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1. Einleitung

1.1. Definition Dyspnoe:

Die dyspnoische Atmung duBlert sich subjektiv in dem Gefiihl von Atemnot, Lufthun-
ger oder Beklemmung. Meakins gab als praktische Wegleitung die Definition: ,,Von
Dyspnoe kann gesprochen werden, wenn ein Kranker die Notwendigkeit zu gesteiger-
ter Atemtétigkeit subjektiv empfindet” (Siegenthaler 2000,S 448, American Thoracic
Society 1999). Man unterscheidet dabei die Ruhe — und Belastungsdyspnoe sowie eine

akute und eine chronische Form der Dyspnoe (Classen et al. 1998).

1.2. Pathophysiologie der Dyspnoe:

Pathophysiologisch entspricht die Dyspnoe einem Missverhéltnis zwischen notwendi-
gem Gasaustausch und der dazu erforderlichen Leistung der Atemmuskulatur. Sie
kann durch die in Ruhe oder bei Arbeit gesteigerte Atemarbeit objektiviert werden.
Dyspnoe wird auch empfunden, falls eine normale Arbeit von einer insuffizienten
Atemmuskulatur geleistet werden muss. Da definitionsgemal3 die Dyspnoe eine sub-
jektiv empfundene Wahrnehmung ist, kann sie der Untersucher nicht feststellen. Nur
die Charakteristik einer verdnderten Atmung, wie Tachypnoe, Orthopnoe, periodische
Atmung usw., welche oft mit einer Dyspnoe einhergehen, ist erkennbar (Classen et al.
1998).

Zur Erfassung der Dyspnoe werden folgende Grade (Kategorien) nach der New York
Heart Association unterschieden (NYHA-Klassifikation):

- Kategorie I: Keine Dyspnoe.

- Kategorie II: Dyspnoe bei schwerer Belastung (Treppensteigen).

- Kategorie III: ~ Dyspnoe bei leichter Belastung (Gehen auf ebener Erde).



- Kategorie IV:

Ruhedyspnoe (Little et al. 1994).

Als Ursache einer Dyspnoe kommen folgende pathophysiologische Mechanismen und

Krankheiten in Frage:

extrapulmonal:

pulmonal:

Hypoxie, Hypoxdmie, Andmie, metabolische Azidose, Stérung im
Bereich des Atemzentrums, Fieber, Hyperthyreose, Graviditit,
Adipositas, emotionale Faktoren und Pharmaka, neuronale Sto-

rungen;

erhohte Atemwegswiderstdnde (Trachealstenose, Asthma, Bron-
chitis, Emphysem), verminderte Gasaustauschfldche und
Lungendehnbarkeit (Lungenfibrose), Totraumhyperventilation
(Lungenembolie), Thoraxdeformititen (Kyphoskoliose) und
Zwerchfellldhmung;

Erscheinungsformen der pulmonalen Dyspnoe:

Restriktion:

Obstruktion:

parenchymale: Atelektasen, Pneumonien,
Granulomatosen,
diffuse Lungenfibrose, Pneumo-
koniosen, Resektionen
extraparenchymale: Ergiisse, Pneumothorax, Kypho-

skoliose, Thorakoplastik, Pleuraschwarte

In- und exspiratorische Stenosen im Bereich der Bronchien und
Bronchiolen (Asthma bronchiale, chron. Bronchitis, Bronchiolitis,

Lungenemphysem, Lungenstauung)



kardial: Unfidhigkeit des Herzens, das vom Organismus benotigte Herz-
zeitvolumen bei normalem enddiastolischen Ventrikeldruck zu

fordern (Herzinsuffizienz).

1.3. Definition, Ursache und Verlauf der Herzinsuffizienz

,, Bel der Herzinsuffizienz ist das Herz nicht mehr in der Lage, die Gewebe mit genii-
gend Blut und damit geniigend Sauerstoff zu versorgen, um den Gewebestoffwechsel

in Ruhe oder unter Belastung sicherzustellen “ (Hoppe et al. S. 488-489:2005).

Das klinische Syndrom der Herzinsuffizienz betrifft jedoch als Folge einer initialen
primiren Myokardschdadigung den gesamten Organismus. Dabei unterscheidet man ein
Vorwirts- (,,forward failure®) und ein Riickwértsversagen (,,backward failure*). Dem
Vorwirtsversagen liegt eine verminderte Pumpfunktion des Herzmuskels zugrunde.
Im Riickwértsversagen konnen eine vermehrte Steifigkeit sowie eine verminderte Fiil-
lung beobachtet werden (Erdmann 2003). Es resultieren myokardiale Schwiche und
gesteigerte Ermiidbarkeit. Im Verlauf kommt es frithzeitig zur Aktivierung neuroendo-
kriner Gegenregulationsmechanismen auf lokaler und spéter auf systemischer Ebene.
Diese haben kurzfristig eine Steigerung des Herzminutenvolumens und die sichere
Versorgung lebenswichtiger Organe zum Ziel, tragen jedoch bei dauerhafter Aktivie-

rung erheblich zur Progression der Herzinsuffizienz bei.

Zu diesen Gegenregulationsmechanismen gehoren die Aktivierung des sympathischen
Nervensystems, die Stimulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems und die
gesteigerte Freisetzung von Vasopressin. Zusidtzlich haben weitere Faktoren, wie die
Aktivierung proinflammatorischer Zytokine oder freie Sauerstoffradikale, schidigende
Einfliisse auf das Myokard. Unter anderem aufgrund dieser Gegenregulation entwi-
ckelt sich dann in der Folge das Vollbild der chronischen Herzinsuffizienz (Erdmann

2003).

Fiir die Diagnose einer Herzinsuffizienz etablierten die Autoren der Framingham-

Studie Haupt- und Nebenkriterien. Die definitive Diagnose einer Herzinsuffizienz
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kann gestellt werden, wenn mindestens 2 Hauptkriterien oder 1 Hauptkriterium und 2
Nebenkriterien (sieche Tabelle 1) vorliegen. Dabei sollte ein Nebenkriterium nicht
durch eine andere pathophysiologische Konstellation zu erkldren sein (McKee et al.

1971).

Hauptkriterien
paroxysmale néchtliche Dyspnoe | Orthopnoe
Halsvenenstauung Kardiomegalie
feuchte Rasselgerdusche akutes Lungenddem
ZVD =16 cm H,0 mittlere Zirkulationszeit = 25 s
hepatojugulérer Reflux Gewichtsverlust = 4,5 kgin5d
Behandlung
3. Herzton mit Galopprhythmus
Nebenkriterien
Kndochelodeme Pleuraergiisse
nichtlicher Husten Vitalkapazitit < '/ Max.
Belastungsdyspnoe Tachykardie = 120/ min
Hepatomegalie Gewichtsverlust = 4,5 kgin5d
Behandlung

Tabelle 1: Haupt- und Nebenkriterien fiir die Diagnose einer Herzinsuffizienz
nach den Kriterien der Framingham-Studie (McKee et al. 1971).

Ursache der Herzinsuffizienz in den Industrieldndern ist meistens eine KHK (54-70%),
die bei 35-52% dieser Patienten von einer arteriellen Hypertonie begleitet ist. Eine iso-
lierte arterielle Hypertonie als alleinige Ursache der Herzinsuffizienz wird bei 9-20%
der Patienten angenommen (Hoppe et al. 2005). Die chronische Herzinsuffizienz hat
bei Minnern eine hohere Pravalenz als bei Frauen, wobei sich Priavalenz und Inzidenz
in den letzten zehn Jahren verdoppelt haben. Die Mehrzahl der Patienten mit chroni-
scher Herzinsuffizienz oder linksventrikuldrer Dysfunktion sind jedoch unentdeckt und
nicht ausreichend behandelt. Der natiirliche Krankheitsverlauf von Patienten mit systo-
lischer Herzinsuffizienz wird durch den Grad der Pumpfunktionsstérung, die Sym-
ptomatik, die Belastbarkeit und Begleiterkrankungen beeinflusst (Hoppe et al. 2005).
Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei ungefihr 50%, wobei die jihrliche Sterberate
vom Grad der Erkrankung abhingt. So liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei asympto-
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matischen Patienten bei 5% und bei Patienten im Stadium NYHA IV bei 30-80%. Bei
milder Herzinsuffizienz (NYHA 1I) liegt die jdhrliche Sterberate bei 10% und bei einer
Herzinsuffizienz Stadium NYHA III bei 20%. Von daher ist eine frithe Identifikation
der Herzinsuffizienz sehr wichtig. Dabei spielt die rechtzeitige medikamentdse Thera-
pie zur Verbesserung der Symptome, Verzogerung der Krankheitsprogression sowie
die Senkung der Morbiditdt und Mortalitdt eine entscheidende Rolle. Auch der Nach-

weis einer linksventrikuldren Dysfunktion ist hierbei essentiell (Mair et al. 2001).

