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Zusammenfassung / Summary

1 Zusammenfassung / Summary

1.1 Zusammenfassung

Hintergrund: Das Brain-natriuretische Peptid (BNP) und das aminoterminale Fragment des
pro-Brain-natriuretischen Peptids (NT-proBNP) sind — als Mitglieder der natriuretischen
Peptide — neurohormonale Substanzen, die {iberwiegend von Herzmuskelzellen des linken
Ventrikels und in geringerem AusmaR auch aus der Wand des linken Vorhofs und des rechten
Herzens freigesetzt werden. Ihr Freisetzungsmechanismus wird induziert durch eine erhéhte
Wandspannung infolge von Volumen- oder Druckbelastung der Herzraume. Das aktive BNP
bewirkt physiologisch eine Hemmung des Sympathikus, eine Vasodilatation, Natriurese und
Diurese sowie eine Inhibierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems. Aufgrund der
hohen Sensitivitit, Spezifitit und der guten Korrelation mit dem AusmaB der
Volumenbelastung sind BNP als auch NT-proBNP sensible Marker fiir eine ventrikulédre
Dysfunktion.

Es war das Ziel dieser Untersuchung, die Referenzwerte von NT-proBNP-
Serumkonzentrationen filir das gesamte Kindes- und Jugendalter, insbesondere fiir das
Neugeborenenalter, zu bestimmen.

Methoden: In einer Querschnittsstudie wurden die NT-proBNP-Serumkonzentrationen
mithilfe eines ElektroChemiLumineszenz ImmunoAssays (ECLIA Roche) gemessen. Die
Bestimmungen erfolgten im Nabelschnurblut von 62 Neugeborenen und bei 222 gesunden
Probanden im Alter von 0 bis 58 Jahre.

Ergebnisse: Die NT-proBNP-Konzentrationen im Nabelschnurblut lagen zwischen 281 und
2595 pg/ml (M =818 pg/ml). Es war ein signifikanter Anstieg der Werte wéahrend der ersten
Lebenstage nachweisbar, gefolgt von einem schnellen Abfall der Konzentrationen im Verlauf
des ersten Lebensjahres und einem anschlieBenden weiteren, allmihlichen Abfall im
gesamten Kleinkindesalter; ab dem 5. bis 10. Lebensjahr erreichten die Werte das Niveau
des Erwachsenenalters.

Schlussfolgerung: Die Kenntnis der Referenzintervalle der NT-proBNP-Normalwerte bei
gesunden Kindern dient als Parameter zur Differenzierung von pathologischen Konditionen
wie Myokarditis, hypertrophische oder dilatative Kardiomyopathie, Tachyarrhythmien und

pulmonalem Hochdruck.
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1.2 Summary

Background: Brain natriuretic peptide (BNP) and the aminoterminal fragment of pro-Brain
natriuretic peptide (NT-proBNP) are — as members of the natriuretic peptide family —
neurohormonal substances mainly secreted by the cardiac myocytes of the left ventricle and to
a less degree of the left atrium and the right sided heart. Their releasing mechanism is induced
by an increased wallstress in the condition of volume or pressure load of the heart chambers.
The physiologic actions of the active BNP are prohibition of the sympathetic activity,
vasodilatation, natriuresis, diuresis and inhibition of the renin-angiotensin-aldosterone system.
Because of the high sensitivity and specifity in relation to ventricular failure BNP as well as
NT-proBNP are well accepted markers of ventricular dysfunction.

It was the aim of this study to establish reference values of NT-proBNP serum concentrations
throughout childhood, in particular in the newborn age.

Methods: In a cross sectional study serum NT-proBNP concentration was measured by an
ElectroChemiLuminescence ImmunoAssay (ECLIA Roche) in the umbilical cord blood of 62
healthy fullterm neonates and in 222 healthy probands from the first year of life up to the age
of 58 years.

Results: The concentration of NT-proBNP in the cord blood samples ranged from 281 to
2595 pg/ml (M =818 pg/ml). There was a significant increase in the first days of life
followed by a rapid decrease during the first year and a further gradually decrease throughout

infancy; beyond the 5" to 10" year of age normal adult values were approached.

Conclusions: The knowledge of the normal range of serum NT-proBNP levels in healthy
subjects during childhood serves as a marker for differentiation from pathologic conditions
such as acute myocarditis, hypertrophic or dilated cardiomyopathy, tachyarrhythmia and

pulmonary hypertension.
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2 Einleitung

2.1 Die natriuretischen Peptide

Die Familie der natriuretischen Peptide umfasst: das ANP (atriales natriuretisches Peptid) [27,
63], das BNP (Brain oder B-type-natriuretisches Peptid) [136], das CNP (C-type-
natriuretisches Peptid) [138], das DNP (Dendroaspis-natriuretisches Peptid) [78] und das
Urodilatin [131].

Das ANP wurde 1981 von de Bold als erstes natriuretisches Peptid entdeckt. Es wird
hauptsédchlich in den Vorhofen des gesunden Herzen gebildet. Dort wird es als Prohormon in
Granula gespeichert und bei entsprechendem Reiz in die Blutbahn abgegeben. Bei
eingeschriankter Ventrikelfunktion steuert das Ventrikelmyokard ohne vorherige
Zwischenspeicherung zur Freisetzung des ANP bei [152]. Diese wird stimuliert {iber eine
vermehrte Wandspannung infolge Druck- oder Volumenbelastung des Herzen bzw. iiber
verschiedene Hormone und Neurotransmitter, wie Angiotensin II, Endothelin I, Vasopressin
und Katecholamine [28, 29, 65]. Das ANP bewirkt eine Diurese, Natiurese, Hemmung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und eine Vasodilatation [25, 27, 38, 63].

Das BNP ist seit 1988 bekannt und wurde urspriinglich im Schweinehirn identifiziert. Es ist
auch im menschlichen Gehirn nachweisbar, wird aber hauptséchlich in den Kardiomyozyten
der Herzventrikel gebildet und in die Blutbahn abgegeben. Die Funktionen des BNP sind
dhnlich denen des ANP, nidmlich Diurese, Natriurese, Vasodilatation und Hemmung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems [130, 136].

Das CNP findet man hauptsidchlich im zentralen Nervensystem, im Hypophysenvorderlappen,
in der Niere und im GefdBendothel. Es ist nur in sehr niedrigen Konzentrationen im
Blutplasma zu finden und scheint seine Wirkung lokal iiber einen autokrinen/parakrinen Weg
zu entfalten. Es besitzt an der glatten Muskulatur vasodilatatorische und antiproliferative
Eigenschaften [15, 55, 138, 140].

Das DNP ist ein natriuretisches Peptid, das ursdchlich bei bestimmten Schlangenarten
identifiziert wurde [78].

Das Urodilatin, welches ein alternatives Spaltprodukt des proANP darstellt, wird in der
Nierenzelle gebildet und mit dem Urin ausgeschieden. Es reguliert die Wasser- und Natrium-

Reabsorption in den Sammelrohren der Niere [131].
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2.1.1 Biochemischer Aufbau

Die natriuretischen Peptide sind Peptidhormone. Sie werden als Preprohormone oder
Prekursorhormone synthetisiert. Die Preprohormone werden proteolytisch im rauen
endoplasmatischen Retikulum in ein Signalpeptid und das entsprechende Prohormon
gespalten, welches die Speicherform der natriuretischen Hormone darstellt. Das Prohormon
wird vor der Freisetzung in die Blutbahn noch einmal in ein N-terminales und ein C-
terminales Fragment zerlegt (siche Abbildung 1) [2, 5]. Das C-terminale Fragment ist fiir die
jeweiligen biologischen Wirkungen verantwortlich, wihrend das N-terminale Fragment

inaktiv zu sein scheint [57].

