WK, Perser (je 1) Norweg. WK, Perser (je 1)
Median 8,0 9,0 11,0 11,0
Mittelwert 6,1 7,8 11,0 10,5
Alter in SD 23 3.1 52 21
Jahren | Minimum 3 3 6 8
Maximum 8 11 16 13
Shapiro- 0,008 0,11 0,15 0,25
Wilk-Test: p
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Anhang VI: Beschreibung der an obstruktiver FLUTD und an Diabetes mellitus erkrankten Katzen.
(DM, Diabetes mellitus; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease; n, Anzahl der Katzen)

verstorbener/euthanasierter
Katzen

Gruppe (n) Obstruktive FLUTD (n = 16) Diabetes mellitus (n = 10)
Gruppe FLUTDunkompliziert FLUTDxompliziert DMunkompliziert DMckompliziert
Anzahl der Katzen (n) 7 9 4 6

Anzahl (n) 0 2 1 3

Diagnostizierte
Vorerkrankungen (n Katzen)*

Futtermittel-Allergie (1),
Katzenschnupfen (1),
Obstruktive FLUTD (1)

Akute Zystitis (2),
Rezidivierende Zystitiden (1)

Pankreatitis (3),

DKA (2),
Hyperthyreose (2),
Futtermittel-Allergie (1)

Kardiomyopathie (1),
Nephropathie (1)

Weitere Primar- und/oder
Sekundarerkrankungen**

Anamie unter Therapie (6),
Pankreatitis (2),

Bakterielle Harnwegsinfektion
bei Erstvorstellung (2) und nach
Therapie (1),

Rezidiv Harnabsatzbeschwerden
nach Operation (2),

Thoraxerguss (1), Lungenddem (1)

*kk

Huftarthrose (1), Zystitis (1)

Anamie unter Therapie (5),
Hepatopathie (5),

Pankreatitis (4),

Bakterielle Harnwegsinfektion***
(),

Nephropathie (1)

Anzahl der Median 5 10
Tage der
stationaren Minimum 4 7
Betreuung****

Maximum 14 28

fur Glukose-Tagesprofil je 1 Tag

8

6

9

Anzahl der gemessenen
Proben (n Katzen)

2 Proben (6),
3 Proben (1)

2 Proben (5),
3 Proben (2),
6 Proben (2)

2 Proben (2),
3 Proben (1),
5 Proben (1)

2 Proben (2),
3 Proben (2),
4 Proben (2)

davon 6 Tages-
profile (4)

* zum Zeitpunkt der Erstvorstellung diagnostizierte akute (innerhalb der letzten 14 Tage) oder chronische Erkrankungen; ** Primar- und/oder Sekundarerkrankungen, welche nach

Erstvorstellung diagnostiziert wurden; *** Keimgehalt im Katheterharn = 10* CFU/ml; **** exklusive der verstorbenen/euthanasierten Katzen.
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Anhang VII: Auflistung der an obstruktiver FLUTD und an Diabetes mellitus erkrankten Katzen.
(BKH, Britisch Kurzhaar; DK, Diabetische Ketose; DKA, Diabetische Ketoazidose; DM, Diabetes mellitus; EKH, Européisch Kurzhaar; FLUTD, Feline Lower Urinary Tract Disease;

inkl., inklusive; m, ménnlich; mk, mannlich kastriert, Norw. WK, Norwegische Waldkatze; w, weiblich; wk, weiblich kastriert)