1.4. Diagnostik bei Patienten mit akuter Dyspnoe

Allein in Europa werden pro Jahr iiber 1 Mio. Patienten wegen akuter Dyspnoe hospi-
talisiert. Bei mehr als der Hélfte dieser Patienten ist eine Herzinsuffizienz Ursache der
Atemnot (Miiller et al. 2003). Eine griindliche Anamnese, korperliche Untersuchung,
EKG, Thorax-Rontgenbild und die Sauerstoffsittigung stehen fiir eine schnelle Diffe-
rentialdiagnose zur Verfligung. Mit diesen Methoden ist es bei der Mehrzahl der Pati-
enten moglich, eine Herzinsuffizienz von anderen in Frage kommenden Erkrankungen
(z.B. Exazerbation einer chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung, Lungenembolie,
Pneumonie, Pneumothorax, Hyperventilation) abzugrenzen. Dagegen kann es vor al-
lem bei adipdsen Patienten, alten Patienten und Patienten mit Begleiterkrankungen
(z.B. koronare Herzkrankheit und COPD) schwierig sein, die Ursache der akuten
Dyspnoe auf der Notfallstation herauszufinden (Miiller et al. 2003). Hinzukommend
bilden z.B. das Auftreten von Bronchospasmen bei dlteren Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz (Asthma cardiale) sowie die schwer zu diagnostizierende diastolische
Herzinsuffizienz Faktoren, welche die Diagnose der Ursache der akuten Dyspnoe

meist erschweren konnen (Cabanes et al. 2001, Miiller et al. 2003).

1.5. Synthese, Struktur und Sekretion der natriuretischen Peptide

Als erstes natriuretisches Peptid wurde 1981 das Atriale natriuretische Peptid oder A-
type natriuretic peptide (ANP) beschrieben. Man fand eine Substanz in den Vorhdfen
von Ratten, welche eine natriuretische und vasodilatierende Wirkung aufwies. Die

Struktur dieser Substanz wurde 1984 identifiziert. 1991 konnte erstmalig das B-type
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natriuretic peptide aus dem Gehirn von Schweinen isoliert werden. Spiter stellte sich
jedoch heraus, dass die Herzkammern wesentlicher Bildungsort dieses Peptids sind
und nicht, wie vorher angenommen, das Gehirn. Als drittes Mitglied dieser Peptidfa-
milie konnte man das C-type natriuretic peptide isolieren, welches ein parakrines

Hormon mit hoher Konzentration im Gefaflendothel ist (Mair et al 2001).

Den Vorstufen der natriuretischen Peptide ist ein charakteristischer Aufbau aus einer
17-Aminosduren-Ring-Struktur mit einer Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinresten
gemein. Diese Ringstruktur zeigt bei den verschiedenen natriuretischen Peptiden gro-
Be Gemeinsamkeiten, dabei sind 11 der 17 Aminosduren in jedem NP gleich. Dieser
homologe Aufbau ist flir die Rezeptorbindung und fiir die biologische Aktivitit essen-
tiel. ANP und CNP zeigen weiterhin groBe Ubereinstimmungen bei allen Spezies,

wohingegen BNP sehr spezifisch fiir die jeweilige Spezies ist (Mair et al. 2001).

Der Ursprung von ANP und BNP ist groftenteils kardial. Sie sind zirkulierende Hor-
mone mit natriuretischer, vasodilatativer, renininhibierender, antimitotischer und lu-
sitropischer Wirkung. Somit stellen sie Schliisselregulatoren in der Salz- und Was-
serhomoostase und in der Regulation des Blutdrucks dar. Unter physiologischen Ver-
héltnissen werden ANP und BNP aus den kardialen Vorhofen freigesetzt. Bei links-
ventrikuldrer Dysfunktion, ventrikuldrer Hypertrophie und anderen pathologischen
Verdnderungen mit chronischer Druck- oder Volumenbelastung kommt es bei den
ventrikuldren Myozyten unter einer Modifikation des Phédnotyps zu einer ,,Wiederex-
pression‘ einiger fetaler Gene, darunter ANP und BNP. Somit werden unter diesen
Umstdnden die Herzkammern zur wichtigsten Quelle der natriuretischen Peptide, vor
allem jedoch des BNP. Das Plasmakonzentrationsverhéltnis von ANP : BNP dndert
sich folglich zugunsten des BNPs. Die menschlichen Gene fiir das ANP und BNP sind
auf dem Chromosomen 1 lokalisiert. Die Transkription der Gene wird von Zink-
Finger-Transkriptionsfaktoren (GATA 4 und GATA 6) reguliert. Die Expression von
BNP erfolgt im Vorhof und im Ventrikel des Herzens, wohingegen die ANP-
Expression im Ventrikel in den ersten postnatalen Wochen schnell herunterreguliert
wird. Beim Erwachsenen ist daher die ANP-Sekretion meist vorhofspezifisch (Mair et

al. 2001).
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BNP wird hauptsdchlich auf der Ebene der Proteinbiosynthese direkt synthetisiert,
wobei geringe Mengen auch in den Granula des Vorhofs und der Kammern gespei-
chert werden. Unter pathophysiologischen Verhéltnissen wird, wie oben erwéhnt, das
BNP hauptsichlich aus den Ventrikeln freigesetzt (Mair et al. 2001). Dabei spielt die
linksventrikuldre Dehnung bzw. die Wandspannung als Reiz eine wesentliche Rolle.
BNP wird dabei in NT-proBNP 1-76 und ein C-terminales Peptid mit 32 Aminosduren
(BNP) gespalten. ProBNP ist dabei das Substrat fiir die Serinprotease CORIN und
moglicherweise findet die Spaltung des BNP in den Kardiomyozyten statt. Die Rolle
des dabei entstehenden NT-proBNPs ist zum jetzigen Zeitpunkt noch vollig unklar
(Mair et al. 2001).

1.6. Funktion und Eigsenschaften der natriuretischen Peptide

ANP und BNP stellen natiirliche Antagonisten des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS) und des zentralen sowie peripheren sympathischen Nervensystems
dar. Alle drei natriuretischen Peptide werden auch in Strukturen des zentralen Nerven-
systems gebildet und verstirken iiber zentrale Wirkmechanismen deren periphere Wir-
kung: im Gehirn senken die NPs den Sympathikotonus, im Hypothalamus die Sekreti-
on von Arginin-Vasopressin und Kortikotropin. In Bereichen um den dritten Ventrikel
supprimieren sie die Natriumhomdostase und das Verlangen, Wasser zu trinken. Die
Freisetzung aller natriuretischen Peptide wird dabei durch andere Neurohormone wie

Endothelin, Arginin-Vasopressin und Phenylepinephrine verstarkt (Mair et al. 2001).

Die natriuretischen Peptide sind bei allen Zustdnden der Volumenbelastung mit gestei-
gerter Vorhof- und Kammerwandspannung, wie z.B. Herzinsuffizienz, Nierenversagen
und Leberzirrhose mit Aszites, erhoht. Die NPs senken ferner den systemischen und
pulmonalen Blutdruck, den vendsen Riickfluss und reduzieren den enddiastolischen
Druck in den Vorhofen und den Herzkammern. Dies hat eine Steigerung des Herzzeit-
volumens und eine bessere systolische und diastolische Funktion zur Folge. Weiterhin
hemmen die natriuretischen Peptide das parasympathische Nervensystem und damit
eine Vasokonstriktion. Sie steigern ebenfalls den koronaren und renalen Blutfluss, die

glomeruldre Filtrationsrate und die Urinausscheidung. Auch wird die Freisetzung von
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Renin und Aldosteron inhibiert, wobei ANP zusitzlich auch die Aldosteronbiosynthe-
se hemmt. Die natriuretischen Peptide unterstiitzen die antimitotische und antiprolife-
rative Aktivitdt im kardiovaskuldren System und modulieren das Zellwachstum sowie

die Proliferation und Kardiomyozytenhypetrophie (Mair et al. 2001, Ellis et al. 1998).

Natriuretische Peptide sind Liganden fiir drei unterschiedliche natriuretische Peptid-
Rezeptoren. Diese werden als NPR-A, NPR-B und NPR-C bezeichnet. Die Typ-A-
und -B-Rezeptoren sind Transmembranproteine und zéhlen zur Familie der Guanylat-
cyclase-Rezeptoren mit einer extrazelluliren Hormon-Bindungs-Doméne, einer trans-
membranen Doméne, welche die extra- und intrazelluliren Doméanen verbindet, sowie
einer intrazelluldren ,kinase-like-domain®, welche als negativer Regulator fiir die C-
terminale Guanylatcyclase-Doméne gilt. Die Rezeptorbindung der NPs an die NPR-A
und NPR-B erhoht die Produktion von intrazellulirem zyklischen Guanosinmono-
phosphat (cGMP), dem second-messenger der natriuretischen Peptide. Zyklisches
Guanosinmonophosphat vermittelt dann die beschriebenen Funktionen der natriureti-
schen Peptide iiber cGMP-gesteuerte Proteinkinasen, Phosphodiesterasen und Ionen-

Kanile.