Preprohormon

Prohormon Signalpeptid

N-terminales Fragment C-terminales Fragment

Abbildung 1 Vorstufen und Spaltprodukte der natriuretischen Peptide (nach [103])
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Das biologisch aktive C-terminale Fragment ist bei allen natriuretischen Peptiden durch eine
hohe Strukturhomologie gekennzeichnet. Gemeinsam ist diesen Fragmenten eine zentrale
Schleifenstruktur. Sie besteht aus 17 Aminosduren, von denen 11 bei allen natriurctischen
Peptiden identisch sind (siehe Abbildung 2). Die Schleifenstruktur schlief3t als stabilisierendes
Element eine Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinresten ein, welche eine Rolle bei der

Rezeptorbindung spielt [76, 111, 144, 150].
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Abbildung 2 Aufbau des C-terminalen Fragments der natriuretischen Peptide (nach [129])
Dargestellt sind die identischen Anteile der natriuretischen Peptide
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2.2 BNP und NT-proBNP

2.2.1 Biochemischer Aufbau

Das Gen, das das BNP kodiert, ist auf Chromosom 1 lokalisiert [116].

Das proBNP besteht aus 108 Aminosduren. Es wird als Preprohormon, bestehend aus 134
Aminosduren, in den Kardiomyozyten synthetisiert, von dem anschlieBend im rauen
endoplasmatischen Retikulum proteolytisch ein Signalpeptid von 26 Aminosduren
abgespalten wird [62, 136, 137]. Aus dem proBNP entsteht unter erneuter Proteolyse das C-
terminale Fragment, das dem aktiven BNP entspricht, und das N-terminale proBNP, das NT-
proBNP (sieche Abbildung 3) [57]. Dies erfolgt widhrend der Freisetzung aus den

Kardiomyozyten, so dass in der peripheren Zirkulation beide Formen nachweisbar sind [56].

preproBNP (134 As)

/\

proBNP (108 As) Signalpeptid (26 As)

Sekretion

NT-proBNP (1-76)  BNP (77-108)

Abbildung 3 Vorstufen und Spaltprodukte des BNP (nach [103])
As Aminoséduren

Nicht nur die Freisetzungsrate, sondern auch die Plasmahalbwertszeit bestimmen ihre
jeweiligen Konzentrationen.

Das aktive BNP ist 32 Aminoséduren lang und besteht aus den Aminosduren 77 -108. Es
besitzt die zentrale Schleifenstruktur, die tiiber eine Disulfidbriicke zwischen den
Aminosduren 86 und 102 geschlossen ist, ein 9 Aminosduren langes N-terminales und ein 6
Aminoséuren langes C-terminales Ende (siche Abbildung 4) [62, 144].

Das NT-proBNP ist ein lineares Molekiil, das sich aus den Aminosduren 1-76

zusammensetzt [103].
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Abbildung 4 Aminosduresequenz des BNP (nach [129])
Die homologen Anteile der Ringstruktur sind grau hinterlegt

2.2.2 Freisetzung

Wiéhrend das ANP seinen Ursprung im gesunden Herzen hauptsichlich aus den
Speichergranula der Kardiomyozyten der Vorhdofe hat, wird das BNP sowohl vom
Vorhofmyokard als auch von den Kardiomyozyten der Ventrikel gebildet. Dabei wird das
BNP iiberwiegend aus Kardiomyozyten des Ventrikelmyokards und in geringerem Maf3e von
den Kardiomyozyten der Vorhofe freigesetzt [106, 111]. Es wird nach seiner Synthese zum
groBiten Teil ohne bedeutsame Zwischenspeicherung sezerniert [62, 109, 120, 152, 154].
Unter physiologischen Bedingungen dominiert die Freisetzung aus dem linken Ventrikel, weil
er eine groBBere Muskelmasse hat [95].

Die Synthese von proBNP wird mechanisch oder neurohumoral kontrolliert. Der Reiz fiir die
Freisetzung von BNP ist eine vermehrte Wanddehnung infolge von Volumen- und/oder
Druckbelastung des Ventrikels bzw. der Einfluss von Hormonen wie Noradrenalin,
Angiotensin II und Endothelin I [28, 65, 85, 108]. Unter normalen Bedingungen sind die
Plasmakonzentrationen des BNP niedriger als die des ANP. Unter pathologischen
Bedingungen steigen sie jedoch stirker an [56, 128].

2.2.3 Wirkungsmechanismus

BNP vermittelt seine Wirkung tber verschiedene Rezeptoren an der Oberfliche von

Zielzellen. Es sind bisher drei verschiedene Rezeptoren fiir natriuretische Peptide bekannt:
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NPR-A (natriuretischer Peptidrezeptor vom Typ-A), NPR-B (natriuretischer Peptidrezeptor
vom Typ-B), NPR-C (natriuretischer Peptidrezeptor vom Typ-C) (siche Abbildung 5).

ANP BNP CNP

[

extrazelluldre Liganden-Bindungsstelle

transmembrandse Doméne {

kinasehomologe Doméne

Helixdoméne

Region mit Guanylatzyklaseaktivitit

GTP cGMP GTP cGMP
A-Rezeptor B-Rezeptor C-Rezeptor

Abbildung 5 Schematische Darstellung der natriuretischen Peptidrezeptoren (nach [44, 119])
c¢GMP zyklisches Guanosinmonophosphat, GTP Guanosintriphosphat

Die beiden Rezeptoren A und B sind weitgehend identisch aufgebaut und sind sogenannte
Guanylatzyklaserezeptoren, die ihre Wirkung {iber eine cGMP-abhingige (cGMP =
zyklisches Guanosinmonophosphat) Signalkaskade vermitteln.
Die Rezeptoren bestehen aus:
- einer extrazelluliren Liganden-Bindungsstelle, die eine Anionenbindungsstelle fiir
Chlorid enthilt,
- einer kurzen hydrophoben transmembrandsen Doméne sowie
- einer intrazelluldren Region, die in eine juxtamembrandre kinasehomologe Doméne,
eine  amphipathische Helixdomédne und eine C-terminale Region mit
Guanylatzyklaseaktivitét unterteilt wird.
In Abwesenheit eines Liganden liegen die Rezeptoren bevorzugt als homologe Dimere oder
Tetramere vor, sind hoch phosphoryliert und die Guanylatzyklaseaktivitidt ist stark
unterdriickt. Nach extrazelluldrer Bindung der natriuretischen Peptide sowie nach ATP-
abhingiger Phosphorylierung an der kinasehomologen Regulationsdomine, die in

Zusammenspiel mit der Helixdoméne zur Dimerenbildung der Rezeptoreinzelstrange fiihrt,
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erfolgt die Aktivierung der Guanylatzyklase, die als ,second messenger” zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) bildet. Die biologischen Effekte von cGMP erfolgen
anschlieBend entweder indirekt iiber eine cGMP-abhingige Proteinkinase G und {iber
Phosphodiesterasen oder direkt iiber cGMP-gesteuerte lonenkanile [69, 72, 100, 119, 142,
145].

Der A-Rezeptor bindet hauptsdchlich ANP und BNP [110]. Man findet ihn vor allem am
Gefidllendothel. Der B-Rezeptor bindet CNP; er ist im zentralen Nervensystem vorhanden.
Beide Rezeptoren werden auch in der Niere und der Nebenniere gefunden [76]. Der C-
Rezeptor ist am Abbau aller natriuretischen Peptide beteiligt und bindet alle natriuretischen
Peptide mit der gleichen Affinitdt. Man findet ihn hauptsidchlich am Gefd3endothel und in der
Niere. Die extrazellulire Liganden-Bindungsstelle des C-Rezeptors besitzt eine hohe
Aminosduren-Sequenzhomologie zu den beiden A- und B-Rezeptoren. Allerdings besitzt die
intrazelluldre Doméne des C-Rezeptors weder eine kinasehomologe Domédne noch eine

Region mit Guanylatzyklaseaktivitét [34, 82, 90, 139].

2.2.4 Abbauweg

Die Metabolisierung des BNP — wie auch die der anderen natriuretischen Peptide — erfolgt
tiber unterschiedliche Wege. Zum einen erfolgt der Abbau iiber den C-Rezeptor, auch
Clearance-Rezeptor genannt. Es kommt zur extrazelluliren Bindung am Rezeptor, zur
Internalisierung des Rezeptor-Peptid-Komplexes und zur enzymatischen Degradation der
Peptide. Der Rezeptor wandert anschliefend wieder zur Zelloberflache zuriick [82, 90]. Zum
anderen erfolgt die Inaktivierung der zirkulierenden natriuretischen Peptide enzymatisch iiber
membrangebundene neutrale  Endopeptidasen im  Gefdfendothel und in den
Nierentubuluszellen, indem die Ringstruktur gedffnet wird [14, 64].