Alter Ge- Rasse Diagnostizierte Weitere Primar- und/oder Anzahl der Tage der Anzahl der
in schlecht Vorerkrankungen* Sekundarerkrankungen** stationdren Betreuung | Proben
Jahren (inkl. Reeinstellungen)
FLUTDunkompIiziert Katze 1 8 mk BKH - - 5 2
Katze 2 3 mk EKH - - 6 2
Katze 3 4 mk Norw. WK - - 4 2
Katze 4 8 mk Karthauser- | - - 9 2
Mix
Katze 5 8 mk EKH 5 Tage vor Erstvorstellung | - 14 3
in Behandlung wegen
obstruktiver FLUTD
Katze 6 8 mk EKH Futtermittel-Allergie - 5 2
Katze 7 4 mk Perser Katzenschnupfen 4 2
FLUTDxkompliziert Katze 8 7 mk EKH Rezidivierende Zystitiden Anamie, Rezidiv Harnabsatz- 7 2
beschwerden nach Operation
Katze 9 11 mk EKH - Anamie 10 2
Katze 10 3 mk EKH Akute Zystitis Anamie, Pankreatitis, 20 6
Bakterielle Harnwegs-
infektion*** bei Erstvorstellung
Katze 11 9 mk Perser Akute Zystitis Bakterielle Harnwegs- 9 3
infektion*** bei Erstvorstellung,
Inappetenz und Rezidiv Harn-
absatzbeschwerden nach
Operation
Katze 12 7 mk Norw. WK - Anamie, Pankreatitis 28 6
Katze 13 1 | 11 mk EKH - Thoraxerguss 6 2
Katze 14t | 10 mk Maine-Coon | - Lungenddem 4 2
Katze 15 3 mk EKH - Anamie, Bakterielle Harn- 13 3
wegsinfektion*** nach Therapie
Katze 16 9 mk Karthauser - Anamie 7 2
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D Munkompliziert Katze 17 15 mk EKH Hyperthyreose, - fur Glukose- 3
Pankreatitis Tagesprofil: 1
Katze 18 6 mk EKH Pankreatitis, DKA - fur Glukose- 2
Tagesprofil: 1
Katze 191 | 16 mk EKH Futtermittel-Allergie, Huiftarthrose , Zystitis fur Glukose- 2
Hyperthyreose Tagesprofil: 1
Katze 20 7 mk EKH Pankreatitis, DKA - fur Glukose- 5
Tagesprofil: 1
DMkompliziert Katze 21 11 wk EKH - Anamie, Bakterielle Harnwegs- | 8 4
infektion***, Hepatopathie,
Pankreatitis
Katze 22 11 wk EKH - Anamie, Bakterielle Harnwegs- 9 3
infektion***, Hepatopathie,
Nephropathie, Pankreatitis
Katze 23 12 wk EKH Nephropathie Anamie, Hepatopathie, 6 4
Pankreatitis
Katze 24 1+ | 13 mk BKH Kardiomyopathie - - 2
*kkk
Katze 251 | 8 wk EKH - Anamie, Hepatopathie, 13 3
Pankreatitis
Katze 26 t | 8 w Perser - Anamie, Hepatopathie 3 2

* zum Zeitpunkt der Erstvorstellung; ** Primar- und/oder Sekundarerkrankungen, welche nach Erstvorstellung diagnostiziert wurden; *** Keimgehalt im Katheterharn = 10* CFU/ml;
**** Bei dieser Katze wurde eine DK mit einer 3-HB-Konzentration von 5,8 mmol/l diagnostiziert. Da sich die Besitzer aus finanziellen Griinden fiir eine Euthanasie entschieden,

wurde keine weitere Diagnostik (inkl. vendser Blutgasmessung) durchgefiihrt; + Katze verstorben.
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Anhang VIII: Anpassungsgiite der verallgemeinerten linearen Modelle
(AGP, saures a1-Glykoprotein; Hp, Haptoglobin; SAA, Serum-Amyloid-A; QICC, Quasi-likelihood under
Independence Model Criterion)

Abhéangige Variable Unabhéangige Variable(n) QicC
[AGP]tag x - [AGP]rago (ug/ml) | Gruppe und Tag der Probenentnahme 3,23
[SAA]Tag x - [SAA]Tag o (ug/ml) Gruppe und Tag der Probenentnahme 459477
Gruppe 60609,8
[Hp]tag x - [Hp]tag 0 (Mg/ml) Gruppe und Tag der Probenentnahme 105,645
Tag der Probenentnahme 120,3

Anhang IX: Verlaufsprofil von AGP, SAA und Hp fiir Katze 25. Die Konzentrationen fiir AGP und SAA sind auf
der linken y-Achse, die Konzentrationen fiir Hp auf der rechten y-Achse aufgetragen. Die Tage der 3 Proben-
entnahmen sind durch Symbole dargestellt. Am Tag 0 wurde der Patient vorstellig wegen einer diabetischen
Ketoazidose (DKA). Die 2. Probenentnahme erfolgte wéhrend der stationdren Betreuung. 1 Woche nach der 2.
Probenentnahme wurde die Katze aufgrund einer erfolgreichen Behandlung nach Hause entlassen. Am Tag der 3.
Probenentnahme wurde sie erneut wegen einer DKA vorstellig. Die SAA-Konzentration am Tag 0 war > 100 ug/mi.
SAA-Werte > 100 ug/ml wurden auf 100 ug/ml festgesetzt.

(AGP, saures a1-Glykoprotein; Hp, Haptoglobin; SAA, Serum-Amyloid-A)
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