Der Rezeptortyp NPR-A kommt am héiufigsten im Endothel groBer GefaBle vor und
bindet ANP mit der hochsten Affinitét, gefolgt von BNP (mit 10-fach niedrigerer
Affinitdt) und CNP. Im Gegensatz dazu findet der NPR-B seine haufigste Auspragung
im Bereich des ZNS und in geringerer Konzentration auch in der Gefamuskulatur. Er
bindet CNP mit der hochsten Affinitét, gefolgt von ANP und BNP. In Nieren und Ge-
faBen findet man den NPR-C, welcher mit den natriuretischen Peptiden in folgender
Reihenfolge interagiert: ANP > CNP > BNP. Dieser Rezeptortyp scheint {iber die bis-
her erwahnten Funktionen zusétzlich iiber einen Clearance-Mechanismus zu verfiigen.
Somit finden sich 95% der Clearance-Rezeptoren in den Nieren und Gefdflen. Ergéin-
zend konnen die Peptide auch enzymatisch abgebaut werden. Dieses erfolgt iiber
membranstindige, Zink enthaltende, neutrale Endopeptidase, welche sich vor allem in
den Nieren, der Lunge, dem ZNS und den neutrophilen Granulozyten nachweisen
lasst. Von den natriuretischen Peptiden besitzt das CNP die hochste Affinitdt zu den
neutralen Endopeptidasen, gefolgt von ANP und BNP, wobei die Affinitdt zu ANP
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deutlich hoher als die zu BNP ist. Die NEPs offnen die Ringstruktur der natriureti-
schen Peptide und inaktivieren sie auf diese Weise. Dadurch, dass das BNP die nied-
rigste Affinitit zu den Clearance-Rezeptoren und den neutralen Endopetidasen besitzt,
erklart sich die biologische Halbwertzeit, die mit 20 min ca. 7 mal langer ist als die des
ANP, mit ca. 3 min. Langere HWZ weisen jedoch die Spaltprodukte der Peptidvorstu-
fen auf. So besitzt NT-proANP 1-98 eine HWZ von ca. 1h und NT-proBNP 1-76 ca.
1-2 h (Mair et al. 2001, Ellis et al. 1998).

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es unterschiedliche Berichte iiber die in-vitro-Stabilitét
der natriuretischen Peptide. Es scheinen dabei verwendete Materialien einen Einfluss
auf die Stabilitdt der natriuretischen Peptide zu haben. So sollte auf das Verwenden
von Glasprodukten bei der Materialaufbewahrung verzichtet werden oder zuvor das
GefaB mit einem Silikonbezug beschichtet werden, da es sonst zur Absorption der NPs
in oder an die Glaswand kommen kann. In EDTA-Ro6rchen ist ANP bei Raumtempera-
tur fiir 2-3 h stabil. Es sollte jedoch schnell zentrifugiert und das Plasma bei -80 °C
eingefroren werden. Dadurch bleibt ANP fiir mehrere Monate stabil. NT-proANP ist
im EDTA-Plasma fiir vier Tage und im EDTA-Vollblut fiir drei Tage bei Raumtempe-
ratur stabil. BNP ist dagegen im EDTA-Vollblut bei Raumtemperatur fiir 24 h stabil.
Die Stabilitét verlangert sich aber im EDTA-Plasma bei -20 °C auf einen Monat. Nach
drei Monaten bei -20 °C fillt der BNP-Spiegel auf ca. 50% des Ausgangswertes. NT-
proBNP ist im EDTA-Plasma fiir 6-24 h stabil (Mair et al. 2001).

1.7 Funktion, Eigenschaften und Sekretion der Surfactant Proteine

Surfactant Proteine der Lunge sind eine komplexe Mischung aus Lipiden (90%) und
Proteinen (5-10%), welche die groe Oberflachenstruktur der Alveolarepithelien bede-
cken. Sie reduzieren dabei die Oberflaichenspannung der Lunge, um den Kollaps der
Lunge wéhrend der Respiration zu vermeiden. Surfactant wird von den Alveolar-
epithelzellen Typ II synthetisiert und in Organellen, den so genannten Lamellarkorper-
chen, gespeichert. Dieses wird dann in den Alveolarspalt abgegeben, wo es schlieBlich
das so genannte tubuldre Myelin bildet, welches ein Zwischenprodukt des entstehen-

den Lipidfilms, der die Alveolen bedeckt, ist. Dipalmitoylphosphatidylcholin ist dabei
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die Hauptlipidkomponente des Surfactants mit einem iiber 90%igen Hauptanteil aus
Phospholipid (Kishore et al. 2006, Whittset und Weaver 2002, De Pasquale et al.
2004).

Es gibt vier Proteine des Surfactant, die eng mit den Surfactant-Lipiden in der Lunge
assoziiert sind, SP-A, SP-B, SP-C und SP-D. SP-B (14kDa) und SP-C (6kDa) sind
kleine und stark hydrophile Proteine, die eine wichtige Bedeutung in der Bildung der
Phospholipidstrukur, Adsorption von der Luft-Lipid-Grenze, sowie bei der Erniedri-
gung der Oberflichenspannung der Alveolen besitzen. SP-B stabilisiert teilweise die
Phospholipidstruktur durch seine Interaktion mit DPPC. Ahnlich soll SP-C bei der
Stabilisierung der Phospholipidstruktur beteiligt sein (Kishore et al. 2006, Whittset
und Weaver 2002, De Pasquale et al. 2004).

Surfctant Protein-A und SP-D sind grof3e hydrophile Proteine. Thre Basisstruktur bein-
haltet eine N-terminale, dreifach-helikale Kollagenregion sowie eine homotrimere li-
gandenspezifische Domine, die so genannte C-Type-Lectin- oder Carbohydrat-spezi-
fische Region. Die SP-D-Konzentration im Surfactant der Alveolarepithelien ist zehn-
fach geringer als die des SP-A. Ungefdhr 75% des SP-D wird in der bronchoalveolidren
Lavage gefunden. Es bindet an Phosphatidylinositol sowie an Glucosylceramide. SP-A
und SP-D scheinen eine wichtige Rolle beim Abwehrmechanismus von respiratori-
schen Pathogenen und Allergenen zu besitzen (Kishore et al. 2006, Whittset und Wea-
ver 2002, De Pasquale et al. 2004).

Surfactant Protein-B ist das Kleinste der Surfactant Proteine, welche im Blut derzeit
nachweisbar sind. In seiner Endform ist es hydrophob (5 bis 8 kDa), in seiner mittleren
Form ist es hydrophil (26 bis 42 kDa) und im Blut nachweisbar. Surfactant Protein-B
ist fiir die normale Lungenfunktion notwendig. Die bisher angenommene Bildung und
Freisetzung erfolgt in den Alveolarepithelzellen Typ II sowie in den Clara-Zellen der
Lunge, von welchen es in die Alveolen sezerniert wird. SP-B gelangt auch bei Be-
schidigung der alveolokapilliren Membran durch einen Konzentrationsgradienten
zwischen Alveoli und Blut ins Plasma (Kishore et al. 2006, Whittset und Weaver
2002, De Pasquale et al. 2004).

16



Des Weiteren fiihrt ein erhohter Pmv z.B. im Rahmen eines kardialen Lungenddems
zu einer strukturellen Lasion der alveolokapilliren Membran, was als ,,stress failure*
(Belastungsfehler) bezeichnet wird und zu einer Ruptur der Komponenten der alveolo-
kapillaren Membran fiihrt. Weiter konnte eine gesteigerte mikrovaskuldre Proteinper-
meabilitét, als sogenanntes ,,pore stretching® nachgewiesen werden. Diese beiden Me-
chanismen fiihren zu einem weiteren Austritt von SP-B in das Plasma (De Pasquale et

al. 2004, Hawgood 2004).

SP-D gehort zur Gruppe der C-type-Lectine mit Kollagenregionen. Es besteht aus vier
Regionen, einem N-terminalen Cystein, an welches sich eine dreifach gefaltete Kolla-
genregion anschliefit, welche von einer Alphahelix-Struktur fortgesetzt wird und in
einem C-terminalen Ende mit C-type-Lectin endet. SP-D setzt sich zusammen aus Oli-
gomeren mit einer GroBBe von 130 kDa, welche aus drei identischen Polypeptidketten
von 43 kDa bestehen. Menschliches SP-D ist in einer 520 kDa tetramerischen Struktur
mit vier Untereinheiten enthalten, die iiber ihr N-terminales Ende miteinander ver-
kniipft sind (Kishore et al. 2006, Whittset und Weaver 2002).

Surfactant Protein-D scheint bei der Homdostase der Surfactant Proteine der Lunge
eine Rolle zu spielen sowie die Immunantwort des Lungengewebes zu beeinflussen

(Pastva et al. 2007, Shepherd 2002).

1.8. Hypothese und Zielsetzung

Die Hypothesen der Studie lauten wie folgt:

v" Erhohte NT-proBNP-Plasmaspiegel erlauben im Vergleich zu anderen neuro-
endokrinen Markern mit hoher Sensitivitdt und Spezifitit die rasche Diagnose

der kardialen Ursache einer akuten Dyspnoe.

v' Erhohte Surfactant-Protein-B- und Surfactant-Protein-D-Plasmaspiegel erlau-
ben im Vergleich zu anderen neuroendokrinen Markern mit hoher Sensitivitit
und Spezifitit die rasche Diagnose der pulmonalen Ursache einer akuten
Dyspnoe.

17



v" Erhohte NT-proBNP-, Surfactan-Protein-B- und Surfactant-Protein-D-Plasma-
spiegel erlauben im Vergleich zu anderen neuroendokrinen Markern mit hoher
Sensitivitit und Spezifitdit die rasche Diagnose der Ursache einer akuten

Dyspnoe.