Der Abbau des inaktiven NT-proBNP scheint durch renale Clearance, durch glomeruldre
Filtration zu erfolgen, ist aber noch weitgehend ungeklart [91].

Die unterschiedlichen Abbauwege zeigen sich in einer ldngeren Halbwertszeit von NT-

proBNP (1-2 Stunden) im Vergleich zu BNP (22 Minuten) [57, 91].

2.2.5 Physiologische Funktionen

Abbildung 6 veranschaulicht die unterschiedlichen physiologischen Funktionen von BNP.
Seine Wirkungen beinhalten am Nervensystem eine Hemmung des Sympathikus, an den
Gefillen eine Vasodilatation und eine Hemmung der Proliferation der GefaBmuskelzellen. An

der Niere bewirkt BNP eine Natriurese und Diurese sowie eine verminderte Freisetzung von
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Renin, an der Nebenniere eine Einschrinkung der Aldosteronfreisetzung. Eine vermehrte
Freisetzung von BNP resultiert letztendlich in einem Abfall des Blutdrucks und des
Plasmavolumens. Dies geschieht iiber einen koordinierten Ablauf der Wirkungen an ZNS,

Gefillen, Niere und Nebenniere.

ZNS

| Sympathotonus | Kortikotropin
| Neuroendokrine Funktion | Salzappetit
| ADH

Herz
| Fibrose
| Mitogenese

T Vendser
Riickfluss

\ 4

Nebenniere

Periphere Gefissmuskulatur | Aldosteron

Vasodilatation

Niere
| Peripherer Widerstand 1 GFR
i s
Diurese
| Proliferation Tl Renin

Abbildung 6 Physiologische Funktionen von BNP (nach [76])
ADH antidiuretisches Hormon, GFR glomerulére Filtrationsrate, ZNS Zentralnervensystem

Obwohl die natriuretischen Peptide die Bluthirnschranke nicht durchdringen konnen, sind
zentralnervose Effekte nachweisbar. Diese stirken die Wirkungen der Peptide in der
Peripherie. Die natriuretischen Effekte werden durch eine zentrale Hemmung des Salzappetits
und des Durstes verstirkt [8, 11]. Das BNP bewirkt eine Hemmung der ADH- und
Kortikotropin-Freisetzung mit konsekutivem Effekt auf den Wasser- und Elektrolythaushalt
[11]. Im Hirnstamm kommt es zu einer Hemmung des Sympathikus [151].

An den Gefidllen bewirken die natriuretischen Peptide eine Vasodilatation. Die Erhhung der
Gefidlpermeabilitit und die Erhohung des hydrostatischen Drucks in den Kapillaren bedingen
eine Flissigkeitsverschiebung von intravasal zu interstitiell und folglich eine Verminderung
der Vorlast [148]. Diese wird zusitzlich durch eine Erhohung der vendsen Kapazitit und

durch Natriurese iiber eine direkte Wirkung an der Niere sowie einer Hemmung des Renin-

10
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Angiotensin-Aldosteron-Systems vermindert [54]. BNP bewirkt an der peripheren
Gefdmuskulatur eine Verminderung des Sympathikotonus infolge einer reduzierten
Katecholaminfreisetzung aus den autonomen Nervenendigungen und der zentralen
Regulierung des Sympathikotonus. Die natriuretischen Peptide besitzen dariiber hinaus
antimitogene und antiproliferative Eigenschaften am Gefdflsystem und wirken am Herzen
einer Myokardfibrose und Herzhypertrophie entgegen [58, 66, 126, 141].

In der Niere kommt es zu einer Erhohung der glomeruldren Filtrationsrate als Folge einer
Dilatation der afferenten und einer Konstriktion der efferenten Arteriolen [87]. Die erhohte
Filtration wird ferner durch eine Erschlaffung der Mesangiumzellen infolge des cGMP-
Anstiegs erreicht. Die Natriurese ist auf eine direkte BNP-Wirkung auf die
Tubulusepithelzellen zuriickzufiihren. Im proximalen Tubulus kann BNP den Angiotensin-II-
abhingigen Wasser- und Natriumtransport inhibieren. In den kortikalen Sammelrohren
hemmt es die ADH-abhingige Wasserreabsorption. In den medulldren Sammelrohren bewirkt
BNP iiber einen cGMP-Anstieg eine Blockierung der Natriumreabsorption [52]. BNP fiihrt
ferner zu einer verminderten Freisetzung von Renin, welche eine verminderte Angiotensin-
Konzentration und aus Folge daraus eine verminderte Aldosteron-Freisetzung aus der

Nebenniere bewirkt [10, 148].

2.2.6 Verhalten unter pathologischen Bedingungen

In den letzten 10-15 Jahren wurden BNP und NT-proBNP intensiv hinsichtlich potenzieller
Einsatzmdglichkeiten als kardiale Marker evaluiert. Beide besitzen eine hohe Sensitivitidt und
Spezifitit sowie eine gute Korrelation zum Ausmal einer myokardialen Insuffizienz. Je hoher
ihre Konzentration, desto hoher der enddiastolische linksventrikulire Druck und das
endsystolische linksventrikulire Volumen und desto geringer die linksventrikulédre
Auswurffraktion [50, 124]. Beide Hormone sind somit sensible Marker fiir eine ventrikulére
Dysfunktion und koénnen zur Identifikation von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
herangezogen werden [51]. Sie erlauben eine Schweregradeinschitzung der Erkrankung
gemdl} der Klassifikation der New York Heart Association (NYHA-Klassifikation) [56, 89].
Auch bei diastolischer Dysfunktion bei Relaxations- und/oder Compliancestérung mit oder
ohne linksventrikuldrer Hypertrophie und erhaltener systolischer Pumpfunktion konnen
erhohte BNP-Konzentrationen bestehen [79, 149]. Das Expressionsprofil kann je nach
Atiologie der Herzinsuffizienz variieren. So findet man zum Beispiel hhere BNP-Werte bei

dilatativer Kardiomyopathie als bei Mitralstenose [154].
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Mehrere Studien belegen den prognostischen Wert der Marker BNP und NT-proBNP nach
Myokardinfarkt [124], akutem Koronarsyndrom ohne ST-Stecken-Hebung [30, 61] und
chronischer Herzinsuffizienz mit eingeschriankter linksventrikuldrer Pumpfunktion [6]. Nach
Myokardinfarkt erlauben sie eine prognostische Aussage hinsichtlich des Risikos eines
Herztodes binnen 24 Monaten oder der Entwicklung einer Herzinsuffizienz [124]. Beim
akuten Koronarsyndrom stellen erhohte BNP- bzw. NT-proBNP-Konzentrationen einen
Marker fiir Tod, Myokardinfarkt oder symptomatische Herzinsuffizienz dar [30]. Die
prognostische Aussagekraft beider Hormone bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
ubertrifft die der NYHA-Klassifikation, des Blutdruckniveaus und der linksventrikuldren
Ejektionsfraktion [6].

Zusitzlich konnen BNP und NT-proBNP zur Verlaufskontrolle und Therapieoptimierung
verschiedener kardialer Erkrankungen herangezogen werden [107]. Dabei findet sich ein
Nutzen von NT-proBNP zur Reduktion der Hiufigkeit von kardialer Dekompensation,
Rehospitalisierung und Tod im Vergleich zu klinisch gefiihrter Therapie [143].

Wegen ihres hohen negativen Aussagewertes sind BNP und NT-proBNP hilfreich bei der
Differentialdiagnose einer Dyspnoe, da niedrige Werte eine kardiale Ursache weitgehend
ausschlieBen und hohe Werte sie wahrscheinlich machen [26, 37, 51, 92]. Es zeigen sich
signifikant niedrigere Werte bei Patienten mit akuter pulmonaler Dyspnoe aufgrund einer
exazerbierten chronisch obstruktiven Lungenerkrankung oder Pneumonie als bei Patienten mit
akut dekompensierter Herzinsuffizienz. Lediglich bei akuter Rechtsherzbelastung aufgrund
einer akuten Lungenembolie sind die Werte vergleichbar mit denen einer linksventrikuldren
Dysfunktion ohne akute Dekompensation [86, 102].