Ziel der Untersuchung ist, in einer prospektiven Analyse Patienten mit akuter Dyspnoe
einer vollstindigen klinischen und apparativen Diagnostik zuzufiihren. Die entspre-
chende Diagnose (kardiale vs. nicht-kardiale Ursache) soll mit dem Ausmaf} der neu-
roendokrinen Aktivierung, insbesondere dem NT-proBNP, Surfactant Protein-B und
Surfactant Protein-D, in einen Zusammenhang gesetzt werden. Somit konnten fiir die
Zukunft Laborparameter validiert werden, die die entsprechende technische Zusatz-
diagnostik bereits frithzeitig in eine spezielle Richtung lenken kénnen und so zur ef-

fektiven und kostensparenden Ressourcennutzung fithren konnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenrekrutierung und Patientenzahl

Es wurden alle Patienten eingeschlossen, die sich unter Beriicksichtigung der Ein- und
Ausschlusskriterien, wegen einer akuten Dyspnoesymptomatik in der Notaufnahme
des Klinikums der Georg-August-Universitit-Gottingen vorstellten. Es wurden 81 Pa-

tienten in die klinische Studie eingeschlossen.

2.1.1. Einschlusskriterien

» Mindestens 18 Jahre
» Einverstandnisfahigkeit

2.1.2. Ausschlusskriterien

» terminale oder akut dekompensierte schwere chronische Erkrankung (maligne
Erkrankung, terminale Niereninsuffizienz) zum Zeitpunkt der Rekrutierung,

» Demenz oder floride Psychose,

» unzureichende Kommunikationsfahigkeit (schlechte Deutschkenntnisse, Apha-

sie)

2.1.3. Studienablauf und Studiendesign

Die Rekrutierung der Patienten erstreckte sich in dem Zeitraum vom 01.08.2002 bis
zum 18.09.2004.

Im Rahmen der Aufnahme und Erstversorgung der Patienten in der Notaufnahme des
Klinikums der Universitdit Gottingen wurden die Patienten in die klinische Studie
,Wertigkeit von NT-proBNP, Surfactant Protein-B und Surfactant Protein-D als diffe-
rentialdiagnostischer Parameter bei Patienten mit akuter Dyspnoe* gemal3 Studienpro-

tokoll aufgeklart und, bei schriftlicher Einwilligung, eingeschlossen. Es folgte eine
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sofortige Blutabnahme zur Bestimmung der neuroendokrinen Aktivierung. Unabhén-
gig davon erhielten die Patienten die iibliche klinische, laborchemische und apparative

Diagnostik.

Die Studie ist eine randomisierte prospektive Doppelblind-Studie. Patienten und Probe
erhielten eine Nummer. Die Entblindung der NT-proBNP, Surfactant-Protein-B- und
Surfactant-Protein-D-Plasmaspiegel erfolgte nach der Zuordnung der Patienten in die
unterschiedlichen Ursachengruppen der akuten Dyspnoe. Die Zuordnung in die Ursa-
chengruppen der Dyspnoe vor Entblindung erfolgte unter Beriicksichtigung der A-
namnese, klinischen Symptomatik und der routinemafigen diagnostischen Befunden

in der Notaufnahme.

2.1.4. Parameter zur differentialdiagnostischen Beurteilung der akuten Dyspnoe

Zur differentialdiagnostischen Beurteilung wurden bei den rekrutierten Patienten fol-

gende Daten erhoben:

v" vollstindige klinische Untersuchung, Routinelaborparameter, Kreatininclea-
rence, Echokardiografie, Rontgen-Thorax, wenn die letzte Aufnahme langer als
6 Monate zuriicklag, weitere als notwendig erachtete Untersuchungen (z.B.
Lungenszintigraphie, Spiral-CT), EKG, Alter, Geschlecht, Body Mass Index,
Korperoberflache, Auskultationsbefunde, Puls, Blutdruck

v" Vorerkrankungen:

KHK, Herzinsuffizienz, Klappenvitien, andere kardiale Erkrankungen,
pulmonale Erkrankungen (z.B. COPD, Pleuraergiisse, Pneumothorax), arte-
rielle Hypertonie, Diabetes mellitus, zerebrovaskuldre Erkrankungen,
periphervaskuldre Erkrankungen, Hyperlipiddmie, Familienanamnese,
Hyperthyreose, nutritiv-toxische Anamnese (z.B. Alkoholabusus,

Mangelerndhrung, Berufsanamnese)
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v" Raucher
o ehemalig
o aktuell
Sobald im Verlauf klinisch durchfiihrbar:

v" Lungenfunktion.

2.2. Probengewinnung

Im Rahmen der Routineblutentnahme in der Notaufnahme des Klinikums der Univer-
sitat-Gottingen wurden eine zusétzliche 4,5 ml Heparin-Monovette und eine 1.5ml
EDTA-Monovette Blut abgenommen. Diese wurden unverziiglich bei 3000 U/min und
Raumtemperatur fiir zehn Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Plasma ext-
rahiert und in gekennzeichneten Aliquots bei minus 79°C bis zur weiteren Messung

eingefroren.

2.3. Messung von NT-proBNP

Die Messung des NT-proBNPs wurde durch einen ElectroChemiLumineszenz Immu-
noAssay (,,ECLIA®) mittels Immunoassay Analyseautomaten Elecsys 2010 (Roche
Diagnostics®) und MODULAR ANALYTICS E170 (Elecsys Modul) durchgefiihrt.
Dies stellt einen immunologischen in vitro Test zur quantitativen Bestimmung von N-
terminalen pro-BNP in Humanserum und —plasma dar.

Der Messbereich des Elecsys® Systems liegt zwischen 5-35.000 pg/ml bzw. 0.6-4130
pmol/l (definiert durch die Nachweisgrenze und das Maximum der Masterkurve).
Werte unterhalb der Nachweisgrenze werden als < Spg/ml bzw. < 0.6 pmol/l angege-
ben. Werte oberhalb des Messbereichs werden als > 35.000 pg/ml bzw. > 4130 pmol/l
angegeben oder verdiinnt (F2) entsprechend bis 70.000 pg/ml bzw. 8277 pmol/l.

Das Aufmischen der Mikropartikel vor Gebrauch erfolgte automatisch. Die Testpara-

meter iiber den auf den Reagenzien befindlichen Barcodes wurden eingelesen.
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Fiir die Messung mittels E170/Elecsys 2010 wurden die gekiihlt gelagerte Reagenzien
vor der Beladung auf ca. 20°C temperiert und in den Reagenzrotor (20°C) des Gerites
platziert. Schaumbildung wurde dabei vermieden. Das Temperieren, Offnen und

SchlieBen der Flaschen sowie die Messungen erfolgten automatisch.

2.3.1. Messung SP-B und SP-D

Zur Bestimmung von Surfactant Protein-B wurde ein ELISA-inhibition-assay (kompe-
titive Inhibition) wie von Doyle et al. (1995) zur Bestimmung von Surfactant Protein-
A beschrieben verwendet. Dabei wurde zur Isolation von Surfactant Protein-B 125 ul
Blutserum mit 500 ul 10 mM Tromethamin verdiinnt. Nach 10 miniitiger Zentrifuga-
tion bei Raumtemperatur wurden 125 ul einer Losung von 3% Natriumlaurylsulfat und
12% Triton X-100 (vol/vol) hinzugegeben und fiir weitere 10 Minuten zentrifugiert.
Die Losung wurde in ELISA Platten mit polyklonalen Antikérpern Po-B inkubiert
(No. 2595; Costar, Cambridge, MA).

Durch eine zweite ELISA Platte, welche mit Surfactant Protein-B beschichtet wurde,
konnten durch Verwendung Alkalin-Phosphatase-konjugierter IgG gegen Hasenim-
munoglobuline und 15 mM Disodium p-Nitrophenyl-Phosphat in 1,0 mM Diethano-
lamin sowie 0,5 mM Magnesiumchlorid als Substrat freie Antikdrper bestimmt wer-
den. Nach 30 Minuten wurde die Absorption des Substrates bei einer Wellenldnge von
405 nm durch Bio-Rad EIA Messer (Model 2550; Bio-Rad Laboratories, Richmond
CA) bestimmt. Ein ,,Microman* ELISA-Platten-Messprogramm (Bio-Rad Laborato-
ries) wurde benutzt, um eine Standardkurve zu rekonstruieren und die Konzentration
von SP-B in jeder Probe zu berechnen. Alle Proben wurden dupliziert und in vier fort-
laufenden Verdiinnungen bestimmt. Standards, in vierfacher Ausfiihrung, waren in
jeder ELISA Platte in acht verschiedenen Verdiinnungen enthalten. (Messbereich 7,8
bis 1000 ng/ml; r > 0.98) (Doyle et al. 1995, Doyle et al. 1997).

Zur Bestimmung des Surfactant Protein-D wurde ein kommerzielles ELISA System
spezifisch fiir SP-D verwendet (BioVendor, Heidelberg, Deutschland). Die Tests wur-

den nach den Angaben des Herstellers mit einem Messbereich von 1.56 bis 100 ng/ml

22



verwendet. Bei Werten iiber 100 ng/ml wurde die Probe weiter verdiinnt und die Kon-
zentration entsprechend des Verdiinnungsfaktors berechnet.