BNP- und NT-proBNP-Werte sind besonders aussagekriftig, um eine linksventrikulédre
Dysfunktion bei Risikopatienten (z. B. bei Diabetes-mellitus-Patienten) festzustellen, weil sie
schon im asymptomatischen Stadium erhoht sind [51]. Ein bevdlkerungsweites Screening
ohne Beriicksichtigung klinischer Symptome kann jedoch nicht empfohlen werden [80, 93,
146].

2.2.7 Potenzielle Einflussgrofien

Obwohl die Konzentration der kardialen Marker BNP und NT-proBNP eine gute Korrelation
mit dem Ausmal} der kardialen Pumpschwiche hat, ist die Interpretation individueller

Testergebnisse nicht trivial.
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Neben kardialen Einflussfaktoren wie der linksventrikuliren Ejektionsfraktion, der
linksventrikuldren Masse und der Vorhofgrofe spielen auch extrakardiale Faktoren eine
Rolle. Zu nennen sind hierbei: Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index und die Nierenfunktion.
Im Erwachsenenalter geht zunehmendes Lebensalter mit einer Erhdhung der BNP- und NT-
proBNP-Konzentrationen einher. Erwachsene Frauen weisen im Vergleich zu Minnern
signifikant hohere Konzentrationen auf [18, 60, 122, 123].

Zwischen den NT-proBNP- und BNP-Werten und dem Body-Mass-Index scheint es eine
negative Korrelation zu geben; demnach werden bei Menschen mit Adipositas niedrigere NT-
proBNP- und BNP-Konzentrationen gemessen als bei normalgewichtigen Personen [94, 134].
Bei eingeschriankter Nierenfunktion kommt es zu einem Anstieg von BNP und NT-proBNP,
wobei das NT-proBNP stérker als das BNP beeinflusst zu werden scheint. Grundsétzlich wird

davon ausgegangen, dass ab einem Serumkreatinin von 2,0 mg/dl die Interpretation erschwert

ist [80, 81, 88, 123].

2.2.8 Testverfahren

Um die Konzentrationen von BNP und NT-proBNP zu erfassen, sind Testverfahren mit hoher
Messgenauigkeit erforderlich, die zusitzlich schnell und einfach durchfiihrbar und moglichst
kostengiinstig sind.

Fiir beide Analyten sind mehrere Testsysteme von unterschiedlichen Anbietern verfiigbar, die
vom Testprinzip her dhnlich sind, sich jedoch durch die Anwendung unterschiedlicher
Antikdrper unterscheiden. Kompetitive Tests wie Radio-Immunoassays oder Enzym-
Immunoassays sind kostengiinstiger, jedoch nicht ausreichend messgenau, und erfordern eine
zeitaufwendige Aufbereitung der Analyten. Neuere nichtkompetitive Verfahren, die nach der
Sandwich-Methode arbeiten, wie Immuno-Radiometric-Assays und Immuno-Fluorometric-
Assays fiir BNP sowie Immuno-Lumino-Metric-Assays fiir NT-proBNP, besitzen eine hohere

Sensitivitdt und Spezifitit und kiirzere Analysezeiten [17, 127].

2.2.9 Vorteile von NT-proBNP

Die Bestimmung des NT-proBNP, dessen Konzentration mit derjenigen des aktiven BNP
korreliert, hat Vorteile gegeniiber der Messung des aktiven BNP.

Das NT-proBNP besitzt eine ldngere Halbwertszeit als das BNP und ist damit in héheren
Konzentrationen im Plasma vorhanden [57, 91]. AuBlerdem hat das NT-proBNP eine hohere

In-vitro-Stabilitit und den Vorteil kiirzerer Analysezeiten [23, 33, 43, 104, 118].
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2.2.10 Referenzwerte

Fiir das Kindesalter gab es bis zur Verdffentlichung der vorliegenden Daten nur wenige
Untersuchungen iiber Normwerte von BNP und NT-proBNP. Die einzelnen Untersuchungen
befassten sich zum Teil mit nur geringen Fallzahlen, und die Fokussierung lag auf
unterschiedlichen Altersgruppen. Zur Normwerterstellung wurden einerseits das aktive BNP,
andererseits das inaktive N-terminale proBNP bestimmt. Zudem wurden fiir die beiden
Analyten wiederum unterschiedliche Testverfahren angewendet [68, 98, 99, 113, 121, 153].
Die BNP-Konzentrationen sind im Erwachsenenalter geschlechts- und altersabhingig, mit
hoheren Werten beim weiblichen Geschlecht und mit steigendem Alter [18, 60, 123]. In
Analogie zum BNP sind die Konzentrationen von NT-proBNP im Erwachsenenalter
geschlechts- und altersabhéngig [122].

Von Roche Diagnostics werden die NT-proBNP-Referenzwerte fiir Erwachsene als 97,5.

Perzentilen vorgeschlagen und betragen bis zum 50. Lebensjahr fiir Frauen <155 pg/ml und
fiir Ménner <84 pg/ml, vom 50. bis zum 65. Lebensjahr werden fiir Frauen Werte < 222
pg/ml und fiir Madnnern <194 pg/ml genannt [125].
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3 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es,

- Referenzwerte des N-terminalen proBNP fiir das gesamte Kindes- und Jugendalter

anhand des ElektroChemiLumineszenz ImmunoAssays zu bestimmen,

- insbesondere den Verlauf der NT-proBNP-Werte im Neugeborenenalter zu

analysieren,

- geschlechts- und altersspezifische Unterschiede der NT-proBNP-Konzentrationen zu

ermitteln.
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4 Material und Methoden

4.1 Patientengut

In die Auswertung wurden gesunde Neugeborene, Sduglinge, Kleinkinder, Schulkinder,
Jugendliche und Erwachsene einbezogen. Insgesamt wurden bei 284 Probanden im Alter
zwischen dem 1. Lebenstag und dem 59. Lebensjahr die NT-proBNP-Konzentrationen

gemessen.

Die Proben sind von freiwilligen Probanden und einem ausgesuchten Patientenkollektiv der
Universititskliniken fiir Kinder- und Jugendmedizin, Homburg/Saar, sowie von

Neugeborenen des Klinikums Landstuhl gewonnen worden.

Die Blutentnahme erfolgte zum groBten Teil im Rahmen des stationdren Aufenthaltes. Die
Mehrzahl der untersuchten Neugeborenen, Siduglinge, Kleinkinder, Schulkinder und
Jugendlichen befand sich zur Abkldarung von Kleinwuchs oder Wachstumsstdrungen, zur
Beobachtung nach Schidel-Hirn-Trauma, zur neurologischen Diagnostik bei Kopfschmerzen
und Verdacht auf zerebralen Krampfanfall oder aufgrund von unkomplizierten Infektionen
der Atemwege, des Gastrointestinaltraktes und des Urogenitaltraktes in drztlicher
Behandlung. Bei den Neugeborenen erfolgte die Blutentnahme zusitzlich im Rahmen der
Routine-Nabelschnurblutentnahme zur Bestimmung des Nabelschnur-pH-Wertes sowie im
Rahmen des Neugeborenen-Screenings. Bei den Erwachsenen handelte es sich ausschlieBlich
um gesunde freiwillige Probanden ohne Vorerkrankungen. Nicht in die Auswertung
einbezogen wurden Patienten mit kardialen, internistischen oder schwerwiegenden
Infektionskrankheiten. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme zeigten die korperlichen und/oder
laborchemischen Untersuchungen keine Entziindungszeichen, keinen Hinweis auf Stérungen
des Wasser- und Elektrolythaushalts, Bluthochdruck, Leber-, Nieren- und Herzerkrankungen

oder maligne Erkrankungen.

Fiir die Blutentnahmen bei Neugeborenen und Kindern wurde die Einwilligung seitens der

Eltern/Sorgeberechtigten in schriftlicher Form eingeholt.
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4.2 Verwendete Proben

Die Blutentnahmen erfolgten zum grof3ten Teil aus einer peripheren Vene. Bei einem Teil der
neugeborenen Kinder wurde die Probe aus der Nabelschnurarterie und/oder Nabelschnurvene

gewonnen. Je Probe wurde 1 ml Vollblut in ein Serumrdhrchen gefiillt, zentrifugiert und bis

zur Messung bei — 70 'C  aufbewahrt.
4.3 NT-proBNP-Messung

4.3.1 Testprinzip

Die quantitative Bestimmung von NT-proBNP im Serum erfolgte anhand eines
immunologischen In-vitro-Tests von Roche Diagnostics. Der ElektroChemiLumineszenz
ImmunoAssay ECLIA wurde an einem Immunoassay Analyseautomaten Elecsys 2010 (Roche
Diagnostics) im Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin — Zentrallabor des

Universititsklinikums des Saarlandes durchgefiihrt.

Prinzip des Tests ist die quantitative Bestimmung von N-terminalem pro-Brain-
natriuretischem Peptid in Humanserum und -plasma. Der ElektroChemiLumineszenz
ImmunoAssay ECLIA ist zur Durchfilhrung an den Roche Immunoassay Analyseautomaten

Elecsys 1010/2010 und am MODULAR ANALYTICS E170 (Elecsys Modul) vorgesehen.

Der proBNP Elecsys Test enthidlt polyklonale Antikdrper, die Epitope erkennen, die im N-
terminalen Teil (1-76) des proBNP liegen, und beruht auf einem Sandwichprinzip. In einer
ersten Inkubation bildet Antigen aus der 20pl-Probe mit Ruthenium-Komplex-
(T ris(2,2'—bipyridyl )ruthenium([[ ), (Ru (bpy)i+ ))—markiertem, NT-proBNP-spezifischem
Antikorper und mit biotinyliertem, NT-proBNP-spezifischem Antikorper einen Sandwich-
Komplex. Nach Zugabe von Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln wird der Komplex in

einer zweiten Inkubation iiber Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung an die Festplatte

gebunden (sieche Abbildung 7) [47, 125].
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Biotin-markierte AK

9 Min.

‘ —> Messung

Q‘\)

Streptavidin-beschichtete
magnetische Mikropartikel

Ruthenium-markierte AK

Abbildung 7 Testprinzip (nach [47])
AK Antikdrper, Min. Minuten, Ru Ruthenium

Das Reaktionsgemisch wird in die Messzelle iberfithrt, wo die Mikropartikel durch
magnetische Wirkung auf die Oberflidche der Elektrode fixiert werden. Anschliefend werden
die ungebundenen Substanzen entfernt. Durch Anlegen einer Spannung wird die
Chemilumineszenz-Emission induziert und mit dem Photomultiplier gemessen (siche
Abbildung 8). Die Ergebnisse werden anhand einer Kalibrationskurve ermittelt. Die Gesamt-
Testdauer betrdgt 18 Minuten [125].
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Abbildung 8 ElektroChemiLumineszenz (ECL) Reaktionsmechanismus (nach [47])
e~ Elektron, Ru Ruthenium, TPA Tri-Propyl-Amine
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4.3.2 Standardisierung und Qualititskontrolle

Der proBNP-Elecsys-Test wird iliber Einwaage von reinem synthetischem NT-proBNP
(I-76) in Humanserum-Matrix standardisiert. Die Kalibrationskurve wird durch eine 2 -
Punkt-Kalibration und eine {iber den Reagenzbarcode mitgelieferte Masterkurve
geritespezifisch generiert. Zur Qualititskontrolle werden PreciControl proBNP 1 und 2

Elecsys oder andere geeignete Kontrollen verwendet [125].

4.3.3 Analytische Empfindlichkeit

Der proBNP-Elecsys-Test weist keine signifikante Kreuzreaktivitit zu folgenden Substanzen
auf: ANP, NT-proANP(1-30), NT-proANP(31-67), NT-proANP(79-98), BNP, CNP,
Adrenomedullin, Aldosteron, Angiotensin I, Angiotensin II, Angiotensin III, Endothelin,
Renin, Urodilatin, Arg-Vasopressin. Der Messbereich des Testsystems reicht von 5 bis
35000 pg/ml (definiert durch die Nachweisgrenze und das Maximum der Masterkurve). Intra-

und Interassay-Ungenauigkeiten betragen < 2,7 bzw. < 3,2% [125].

4.4 Statistische Auswertung

Die beobachteten und prozentualen Héaufigkeiten und die errechneten statistischen Maf3zahlen
(Anzahl (n), Spannweite, Mittelwert ( M ), Standardabweichung ( SD ), Median, Perzentile, p-

Wert (p), Korrelationskoeffizient nach Spearman (7)) wurden in Form von Tabellen

dargestellt.

Zur grafischen Veranschaulichung wurden iiberwiegend Box-Plots verwendet. Diese geben
zum einen die 50. Perzentile, d. h. den Median, an; zum anderen geben die Kastengrenzen die
25. und 75. Perzentilen, d. h. das 1. und 3. Quartil, an. Die durchgezogenen Linien fiihren
von der Kastengrenze zu den extremen Nicht-Ausreiler-Werten. Ausreiller werden definiert

als Werte, die um mehr als 1,5 Interquartilsspannweiten jenseits des 1. bzw. 3. Quartils

liegen. AuBlerdem wurden Histogramme, Balkendiagramme, Streudiagramme und

Perzentilkurven als grafische Darstellungen verwendet.

Die absoluten und die logarithmisch transformierten (dekadischer Logarithmus) NT-proBNP-
Werte wurden grafisch sowie durch Anwendung des Anpassungstests nach Kolmogorov /

Smirnov zundchst auf das Vorliegen einer Normalverteilung untersucht.
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Fiir den Vergleich von arteriellen und vendsen Werten aus dem Nabelschnurblut wurde der t-

Test fiir abhéngige Stichproben benutzt.

Fiir die Beurteilung von NT-proBNP hinsichtlich Entbindungsmodus und Geschlecht wurde

der t-Test fiir unabhingige Stichproben verwendet.

Korrelationen zwischen APGAR-Score, Nabelschnur-pH-Wert, Gestationsalter, Geburtsdauer
und den NT-proBNP-Konzentrationen im Nabelschnurblut wurden mittels der

nichtparametrischen Korrelation nach Spearman tiberpriift.

Mehrfachvergleiche zwischen den unterschiedlichen Altersgruppen unter Einbeziehung des
Geschlechts wurden mittels bifaktorieller Varianzanalyse nach der Prozedur ANOVA
(Varianzanalyse) durchgefiihrt. Die Varianzen zwischen den Gruppen wurden hierbei zu den
Varianzen innerhalb der Gruppen ins Verhiltnis gesetzt. AnschlieBend an die Varianzanalyse
wurde der Post-Hoc-Test nach Tamhane angewendet. Dieser Test erlaubt es herauszufinden,

welche der Gruppen sich im Einzelnen voneinander unterscheiden.

Die Perzentilkurven wurden gruppenunabhéngig, zum einen mittels einer Regressionsanalyse,
zum anderen anhand des LMS-(Lamda-My-Sigma-)Programms 1.17, berechnet. Das LMS-
Programm basiert auf den LMS-Methoden von Cole (1988) und Cole und Green (1992) fiir
geglattete Referenz-Perzentilkurven und erlaubt bei Vorliegen begrenzter Fallzahlen von
zufdlligen Schwankungen unabhédngige Perzentilwerte zu bestimmen [21, 22]. Zusétzlich
wurden Perzentile fiir die verschiedenen Altersgruppen berechnet und tabellarisch und

grafisch dargestellt.

Das Signifikanzniveau o wurde wie folgt festgelegt:

- p=0,05 bedeutet nicht signifikant,

- p<0,05 wird als signifikant angesehen,
- p<0,01 als sehr signifikant und

- p<0,001 als hoch signifikant betrachtet.
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Der Korrelationskoeffizient |r| wurde wie folgt interpretiert:

- <0,3 bedeutet keine,

0,3 -0,5 eine geringe,

0,5 -0,7 eine mittlere und

> (,7 eine starke Korrelation.

Die statistischen Auswertungen und Berechnungen der Daten erfolgten mithilfe des
Statistikprogramms SPSS 11.0 (Statistical Package for the Social Science) und Microsoft

Excel fur Windows.
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5 Ergebnisse

5.1 Verteilung der Probanden

Die 284 Probanden setzten sich zusammen aus 121 Neugeborenen bis zum 28. Lebenstag,
26 Sauglingen (29. Lebenstag bis zum Ende des 1. Lebensjahres), 36 Kleinkindern (2. bis
zum Ende des 5. Lebensjahres), 49 Schulkindern (6. bis zum Ende des 13. Lebensjahres)
sowie 52 Jugendlichen und Erwachsenen (siche Abbildung 9 und Tabelle 1).