Dieser Test ist ein Sandwich-ELISA-System zur Bestimmung des humanen SP-D. Fiir
diesen Assay wurden die Proben in mit monoklonalen anti-humanen SP-D Antikor-
pern beschichteten Mikrotitervertiefungen (96 wells) inkubiert. Nach der Inkubation
iiber Nacht wurde das Substrat mit dem mitgelieferten Waschpuffer dreimalig ausge-
waschen. AnschlieBend wurde ein Meerrettich-Peroxidase-Konjugat hinzugefiigt und
fiir 120 Minuten inkubiert. Nach einem erneuten dreimaligen Auswaschen konnte das
Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit dem mitgelieferten Losungsmittel (Tetramethyl-
benzidin) reagieren. Die Reaktion wurde nach 20 Minuten durch die Zugabe einer sau-
ren Losung gestoppt. AnschlieBend wurde die Absorption mit einem ,,microplate* Le-
ser bei 450 nm gemessen. Der Absorptionsgrad ist proportional zur Konzentration des
SP-D. Eine Standardkurve wurde durch das Aufzeichnen eines Absorptionswerts ge-
gen ein Standardmaterial vom Hersteller ermittelt. Die Konzentrationen unbekannter
Proben wurden durch das Benutzen der Standardkurven bestimmt. Die Antikérper wa-

ren kreuzreaktiv fiir Pferde, Affen, Schweine und Schafe.

2.3.2. Validierung der Messverfahren

Die Serum- bzw. Plasmaproben wurden beschriftet und nach der Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 3000 U/min bis zur Messung bei -79°C eingefroren.

Die in der Routinediagnostik eingesetzten Standardverfahren benétigen keine weiter-
gehende Validierung. Die Assays zur Bestimmung der Plasmaspiegel neuroendokriner
Marker wurden bereits von der Herstellerfirma (Roche® Diagnostics, BioVendor) eva-
luiert und zusétzlich in der Abteilung fiir klinische Chemie der Universitit Gottingen
einer analytischen Uberpriifung unterzogen.

Um die Reproduzierbarkeit der SP-B-Messergebnisse zu bestimmen, wurde eine Probe
15-fach gemessen. Die Assay-Variabilititen innerhalb einer Platte wurden durch die
Analyse von 16 reproduzierten Patientenproben untersucht (Doyle et al. 1997).

Auch bei der Messung der SP-D- Konzentration mittels kommerziellem ELISA wurde

die Zuverldssigkeit der Messergebnisse iiberpriift. Die dem Kit beiliegenden
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Kontrollproben wurden bei jeder Messung analysiert. Die Ergebnisse wurden nur ver-
wendet, wenn die Werte der Kontrollproben in den vom Hersteller festgelegten Berei-

chen lagen.

2.4. Echokardiografie

Die echokardiografischen Untersuchungen erfolgten in der Abteilung Kardiologie und
Pneumologie der Georg-August-Universitit Gottingen am Aufnahmetag. Die Echo-
kardiografie wurde von erfahrenen Untersuchern unter Verwendung standardisierter
Techniken gemill der American Society of Echocardiography durchgefiihrt (Sonos
550, Philips, 4 MHz-Schallkopf) (Biering et al. 2005).

2.5. Statistische Datenerhebung und Verarbeitung

Es handelt sich bei dieser Studie um eine prospektive klinische Studie. Die Untersu-
cher waren gegeniiber den Plasmakonzentrationen der natriuretischen Peptide sowie
der Surfactant Proteine geblindet. Klinische Faktoren zwischen den vier Gruppen wur-
den mittels Kruskal-Wallis —Test unter Verwendung des % -Test erhoben. Die Signifi-

kanz wurde als o = 5% festgelegt.

Lineare Diskriminanzanalysen (LDA) wurden verwendet, um die Gruppen der Luftnot
unter Beriicksichtigung von NT-proBNP, SP-D oder SP-B zu klassifizieren. All diese
Gruppen, inkl. Alter, wurden zusétzlich der multiplen LDA unterzogen. Die Klassifi-
kationsgenauigkeit, 1.S. der richtig klassifizierten Patienten, wurde mittels Leave-one-
out Kreuzvalidierung evaluiert. Statistische Analysen wurden zum Teil mit SAS

(V9.1, SAS Institute) und teilweise mit freier Software R V2.6 (www.r-project.org)

vollzogen.
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3. Ergebnisse

3.1. Subgruppen der akuten Dyspnoe

Wir klassifizierten die Patienten in vier Subgruppen in Bezug auf die Ursache der aku-
ten Dyspnoe: (1) ,,kardial* (n=43), (2) ,,pulmonal* (n= 18), (3) ,,kardiopulmonal* (n=
10) und (4) ,,extrakardiopulmonal* (n=10). Diese Einteilung erfolgte mit Hilfe der kli-

nischen Routinediagnostik und der zur Verfligung stehenden Befunde.

In Tabelle 2 werden Serumplasmaspiegel des NT-proBNP, SP-D und SP-B sowie das
Alter und der BMI aller Patientengruppen festgehalten. Interessant ist, dass die NT-
proBNP Plasmakonzentrationen in den Gruppen der kardialen- sowie der kardiopul-
monalen Ursachen der akuten Dyspnoe signifikant (p<0,01) hoher waren als in den
iibrigen Gruppen. Zusétzlich zeigt sich eine signifikant hohere Plasmakonzentration
des SP-D (p<0,05) in der Gruppe der kardial bedingten akuten Dyspnoe im Vergleich
mit den iibrigen Gruppen. Die SP-B Plasma-Konzentrationen zeigten keinen signifi-

kanten Unterschied zwischen den einzelnen Subgruppen der akuten Dyspnoe.

Parameter kardial pulmonal kardio- extrakardio- p

(Mittelwerte = |[(Mittelwerte £ pulmonal pulmonal
SD n=43) SDn=18) | (Mittelwerte = | (Mittelwerte =

SD n=10) SD n=10)

NTproBNP
4020,3 4585 | 3114,2 £ 8506 | 5604,2 + 3368 | 691,6 £ 1577 [<0,0001

(pg/ml)

SP-B (ng/ml) |23184,9 + 8024 |24170,2 + 7389|29115,6 + 10872(24381,6 + 8897| 0,4051

SP-D (ng/ml)| 145.6+93,3 | 103.8+63,4 | 108.8+86,7 | 68.8+21,3 | 0,0061

Alter (Jahren)| 72.6+11,5 62.8+ 14,3 71.8+9.6 57.0+ 18 0,0034

BMI 28.1+£1.0 26.2+1.0 252+1.3 29.6 +1.8 0,2566

Tabelle 2: Mittelwerte der Serumplasmaspiegel von NTproBNP, SP-B und SP-D mit Standardabweichenung sowie Alter und

Body-Mass-Index der einzelnen Subgruppen der akuten Luftnot
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Es fand sich ein signifikanter Unterschied beim Alter (p<0,05) zwischen den einzelnen
Untergruppen der akuten Dyspnoe. In der kardialen Gruppe (72,6 Jahre + 11,5) sowie
in der kardiopulmonalen Gruppe (71,8 Jahre + 9,6) der akuten Dyspnoe zeigte sich ein
signifikant élteres Patientenkollektiv als in den iibrigen Subgruppen der akuten

Dyspnoe (Tabelle 2).

.

kardial kardiopulmonal pulmonal extrakardio-
pulmonal

Alter in Jahren

Abbildung 1: Das Alter in Abhéngigkeit von der Ursache der akuten Dyspnoe (Box-Plot mit Median, 25.,und 75. Perzentile:
graue Box; 5. und 95. Perzentile: horizontale Striche). * signifikanter (p<0,05) Unterschied im Alter zwischen der kardialen

und kardiopulmonalen Gruppen der akuten Dyspnoe und den nicht kardialen Subgruppen der akuten Dyspnoe

In Tabelle 3 werden die Charakteristika des Gesamtkollektivs sowie der einzelnen
Subgruppen der akuten Dyspnoe gegeniibergestellt. Die Gruppen mit einer kardialen
Genese der akuten Dyspnoe hatten einen hoheren Anteil an Patienten mit einer arte-

riellen Hypertonie als die tibrigen Patientengruppen.
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extra-

Parameter Gesamt- o dial pulmonal kardio- — kardio- P

kollektiv pulmonal pulmonal () test)
N 81 43 18 10 10

Alter (Jaéllr)e)’ MEANE (844139 72,6+11,5 62,8+143 71,849,6 57,0418 0.0034
Mé‘mnlich?;) ()}eschlecht 54 54 66 70 70 0.1229
BMI (ke %2) MEANE - ogel 28,141 26241 252+13 29,6518 0.2566
Nikotinabusus (%) 33 34 28 30 22 0.6358
mle)liilljlestigﬁ)) 23 26 11 41 16 0.3052
Hypertonie (%) 60 76 34 50 44 0.0061
Hyperchcz};)s)terinéimie 23 32 11 0 16 0,0638

Tabelle 3: Patientencharakteristika des Gesamtkollektivs sowie der Untergruppen der Ursachen der akuten Dyspnoe

3.2. Patienten mit kardialer Ursache der akuten Dyspnoe

Das Durchschnittsalter der Patienten mit einer kardialen Ursache der Dyspnoe lag bei
72,6 Jahren (SD =+ 11,5 Jahre, n=43, m=18, w=25). Der mittlere NT-proBNP-
Plasmaspiegel lag bei 4020,3 pg/ml (SD + 4585,7 pg/ml, n=43), der mittlere Surfac-
tant-Protein-B-Plasmaspiegel bei 23184,9 ng/ml (SD £8024,2 ng/ml, n=43) und der
mittlere Surfactant-Protein-D-Plasmaspiegel bei 145.6 ng/ml (SD £ 93,3 ng/ml,
n=43).

Es findet sich ein signifikanter Unterschied der Serumplasmaspiegel des Surfactant
Protein-D (p<0,05) zwischen der Gruppe mit einer kardialen Ursache der Dyspnoe und
der pulmonalen, extrakardiopulmonalen und gemischt kardiopulmonalen Gruppe der
akuten Dyspnoe. Dabei zeigten sich in der Gruppe der kardialen Ursache der akuten

Dyspnoe signifikant hohere Serumplasmaspiegel des SP-D als in den iibrigen Sub-
gruppen.
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Abbildung.2: Surfactant-Protein-D-Plasmaspiegel in logarithmischer Auftragung (ng/ml) in Abhéngigkeit von der Ursache
der akuten Dyspnoe (Box-Plot mit Median, 25.,und 75. Perzentile: graue Box; 5. und 95. Perzentile: horizontale Striche).
*signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der kardialen- und den iibrigen Ursachengruppen der akuten Dyspnoe.

3.3. Patienten mit kardiopulmonaler Ursache der akuten Dyspnoe

Die Patienten mit einer gemischt kardiolpulmonalen Ursache der akuten Dyspnoe wa-
ren im Mittel 71,8 Jahre alt (S.D £+ 9,6 Jahre, n=10, m= 7, w=3). Der mittlere NT-
proBNP-Plasmaspiegel lag bei 5604,2 pg/ml (SD+3367,6 pg/ml, n=10), der mittlere
Surfactant-Protein-B-Plasmaspiegel bei 29115,6 ng/ml (SD+10871,9 ng/ml, n=10),
und die mittlere SP-D Konzentration bei 108,8 ng/ml (SD £ 86,7 ng/ml, n=10).

Es zeigte sich, dass in den Gruppen mit einer kardialen sowie gemischt kardio-
pulmonalen Ursache der akuten Luftnot signifikant hohere NT-proBNP Plasmaspiegel
(p<0,01) im Vergleich mit den Untergruppen einer extrakardialen und pulmonalen

Ursache einer akuten Dyspnoe auftreten.
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Abbildung.3: NT-proBNP-Plasmaspiegel mit logarithmischer Auftragung (pg/ml) in Abhéingigkeit von der Ursache der
Dyspnoe (Box-Plot mit Median, 25.,und 75. Perzentile: graue Box; 5. und 95. Perzentile: horizontale Striche)

*signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der kardialen- und kardiopulmonalen Gruppe und den iibrigen Ursachengrup-
pen der akuten Dyspnoe.

3.4. Patienten mit pulmonaler Ursache der akuten Dyspnoe

Die Patienten mit einer pulmonalen Ursache der Dyspnoe waren im Mittel 62,8 Jahre
alt (SD = 14,3 Jahre, N=18, m=12, w=6). Der mittlere NT-proBNP-Plasmaspiegel lag
bei 3114,2 pg/ml (SD £8506,2 pg/ml, n=18). Der mittlere Surfactant-Protein-B-
Plasmaspiegel lag bei 24170,2 ng/ml (SD £7389 ng/ml, n=18), die mittlere SP-D-
Plasmakonzentration bei 103,8 ng/ml (SD +£63,4 ng/ml, n=18).

3.5. Patienten mit extrakardiopulmonaler Ursache der akuten Dyspnoe

Die Patienten mit einer extrakardiopulmonalen Ursache der akuten Luftnot waren im
Mittel 57,0 Jahre alt (SD#18 Jahre n=10, m=7, w=3). Der mittlere NT-proBNP-
Plasmaspiegel lag bei 691,6 pg/ml (SD + 1576,5 pg/ml, n=10). Der mittlere Surfactant
Protein-B-Plasmaspiegel lag bei 24381,6 ng/ml (SD+8897,4 ng/ml, n=10). Der durch-
schnittliche SP-D Wert betrug 68,8 ng/ml (SD =+ 21,3 ng/ml, n=10).

Es zeigte sich kein Unterschied des Surfactamt-Protein-B-Plasmaspiegels zwischen
den einzelnen Untergruppen bei Patienten mit akuter Dyspnoe.
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Abbildung.4: Surfactant Protein-B-Plasmaspiegel logarithmischer Auftragung (ng/ml) in Abhéngigkeit von der Ursache der
akuten Dyspnoe (Box-Plot mit Median, 25.,und 75. Perzentile: graue Box; 5. und 95. Perzentile: horizontale Striche). Kein
signifikanter Unterschied zwischen den Ursachengruppen.

3.6. Klassifikation der Ursachen der akuten Dyspnoe

Diejenigen Parameter, die sich zwischen den Subgruppen der akuten Dyspnoe als
signifikant herausgestellt haben, wurden zur Klassifikation mittels Diskriminanzanaly-
se verwendet. Dies waren NTproBNP, SP-D und das Alter.

Mit diesen Parametern konnten 41 Patienten (52%) richtig in ihre Subgruppen der Ur-
sache der akuten Dyspnoe klassifiziert werden. Dabei lag die beste Korrelation in der
kardialen, kardiopulmonalen und extrakardiopulmonalen Gruppe der akuten Dyspnoe
mit 60% richtig klassifizierten Patienten sowie die schlechteste Korrelation in der
Gruppe der pulmonalen Ursache der akuten Dyspnoe mit 4 Patienten (22%).

Die folgende Tabelle gibt die Anzahl an korrekten bzw. falschen Zuordnungen bei ei-

ner Reklassifikation wieder.

Gruppe kardial pulmonal kardio- extrakardio-
pulmonal pulmonal
Anzahl (n) 43 18 10 10
richtig . . . )
Klassifiziert 26 (60%) 4 (22%) 6 (60%) 6 (60%)

Tabelle 4: Klassifikation mit linearer Diskriminanzanalyse (52% gesamt richtig klassifiziert) unter Verwendung NT-proBNP,

Alter und SP-D
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Die Diskriminanzanalyse zur Klassifikation von Patienten der vier Subgruppen der
akuten Dyspnoe anhand der NT-proBNP-Plasmaspiegel zeigte in der Gesamtgruppe
32 Patienten (40%) korrekt klassifiziert. Dabei lag die hochste Rate der richtig klassi-
fizierten Patienten anhand des NT-proBNP-Plasmaspiegels in der Gruppe der kardio-
pulmonalen Ursache der Dyspnoe mit 8 (80%). Die niedrigste Klassifikation zeigte
sich in der Patientengruppe mit einer pulmonalen Ursache der akuten Luftnot mit 1
(5%). Bei der Subgruppe der kardial bedingten akuten Dyspnoe wurden 17 (40%) und
bei der Patientengruppe mit einer extrakardio-pulmonalen Ursache der akuten Luftnot

6 (60%) richtig klassifiziert.

Gruppe kardial pulmonal kardio- extrakardio-
pulmonal pulmonal
Anzahl (n) 43 18 10 10
richtig . . ) .
Klassifiziert 17(40%) 1 (5%) 8 (80%) 6 (60%)

Tabelle 5: Klassifikation mit linearer Diskriminanzanalyse (40% gesamt richtig klassifiziert) unter Verwendung von NT-
proBNP

In den Subgruppen mit einer kardialen Ursache der Luftnot wurde fiir die AUC der
Plasmakonzentrationen des NT-proBNP ein Wert von 0,83 [0,72 - 0,95] bestimmt. Der
optimale ,,cut-off* lag bei 982,8 pg/ml. Hier betrdgt die Sensitivitit 89%, die Spezifitit
79%, der negativ pradiktive Wert 79% und der positiv pradiktive Wert 89% fiir eine

kardiale Ursache der akuten Dyspnoe.
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Abb.5: ,,Receiver operator characteristics® (Roc) Kurve des NT-proBNP (pg/ml) zur Detektion einer kardialen Ursache der
akuten Luftnot.

In den Subgruppen der Patienten mit einer kardialen Ursache der Luftnot zeigte sich
im Vergleich zu den NT-proBNP-Plasmaspiegeln fiir das SP-D eine niedrigere AUC
mit 0,68 [0,56 - 0,80]. Weiterhin zeigte sich eine Sensitivitidt von 68%, eine Spezifitét
von 71 %, ein negativ pradiktiver Wert von 54% und ein positiv pradiktiver Wert von
82% bei einem ,,cut-off“-Wert von 92 ng/ml hinsichtlich einer kardialen Ursache der

Luftnot.
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Abb.6:,,Receiver operator characteristics® (Roc) Kurve des SP-D (ng/ml) zur Detektion einer kardialen Ursache der akuten
Luftnot
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Tabelle 6a und 6b zeigen den positiv und negativ pradiktiven Wert sowie die Spezifitét

und Sensitivitdt flir NT-proBNP, SP-D und das Alter zur Detektion einer kardialen

Genese der akuten Dyspnoe.