300 -
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!
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150 +

100

Anzahl der Probanden (n)

50 + O alle
Bw
0 \ B m
Total Neugeborene  Sduglinge Kleinkinder  Schulkinder  Jugendliche
und
Erwachsene
Abbildung 9 Verteilung der Probanden
w/m weibliche/mannliche Probanden
Tabelle 1 Verteilung der Probanden
n / %* (alle) n/! %** (w) n/ %** (m)
Neugeborene 121 /42,61 66 /54,55 55/45,45
Sauglinge 26/9,15 13 /50,00 13 /50,00
Kleinkinder 36/12,68 17/47,22 19/52,78
Schulkinder 49 /17,25 25/51,02 24 /48,98
Jugendliche und Erwachsene 52/18,31 28 /53,85 24 /46,15
Total 284 /100,00 149 /52,46 135/47,54

w/m weibliche/méannliche Probanden, * relativ zum Gesamtkollektiv, ** relativ zur Untergruppe (Begrenzung
auf 2 Dezimalstellen)

Da insbesondere die NT-proBNP-Werte des Neugeborenen- und Sduglingsalters von Interesse

waren, wurde ein besonderes Augenmerk auf diese Altersgruppen gerichtet.
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5.2 Verteilung der NT-proBNP-Werte

Die Daten wurden grafisch mittels Histogramm und tiberlagerter Normalverteilungskurve mit
anschlieBendem Anpassungstest nach Kolmogorov / Smirnov einer Priifung auf

Normalverteilung unterzogen.

Die absoluten Werte zeigten eine positive schiefe linkssteile Verteilung, die rechts flach
auslief. Eine Normalverteilung wurde nach Umwandlung der Werte in den dekadischen

Logarithmus erreicht (sieche Abbildung 10).
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Abbildung 10 Verteilung der NT-proBNP-Werte
Histogramme der NT-proBNP-Konzentrationen von allen Probanden (n = 284)

Links: Histogramm der absoluten NT-proBNP-Werte, eine Normalverteilung wurde abgelehnt (Kolmogorov /
Smirnov Z =5,10; p <0,001)

Rechts: Histogramm der logarithmisch (dekadischer Logarithmus) umgewandelten NT-proBNP-Werte, eine
Normalverteilung konnte hier angenommen werden (Kolmogorov / Smirnov Z =1,07; p =0,198)

Fiir die Berechnungen, die eine Normalverteilung voraussetzten, wurden die absoluten NT-
proBNP-Werte in den dekadischen Logarithmus transformiert. Die Ergebnisse wurden

anschlieBend zur besseren Veranschaulichung wieder in absolute Werte umgewandelt.

Die Betrachtung der NT-proBNP-Werte im Streudiagramm (siche Abbildung 11) zeigte sehr
hohe Werte in den ersten Lebenstagen, gefolgt von einem deutlichen Abfall innerhalb der

ersten Lebensjahre und einem konstanten Niveau bis ins Erwachsenenalter.
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Abbildung 11 Verlauf der NT-proBNP-Konzentrationen iiber das gesamte Probandenkollektiv

Links: Streudiagramm der NT-proBNP-Werte fiir die ersten 10 Lebenstage

Rechts: Streudiagramm der NT-proBNP-Werte fiir Probanden élter als 10 Tage bis zum 59. Lebensjahr
NSB Nabelschnurblut, T Tage
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5.3 Gruppenbildung

Fiir die statistischen Berechnungen wurden alle Probanden in Gruppen zusammengefasst.

Nabelschnurblutentnahmen bei 62 Neugeborenen wurden gesondert betrachtet von den
Probanden, bei denen am ersten Lebenstag periphervends Proben entnommen wurden.
Innerhalb der ersten Lebenstage wurden kleinere Gruppen gebildet, da in diesem Intervall
stirkere Schwankungen der NT-proBNP-Werte beobachtet wurden. Bei der Gruppenbildung
wurde auf eine ausreichende Fallzahl und geringe Schwankungen der NT-proBNP-Werte

innerhalb der Gruppen geachtet (siche Abbildung 12 und 13 und Tabelle 2).
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Abbildung 12 Gruppenbildung

Streudiagramm der NT-proBNP-Werte fiir das gesamte Probandenkollektiv, Ordinate und Abszisse sind
logarithmisch aufgetragen

LJ Lebensjahre, LT Lebenstage, NSB Nabelschnurblut
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Tabelle 2 Haufigkeiten der Gruppen

Gruppe Alter n / %* (alle) n /%** (w) n / %** (m)
NSB NSB 62 /21,83 35/56,45 27/43,55
1 1.-2.LT 8/2,82 6/75,00 2/25,00

2 3.-4.LT 40/ 14,08 19/47,50 21/52,50
3 5.—-28.LT 11/3,87 6/54,55 5/4545

4 29.-365.LT 26/9,15 13 /50,00 13 /50,00
5 2.—-4.1J 28/9,86 12 /42,86 16 /57,14
6 5.—-10.LJ 27/9,51 14/51,85 13 /48,15
7 11.-13.LJ 30/10,56 16 /53,33 14 /46,67
8 14.-18.LJ 26/9,15 11/42,31 15/57,69
9 19.-59.LJ 26/9,15 17 /65,38 9/34,62
Total NSB -59.LJ 284 /100,00 149 /52,46 135/ 47,54

LJ Lebensjahre, LT Lebenstage, NSB Nabelschnurblut, w/m weibliche/ménnliche Probanden
* relativ zum Gesamtkollektiv, ** relativ zur Untergruppe (Begrenzung auf 2 Dezimalstellen)
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Abbildung 13 Haufigkeiten der Gruppen
NSB Nabelschnurblut, w/m weibliche/méannliche Probanden
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5.4 Einfluss der Altersgruppen und des Geschlechts

Um die unterschiedlichen Altersgruppen miteinander zu vergleichen, fiihrten wir eine
Varianzanalyse (ANOVA) durch. Ziel dieser Mallnahme war es, herauszufinden, ob
signifikante Unterschiede der NT-proBNP-Werte in den von uns gebildeten Altersgruppen zu
beobachten waren. Damit der Einfluss des Geschlechts auf die NT-proBNP-Werte
beriicksichtigt werden konnte, wurde die Varianzanalyse bifaktoriell durchgefiihrt. Diese
Varianzanalyse setzte eine Normalverteilung der Werte und eine Homogenitédt der Varianzen
innerhalb der einzelnen Altersgruppen voraus. Durch Logarithmieren wurde die Bedingung
der normalverteilten Daten erfiillt. Die Priifung der Varianzhomogenitit anhand des Levene-
Tests zeigte, dass sich die Varianzen innerhalb der einzelnen Altersgruppen signifikant
unterschieden. Aus diesem Grund wurde nach der Varianzanalyse der fiir ungleiche
Varianzen geeignete Tamhane-Test in der anschliefenden Post-Hoc-Testung verwendet. Man
erhdlt mit der Varianzanalyse Aufschluss dariiber, welcher der beiden Faktoren, Altersgruppe

und Geschlecht, einen signifikanten Einfluss auf die NT-proBNP-Konzentrationen hat.