Parameter Sensitivitit Spezifitit AUC cut-off

NTproBNP 0,89 0,79 0,83 982,8

(pg/ml) [0,78-0,96] [0.59-0,92] [0,72-0,95]

SP-D (ng/ml) 0,68 0,71 0,68 92
[0,54-0,80] [0.51, 0,87] [0.56-0,80]

Alter (Jahre) 0,79 0,64 0,73 68
[0,66-0,89] [0,44-0,81] [0,61-0,85]

Tabelle 6a : AUC, Sensitivitat, Spezifitét, fir die Plasmakonzentration des NT-proBNP, SP-D und des Alters zur Diagnose
der kardialen Ursache der akuten Luftnot

Parameter positiv negativ richtig Kklassifiziert
priadiktiver Wert priadiktiver Wert
NTproBNP (pg/ml) | 0,89 0,79 85 %
[0,78-0,96] [0,59-0,92]
SP-D (ng/ml) 0,82 0,54 69 %
[0,67-0,92] [0,37-0,71]
Alter (Jahre) 0.81 0,62 74 %
[0,67-0,90] [0,42-0,79]

Tabelle 6b: negativ und positiv pradiktiver Wert fiir die Plasmakonzentration des NT-proBNP, SP-D und des Alters zur

Diagnose der kardialen Ursache der akuten Dyspnoe.
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4. Diskussion

Die akute Dyspnoe geht mit verschiedenen kardiorenalen, himodynamischen sowie
neurohormonellen Verdnderungen und ggf. in der Folge mit einer hohen Morbiditét
und Mortalitit einher. Nachdem erstmals erhdhte Plasmaspiegel von NT-proBNP bei
der Herzinsuffizienz gemessen worden sind, begannen verschiedene Untersuchungen
zur diagnostischen Aussagekraft und prognostischen Wertigkeit der neurohormonalen
Aktivierung bei Patienten mit akuter Luftnot. Allgemein zeigte sich dabei die kardio—
pulmonale Diagnostik als zeitaufwindig und nicht immer diagnose- bzw. symptom-
korreliert. Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die Bestimmung
von natriuretischen Peptiden in der Notaufnahme zusammen mit klinischen Parame-
tern die Zeit bis zur Diagnosefindung und zum Therapiebeginn verkiirzen kann. Zu-
dem konnen die Aufenthaltsdauer im Krankenhaus, auf der Intensivstation und die
Behandlungskosten gesenkt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bei Pati-
enten mit Luftnot auf Grund einer kardialen oder pulmonalen Grunderkrankung die
schnelle Diagnostik und Behandlung die Morbiditdt und Mortalitdt reduzieren kénnen

(Miiller et al. 2004, Moe et al. 2007).

Die natriuretischen Peptide konnen die Behandlungskosten, welche 1997 in den USA
auf 5,5 Millionen US$ geschitzt wurden, um ca. 26% senken (Miiller et al. 2004).
BNP und NT-proBNP scheinen die aussagekréftigsten neurohumoralen Pradiktoren
fiir die linksventrikuldre Funktion und ein prognostischer Marker der Herzinsuffizienz

zu sein (Throughton et al. 2000, Richards et al. 1998, Maisel et al. 2002).

Die Freisetzung der neurohumoralen Peptide erfolgt bei einer Erh6hung der kardialen
Wandspannung aus den Myozyten sowie bei einer erhohten Volumen- und Druckbe-
lastung (Trougthon et al. 2000, Miiller et al. 2004). Verschiedene Studien haben die
Aussagekraft des NT-proBNP als differentialdiagnostischen Marker der akuten Luft-
not in der Notaufnahme untersucht (Januzzi et al 2005, Ray et al. 2004, McCullough et

al. 2002). Wie in unserer Studie zeigte sich in diesen Studien ein vergleichbar hoher
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Aussagewert der natriuretischen Peptide fiir eine kardiale Ursache der akuten
Dyspnoe.

Wir untersuchten die Wertigkeit des NT-proBNP, SP-B und SP-D Plasmaspiegels fiir
die Differentialdiagnose der akuten Dyspnoe. Diese Studie zeigt an einem sehr hetero-
genen Patientenkollektiv, dass, wie von uns vermutet und libereinstimmend mit den
Ergebnissen vorheriger Studien, die Bestimmung der natriuretischen Peptide einen
wertvollen Beitrag zur Behandlung der akuten Luftnot in der Notaufnahme leisten
kann (Januzzi et al. 2005, Troughton et al. 2000, Luchner et al. 2003, Miiller et al.
2004, Mark et al. 2004).

In unserer Studie findet sich in der Gruppe der Patienten mit einer kardialen Ursache
sowie einer kardiopulmonalen Ursache der Luftnot ein signifikant hoherer Plas-
maspiegel von NT-proBNP als in der Gruppe mit einer extrakardialen oder rein pul-
monalen Ursache der akuten Dyspnoe.

Als ein Resultat unserer Studie konnten wir zeigen, dass der NTproBNP-
Plasmaspiegel eine gute Differenzierung zwischen einer kardial bzw. pulmonal be-
dingten Dyspnoe erlaubt.

Zusitzlich zeigte sich dabei ein signifikanter Unterschied im Alter der Patienten in der
kardialen Gruppe der akuten Luftnot im Gegensatz zu den iibrigen Subgruppen der
akuten Dyspnoe. Es ist dabei zu beriicksichtigen, dass in vorherigen Studien (Luchner
et al. 2000, Luchner et al. 2002, Redfield et al 2002, Januzzi et al 2005, Januzzi et al
2006) ein Einfluss des Alters auf die Hohe des NT-proBNP-Serumspiegels beschrie-
ben worden ist, weswegen altersabhingige cut-off-Werte des NT-proBNP fiir die Dif-
ferentialdiagnose der akuten Dyspnoe sinnvoll erscheinen.

Unsere Studie ist die erste, welche die Wertigkeit der Plasma SP-B- und SP-D-Spiegel
bei der akuten Dyspnoe untersucht.

Die Bedeutung von Surfactant-Protein-B und Surfactant-Protein-D bei Patienten mit
akuter Dyspnoe ist derzeit noch Gegenstand laufender Studien. Pascual-Figal et al.
(2009) konnte zeigen, dass SP-B-Plasmaspiegel bei Patienten mit chronischer Herzin-
suffizienz und erniedrigter LVEF signifikant erhoht sind. Eine Untersuchung von De
Pasquale et al. (2004) zeigte, dass der SP-B-Plasmaspiegel bei Patienten mit chroni-

scher Herzinsuffizienz erhoht ist und mit dem Ausmall der klinischen Symptome kor-
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reliert. Weiter konnte von Pasquale und Mitarbeitern gezeigt werden, dass die SP-B-
Plasmaspiegel bei ambulanten Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz erhoht sind
und, dhnlich dem NT-proBNP-Plasmaspiegel, mit zunehmender Dekompensation ei-
ner Herzinsuffizienz ansteigen. Es wird angenommen, dass die erhohten SP-B-
Plasmaspiegel durch eine erhohte alveolokapillire Permeabilitdt und einen erhohten
mikrovaskuldren Druck bei chronischer Herzinsuffizienz und chronischem Lungen-
o0dem bedingt sind (De Pasquale et al. 2004). Die Ergebnisse einer Studie von Doyle et
al. (1997) zeigte, dass die Plasma-SP-B-Konzentration bei Patienten mit ARDS als
Ausdruck einer akuten Schadigung der alveolokapilliren Membran erhoht ist und als

guter Marker einer akuten Lungenfunktionsstorung dienen kann.

Im Gegensatz zu den vorherigen Studien von DePasquale et al. (2004), Pascual-Figal
et al (2009) und Doyle et al. (1997) fand sich in unserer Studie kein signifikanter Un-
terschied der SP-B-Plasmaspiegel zwischen den einzelnen Subgruppen der Ursache
einer akuten Dypnoe. Die fehlende SP-B-Plasmaspiegelerhohung bei Patienten mit
akuter Dyspnoe ist moglicherweise auf eine geringere Schiadigung der alveolokapilla-
ren Membran als bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz zuriickzufiihren.
Dabei scheinen chronische Lungenfunktionsstérungen, unter anderem im Sinne eines
chronischen Lungenddems bei chronischer Herzinsuffizienz, eine wesentliche Rolle zu
spielen. Zusitzlich wurde bei Pascual-Figal und Mitarbeitern eine Bestimmung des
SP-B-Plasmaspiegels mittels Western-Blot durchgefiihrt, welche eine hohere Spezifitat
als eine ELISA-Bestimmung zur Proteindetektion besitzt. Mdglicherweise lassen sich
mit der Western-Blot-Messung auch Plasmaspiegelverdnderungen des SP-B bei akuter
Dyspnoe nachweisen.

Die von Doyle et al. (1997) beschriebenen SP-B-Plasmaspiegelerh6hungen bei Patien-
ten mit ARDS sind am ehesten auf eine initial starke, diffuse Lungenschidigung zu-
riickzufiihren.

Zusitzlich konnen Kofaktoren wie die Elimination und eine mogliche Kumulation der
Surfactant-Proteine, bei chronischen kardiopulmonalen Verdnderungen, als Einfluss-
faktoren auf die Surfactant-Protein-Serumspiegel eine Rolle spielen. Es bedarf dabei
weiterer Untersuchungen um zu kléren, ab wann strukturelle und hdmodynamische

Verinderungen der Lunge durch eine akute Dyspnoe zu einer Anderung der SP-B Sek-
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retion fithren und welche weiteren Faktoren, wie z.B. eine akute und chronische Herz-
insuffizienz, den SP-B-Plasmaspiegel beeinflussen. Mdglicherweise wiirden sich hier-
bei unterschiedliche cut-off-Werte bei akuter und chronischer Dyspnoe sowie bei
schwerer akuter kardio-pulmonaler Schidigung als sinnvoll erweisen. Die Ergebnisse
bisheriger Studien (DePasquale et al. 2004, Doyle et al. 1997, Pascual-Figal et al.
2009) beschreiben interessanterweise fiir das SP-B eine wichtige diagnostische Bedeu-
tung bei Patienten mit einer pulmonalen und chronisch kardiopulmonalen Ursache der

Dyspnoe.