Es zeigte sich im bifaktoriellen Design, dass die Altersgruppenzugehdrigkeit mit einem

p-Wert von p < 0,001 einen statistisch hochsignifikanten Einfluss auf die NT-proBNP-Werte

hatte. Ein signifikanter Haupteffekt fand sich jedoch nicht fiir den Faktor Geschlecht
(p=0,066), was darauf hindeutete, dass sich die NT-proBNP-Werte bei weiblichen und

minnlichen Probanden insgesamt, d. h. {iber alle Altersgruppen hinweg betrachtet, nicht

bedeutsam voneinander unterschieden. Die hochsignifikante Interaktion (p <0,001) der

beiden Faktoren (Altersgruppe und Geschlecht) zeigte jedoch, dass auf verschiedenen Stufen
der Altersgruppen bedeutsam unterschiedliche NT-proBNP-Konzentrationen bei weiblichen
und minnlichen Probanden vorlagen. Jenseits der Altersgruppen 8 und 9 zeigte sich ein
Trend zu steigenden Werten bei weiblichen Probanden und ein Trend zu fallenden Werten bei

minnlichen Probanden. Das Wechselwirkungsdiagramm (,,Profildiagramm®) veranschaulicht

dies (siche Abbildung 14).
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Abbildung 14 Wechselwirkungsdiagramm der geschétzten Randmittel fiir NT-proBNP

Die grafische Darstellung zeigt anhand der Mittelwerte (,,geschétzte Randmittel) der NT-proBNP-
Konzentrationen die Wirkung der Faktoren ,,Altersgruppe® und ,,Geschlecht*

NSB Nabelschnurblut, w/m weibliche/méannliche Probanden

Um herauszufinden, welche der Altersgruppen sich signifikant voneinander unterschieden,
wurde der Post-Hoc-Test nach Tamhane nachgeschaltet (siehe Tabelle 3). In diesem Test, der
wegen der ungleichen Varianzen vorzuziehen war, zeigten sich signifikante Ergebnisse
zwischen der Nabelschnurgruppe und der Altersgruppe 2 sowie den Altersgruppen 4-9.
Die Altersgruppen 1, 2 und 3 zeigten ein signifikantes Ergebnis zu den Altersgruppen 4 -9 .
Die Altersgruppe 4 hatte ein signifikantes Ergebnis zu den Altersgruppen 6 —9. Statistische
Signifikanz bestand auch zwischen Altersgruppe 5 und den Altersgruppen 7-9. Ab der
Altersgruppe 6, d. h. ab dem 5.-10. Lebensjahr, wurden keine signifikanten Unterschiede zu
hoheren Altersgruppen beobachtet.
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Tabelle 3 Signifikanzwerte (p-Werte) der Altersgruppenvergleiche (Post-Hoc-Test nach Tamhane)

Altersgruppe  NSB 1 2 3 4 5 6 7 8 9
NSB 0314 <0,001 0,734 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
1 T~ 1,000 0969 <001 <001 <0,01 <0,001 <0,001 <0,001
2 T~ 038 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
3 T <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4 TS 0437 <001  <0,001 <0,001 <0,001
5 T 0593 <001 <0,01 <0,05
6 TS~ 0998 0906 0,989
7 T~ 1,000 1,000
8 T~ 1,000
9

NSB Nabelschnurblut

Die fehlende statistische Signifikanz zwischen der Nabelschnurgruppe und der Gruppe 1
scheint zum einen durch die ungleichen Varianzen und die unterschiedlichen Fallzahlen der
beiden Gruppen, zum anderen durch Ausreifler in der Nabelschnurgruppe bedingt zu sein.
Betrachtet man fiir beide Gruppen den Median im Boxplot, ist hingegen ein deutlicher

Unterschied zu erkennen (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15 NT-proBNP-Werte fiir das gesamte Probandenkollektiv

Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch
transformierten NT-proBNP-Werte

NSB Nabelschnurblut
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5.5 Nabelschnurblut

5.5.1 Charakterisierung des Nabelschnurkollektivs

Bei einem Probandenkollektiv von 62 gesunden, reifen Neugeborenen wurden NT-proBNP-
Konzentrationen im Nabelschnurblut bestimmt. Von den 62 Neugeborenen wurden 28 durch
Sectio caesarea und 34 durch Spontanpartus entbunden. Die Gestationsdauer betrug zwischen
vollendeter 36. und 42. Schwangerschaftswoche (M =38 SSW; Median =39 SSW). Der
APGAR-Score nach einer Minute lag zwischen 6 und 10 (M =8,52; Median =9 ), nach
fiinf Minuten zwischen 7 und 10 (M =9,33; Median =9 ) und nach zehn Minuten zwischen
7 und 10 (M =9,70; Median =10). Der Nabelschnur-pH-Wert lag zwischen 7,143 und
7,412 (M =17,300; Median =7,300). Bei 31 Neugeborenen konnte die Geburtsdauer
betrachtet werden, die zwischen 1 und 17 Stunden lag (M = 7,274; Median = 7,000).

Bei 36 der 62 Neugeborenen wurde aus der Nabelschnur sowohl arteriell als auch vends Blut
zur NT-proBNP-Messung gewonnen. Bei 4 dieser 36 Neugeborenen konnte die Zuordnung
der Proben zu arteriell oder venos nicht eruiert werden. Bei 26 der 62 Neugeborenen wurde

ausschlieBlich aus der Nabelschnurvene Blut entnommen.
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5.5.2 Einfluss der arteriellen bzw. venosen Blutentnahme

Es wurde primér das Nabelschnurkollektiv hinsichtlich eines Unterschiedes der NT-proBNP-

Konzentrationen im arteriellen im Vergleich zum vendsen Nabelschnurblut untersucht.

Nach logarithmischer Umwandlung der absoluten NT-proBNP-Werte und durch Anwendung
des t-Testes filir abhdngige Stichproben konnte festgestellt werden, dass zwischen den
arteriellen (n=32; M =797 pg/ml; SD==x522 pg/ml; Median=676 pg/ml) und den
vendsen (n=32; M =848 pg/ml; SD ==+645 pg/ml; Median =671 pg/ml) Werten kein
statistisch signifikanter Unterschied vorlag ( p =0,088).

3981 9
r p=0,088
2511 1

1584 9

1000 ¥

630 1

NT-proBNP [pg/ml]

3989

n 32

Arteriell Venos

Abbildung 16 NT-proBNP-Werte im arteriellen und vendsen Nabelschnurblut
Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch
transformierten NT-proBNP-Werte

Bei den weiteren Berechnungen des Nabelschnurkollektivs wurde daher nicht mehr zwischen
arteriellen und vendsen Werten differenziert. Es wurde der Mittelwert von arteriellen und

venOsen Werten verwendet.
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5.5.3 Einfluss des Geburtsmodus

In einer weiteren Analyse des Nabelschnurkollektivs wurde ein Vergleich der NT-proBNP-
Konzentrationen bei Neugeborenen nach Sectio caesarea (n=28; M =912 pg/ml;
SD = +629 pg/ml) bzw. nach Spontangeburt (n=34; M =741 pg/ml; SD ==+462 pg/ml)
vorgenommen. Nach logarithmischer Umwandlung der absoluten NT-proBNP-Werte und
durch Anwendung des t-Testes fiir unabhingige Stichproben wurde keine statistische

Signifikanz erreicht. Mit einem p-Wert von p = 0,299 bestand somit keine Abhéngigkeit der

NT-proBNP-Werte vom Entbindungsmodus.

3981 9

r p:07299 1
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Sectio caesarea Spontanpartus

Abbildung 17 NT-proBNP-Werte im Nabelschnurblut nach Sectio caesarea und nach Spontangeburt
Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch
transformierten NT-proBNP-Werte
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5.5.4 Einfluss des APGAR-Scores, des Nabelschnur-pH-Wertes, des Gestationsalters
und der Geburtsdauer

Der Einfluss des APGAR-Scores, des Nabelschnur-pH-Wertes, des Gestationsalters und der
Geburtsdauer auf die NT-proBNP-Konzentrationen wurde mittels des nichtparametrischen
Korrelationstests nach Spearman untersucht. Bei diesen vier genannten Parametern bestand

keine Korrelation mit den NT-proBNP-Konzentrationen.

Tabelle 4 Korrelation nach Spearman der NT-proBNP-Konzentrationen mit den APGAR-Scores, dem
Nabelschnur-pH-Wert, dem Gestationsalter und der Geburtsdauer

APGAR APGAR APGAR .
nach 1 Minute nach 5 Minuten nach 10 Minuten pH-Wert Gestationsalter Geburtsdauer
NT-proBNP r» -0,150 -0,264 -0,064 -0,123 -0,272 0,141

r Spearman-Korrelationskoeffizient
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5.5.5 NT-proBNP-Konzentrationen im Nabelschnurblut

Die NT-proBNP-Konzentrationen bei den 62 Neugeborenen hatte nach Mittelwertbildung
der arteriellen und vendsen Werte und ohne Berlicksichtigung des Entbindungsmodus und des
Geschlechts eine Spannweite von 281 pg/ml bis 2595 pg/ml. Der Mittelwert der NT-
proBNP-Werte lag bei 818 pg/ml mit einer Standardabweichung von =546 pg/ml. Der
Median betrug 668 pg/ml und der 95 %-Referenzbereich lag zwischen 304 pg/ml und 2539

pg/ml.
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Abbildung 18 NT-proBNP-Werte im Nabelschnurblut

Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch
transformierten NT-proBNP-Werte

NSB Nabelschnurblut

34



Ergebnisse

5.5.6 Einfluss des Geschlechts

Die NT-proBNP-Werte des Nabelschnurkollektivs wurden, wie im Folgenden auch diejenigen
aller anderen Gruppen, hinsichtlich eines eventuellen Geschlechtsunterschiedes untersucht.
Nach Logarithmieren und durch Anwendung des t-Testes fiir unabhiingige Stichproben zeigte
der Vergleich von weiblichen (n=35; M =813 pg/ml; SD =+567 pg/ml) und minnlichen
(n=27; M =826 pg/ml; SD==+527 pg/ml) Neugeborenen mit einem p-Wert von
p = 0,766 keine statistische Signifikanz.