In unserer Studie zeigten sich dhnliche Plasmaspiegelverdnderungen des SP-D wie
beim NT-proBNP bei einer kardialen Genese der akuten Dyspnoe. In bisherigen Un-
tersuchungen wird das SP-D in erster Linie als beeinflussender Faktor bei der Immun-
abwehr der Lunge und im Bezug auf die Homdoostase der Surfactant Proteine beschrie-
ben (Ikegami et al. 2001, Crouch 2000, Jounblat et al. 2005). Die in unserer Studie
dargestellten erhohten Plasmaspiegel des SP-D bei einer kardialen Ursache der akuten
Luftnot weisen auf eine weitere Beeinflussung des SP-D-Plasmaspiegels durch Ande-
rungen der kardiopulmonalen Himodynamik hin. Es benétigt jedoch weitere Untersu-
chungen, um diese Wertigkeit des SP-D zu prézisieren und die Frage nach Serumspie-
gelverdnderungen bei akuten und chronischen Verdnderungen der Luftnot zu objekti-
vieren. Dabei ist auch eine Beeinflussung des SP-D bei akuten pulmonalen bzw. kar-
diopulmonalen strukturellen Verdnderungen anzunehmen, da in einigen bisherigen
Studien SP-D-Plasmaspiegelerh6hungen als ein Marker des ARDS und der zugrunde
liegenden Lungengewebsschiadigung beschrieben worden sind. Dabei wurde gezeigt,
dass ein erhohter SP-D-Plasmaspiegel mit einem schlechteren Outcome der Patienten

mit ARDS einhergeht (Eisner et al. 2003, Greene et al. 1999).

Die Bestimmung der SP-D Plasmaspiegel konnte in unserer Studie bei der kardialen
Ursache der akuten Luftnot die Sensitivitit und Spezifitit in der Diagnostik der akuten
Dyspnoe im Vergleich zu dem NT-proBNP Plasmaspiegel leicht, aber nicht signifi-

kant, erhohen.
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Es konnte in unserer Studie nicht gezeigt werden, dass eine akute Dyspnoe bei einer
primér pulmonalen Ursache mit erhdhten Serumspiegeln des SP-B oder SP-D einher-
geht.

Unter Beriicksichtigung unserer initialen Hypothese, dass die Bestimmung der SP-D
oder SP-B-Plasmaspiegel die Diagnostik einer akuten Dyspnoe weiter verbessern
kann, konnte gezeigt werden, dass SP-D &hnliche Plasmaspiegelverdnderungen bei
Patienten mit akuter Dyspnoe im Vergleich mit dem NT-proBNP aufweist. Es fand
sich in unserer Studie jedoch kein signifikanter Unterschied der SP-B Plasmaspiegel
zwischen den einzelnen Subgruppen der Ursache einer akuten Dypnoe. Die Diagnose-
genauigkeit zur Differenzierung der Atiologie einer akuten Dyspnoe konnte durch die
Bestimmung der Surfactant Proteine nicht signifikant verbessert werden.

Zusammen mit genaueren Nachweisverfahren der Surfactant Proteine sowie durch die
dhnlichen Plasmaspiegelverdnderungen des SP-D, in Bezug auf den NT-proBNP
Plasmaspiegel, kann in Zukunft den Surfactant Proteinen eine weitere Bedeutung im
Rahmen der Diagnostik akuter oder chronischer kardiopulmonaler Erkrankungen zu-

kommen.

Folgende Einschriankungen sollten bei der vorliegenden Studie beriicksichtigt werden:

Erstens wurden die Blutproben initial bei -80°C konserviert. Wahrend der Analysen
konnen wir die Moglichkeit eines Proteinabbaus nicht génzlich ausschlieen, wobei
die Proben dabei nur einmalig aufgetaut worden sind und sich dabei die NTproBNP-

Plasmaspiegel in der frischen und in der aufgetauten Probe als identisch erwiesen.

Zweitens ist die Aufnahme von Studienteilnehmern in diese Studie einer gewissen Se-
lektion unterlegen. Die Patienten wurden ausschlieflich iiber die Notaufnahme der
Universititsklinik Gottingen aufgenommen. In den nicht-universitiren, peripheren
Krankenhdusern prisentiert sich das Krankheitsbild einer akuten Dyspnoe moglicher-
weise heterogener. Dabei reprasentiert die Zusammensetzung unserer Studienpopulati-

on die Zusammensetzung der in unserer Notaufnahme zu versorgenden Patienten.

Es ist es nicht Ziel dieser Studie gewesen, die Mechanismen der Aktivierung natriure-

tischer Peptide und der Surfactant Proteine zu kldren. In fritheren Untersuchungen
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wird die Vermutung aufgestellt, dass in Féllen einer sehr ausgepriagten akuten Herzin-
suffizienz die natriuretischen Peptide sowie die Surfactant Proteine weiteren Wech-
selwirkungen ausgesetzt sein konnten (Tsutamoto et al.1997, De Pasquale et al.2003,

Pascual-Figal et al. 2009). Dieses bedarf weiterer Untersuchungen.

Viertens wurde der Effekt therapeutischer MaBBnahmen auf die Plasmakonzentrationen
des NT-proBNP nicht in dieser Studie beriicksichtigt. Dabei kann ein Effekt der viel-
faltigen Therapieoptionen auf die Plasmakonzentrationen nicht ausgeschlossen wer-
den. In einer Studie von Troughton et al. (2000) bei an der Plasmakonzentration des
NT-proBNP orientierten Therapie einer Herzinsuffizienz und einer im Vergleich zur
am klinischen Verlauf orientierten Therapie wird {iber eine deutlich verbesserte Prog-
nose der Herzinsuffizienz berichtet. In einer Arbeit von Davis et al. (2006) zeigte sich
ein Einfluss einer medikamentdsen Therapie mit Metoprolol auf den NT-proBNP
Plasmaspiegel. Es ist jedoch derzeit noch unklar, ob alle Patienten mit einer akut de-
kompensierten Herzinsuffizienz auf eine erfolgreiche Therapie mit dem Abfall der
Plasmakonzentrationen des NT-proBNP reagieren. Der Zeitpunkt einer pharmakologi-
schen Intervention konnte von Wichtigkeit fiir die gemessenen NT-proBNP Plasma-
spiegel sein. Festzuhalten ist jedoch, dass respektive der pharmakokinetischen Eigen-
schaften des NT-proBNP weniger ein Einfluss auf die frithzeitig gemessenen Plas-
maspiegel zu erwarten ist, als auf die Plasmakonzentrationen, die Tage und sogar Wo-
chen nach einem Ereignis bestimmt werden.

Weiter ist die genaue Beeinflussung der akuten und chronischen Herzinsuffizienz so-
wie der akuten und chronischen Lungenerkrankungen auf die Plasmaspiegel der Sur-

factant Proteine derzeit unklar.

Auch wurde der Einfluss der Nierenfunktion sowie der linksventrikuldren Pumpfunk-
tion auf die Serumkonzentration der natriuretischen Peptide nicht in dieser Studie be-
riicksichtigt. In einigen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen der Nierenfunk-
tion sowie der linksventrikuldren Pumpfunktion und den NT-proBNP Plasmaspiegeln
beschrieben werden (Luchner et al. 2000, Luchner et al. 2002). Die Beeinflussung der

Surfactant-Protein Plasmaspiegel durch eine eingeschrinkte Nierenfunktion oder eine
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eingeschriankte linksventrikuldre Pumpfunktion bediirfen noch weiterer Untersuchun-
gen.

In dieser Studie handelt es sich um eine ,,Single Center*‘- Studie. Die Reproduzierbar-
keit in anderen Zentren oder durch eine multizentrische Studie wiirden fiir ihre Giiltig-
keit sprechen. Zur differentialdiagnostischen Aussagekraft des NT-proBNP bei der
akuten Dyspnoe wurden bereits die Daten einiger ,,Single Center*‘-Studien in anderen
multizentrischen Studien bestétigt (Lainchbury et al. 2003, Davis et al. 1994, Januzzi
et al. 2005, Murray et al. 2006).
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S. Zusammenfassung

In Ubereinstimmung mit bisherigen Studien (Lainchbury et al. 2003, Davis et al. 1994,
Januzzi et al. 2005, McCullough et al. 2002) konnte gezeigt werden, dass die Bestim-
mung von NT-proBNP eine hohe Sensitivitit und Spezifitit fiir die Differentialdiagno-
se der akuten Dyspnoe besitzt. In unserer Studie konnte die Bestimmung der Surfac-
tant Protein-B- und —D-Plasmaspiegel die Differentialdiagnostik der akuten Dyspnoe
nicht signifikant verbessern. Interessanterweise zeigte sich ein signifikant erhohter SP-
D-Serumspiegel bei den Patientengruppen mit einer kardialen Genese der akuten
Dyspnoe. Die physiologische- bzw. pathophysiologische Bedeutung des SP-D bei ei-
ner kardialen Genese der akuten Dyspnoe bedarf weiterer Untersuchungen.
Moglicherweise kommt dem Surfactant Proteinen-D, dhnlich wie dem NT-proBNP,
eine weitere Bedeutung im Rahmen der Diagnostik akuter oder chronischer kardio-
pulmonaler Erkrankungen zu.

Im Vergleich hierzu kommt nach unseren Ergebnissen dem SP-B fiir die Differenzial-

diagnostik bei akuter Dyspnoe keine Bedeutung zu.
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