Tabelle 5 NT-proBNP-Werte [pg / ml] im Nabelschnurblut, mit Geschlechtsangaben

Gruppe G n M SD p Spannweite Median 2,5.P 97,5.P
w 35 813 567 281-2595 639 281 2595
NSB 0,766
m 27 826 527 321-2417 671 321 2417

Dargestellt sind Mittelwert (M ), Standardabweichung ( SD ), p-Wert ( p ), Spannweite, Median, 2,5. und 97,5.

Perzentile in pg/ml
NSB Nabelschnurblut, P Perzentile, w/m weibliche/ménnliche Probanden
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Abbildung 19 NT-proBNP-Werte im Nabelschnurblut bei weiblichen und ménnlichen Neugeborenen
Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch
transformierten NT-proBNP-Werte

NSB Nabelschnurblut, w/m weibliche/méannliche Probanden
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5.6 Neugeborenen- und Siuglingsalter

Im Neugeborenen- und Sduglingsalter wurde bei insgesamt 85 Kindern periphervends Blut
zur NT-proBNP-Bestimmung entnommen. Zur statistischen Berechnung wurden die 85

Neugeborenen und Sduglinge in 4 Altersgruppen und jeweils nach Geschlecht aufgeteilt.

5.6.1 NT-proBNP-Konzentrationen im Neugeborenen- und Siauglingsalter

Ohne Beriicksichtigung des Geschlechts reichten die NT-proBNP-Konzentrationen in der
Altersgruppe 1 (1.-2. LT) von 273 pg/ml bis 13224 pg/ml. Der Mittelwert der Serum-NT-
proBNP-Werte lag bei 6072 pg/ml mit einer Standardabweichung von 4930 pg/ml. Der
Median betrug 4558 pg/ml und der 95%-Referenzbereich lag zwischen 273 und 13224
pg/ml.

In Gruppe 2 (3.-4. LT) lagen die Werte zwischen 621 pg/ml und 8122 pg/ml. Mittelwert
und Standardabweichung betrugen 2972 pg/ml bzw. 1808 pg/ml. Der Median lag bei 2492
pg/ml, der 95% -Referenzbereich zwischen 624 und 8083 pg/ml.

Die Werte der Gruppe 3 (5.-28. LT) hatten eine Spannweite von 243 pg/ml bis 4130
pg/ml mit einem Mittelwert von 1731 pg/ml. Die Standardabweichung betrug 1236 pg/ml
und der Median 1321 pg/ml. Der 95% -Referenzbereich lag zwischen 243 und 4130 pg/ml.

In Altersgruppe 4 (29.-365. LT) lagen die NT-proBNP-Werte zwischen 48 pg/ml und 739
pg/ml. Mittelwert und Standardabweichung betrugen 215 pg/ml bzw. 169 pg/ml, der Median
77 pg/ml. Der 95% -Referenzbereich befand sich zwischen 48 und 739 pg/ml.
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Abbildung 20 NT-proBNP-Werte im periphervendsen Blut fiir das Neugeborenen- und Séuglingsalter
Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch

transformierten NT-proBNP-Werte
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5.6.2 Einfluss des Geschlechts

Alle Gruppen wurden hinsichtlich eines Geschlechtsunterschiedes der NT-proBNP-
Konzentrationen untersucht. Dafiir wurden die absoluten NT-proBNP-Werte logarithmiert
und jeweils einem t-Test flir unabhidngige Proben unterzogen. In keiner der 4 Gruppen

erlangte der Vergleich eine statistische Signifikanz.

Tabelle 6 NT-proBNP-Werte [pg / ml] fiir das Neugeborenen- und Séuglingsalter, mit Geschlechtsangaben

Gruppe G n M SD p Spannweite Median 2,5.P 97,5.P

i w6 5687 4351 0.929 273-13213 4558 273 13213
m 2 7227 8482 1229-13224 7227 1229 13224
w 19 2522 1921 621-8122 2247 621 8122

2 m 21 3380 1638 0,062 741-6115 3210 741 6115

3 w 1928 1578 0.994 243-4130 1402 243 4130
m 1493 759 678-2337 1321 678 2337
w 13 197 154 48-578 154 48 578

4 0,589
m 13 233 188 51-739 190 51 739

Dargestellt sind Mittelwert (M ), Standardabweichung ( SD ), p-Wert ( p ), Spannweite, Median, sowie 2,5. und
97,5. Perzentile in pg/ml
G Geschlecht, P Perzentile, w/m weibliche/méannliche Probanden
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Abbildung 21 NT-proBNP-Werte im periphervendsen Blut fiir das Neugeborenen- und Sduglingsalter, mit
Geschlechtsangaben

Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch
transformierten NT-proBNP-Werte

w/m weibliche/ménnliche Probanden
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5.7 Kleinkind-, Schulkind-, Jugendlichen- und Erwachsenenalter

Im Kleinkind-, Schulkind-, Jugendlichen- und Erwachsenenalter wurde bei insgesamt 137
Probanden vendses Blut zur NT-proBNP-Bestimmung entnommen. Zur statistischen

Berechnung wurden 4 Gruppen erstellt.

5.7.1 NT-proBNP-Konzentrationen im Kleinkind-, Schulkind-, Jugendlichen- und

Erwachsenenalter

In der Gruppe 5 (2.-4. LJ) reichten die Werte von 23 pg/ml bis zu 675 pg/ml mit einem
Median von 80 pg/ml. Der 95% -Referenzbereich befand sich zwischen 23 und 675 pg/ml.
Mittelwert und Standardabweichung betrugen 139 pg/ml bzw. +142 pg/ml.

Die NT-proBNP-Konzentrationen in der Altersgruppe 6 (5.-10. LJ) reichten von 5 pg/ml
bis zu 196 pg/ml; der Median betrug 77 pg/ml, Mittelwert und Standardabweichung
betrugen 75 pg/ml =48 pg/ml. Der 95% -Referenzbereich lag zwischen 5 und 196 pg/ml.

Die NT-proBNP-Werte lagen bei Kindern der Gruppe 7 (11.-13. LJ) zwischen 5 pg/ml und
157 pg/ml; der Median lag bei 41 pg/ml und der 95% -Referenzbereich lag zwischen 5 und
157 pg/ml. Der Mittelwert wurde mit 52 pg/ml berechnet mit einer Standardabweichung von
42 pg/ml.

Die NT-proBNP-Konzentrationen in der Altersgruppe 8 (14.-18. LJ) reichten von 5 pg/ml
bis zu 162 pg/ml; der Median lag bei 31 pg/ml, Mittelwert und Standardabweichung betrugen
53 pg/ml =50 pg/ml. Der 95% -Referenzbereich lag zwischen 5 und 162 pg/ml.

Ab dem 19. Lebensjahr (Altersgruppe 9: 19.-59. LJ) lagen die NT-proBNP-Werte zwischen
5 pg/ml und 145 pg/ml. Der Median fand sich bei 41 pg/ml und der Mittelwert betrug 55
pg/ml + 46 pg/ml. Der 95% -Referenzbereich reichte von 5 bis 145 pg/ml.
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Abbildung 22 NT-proBNP-Werte im periphervendsen Blut fiir das Kleinkind-, Schulkind-, Jugendlichen- und

Erwachsenenalter

Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch

transformierten NT-proBNP-Werte
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5.7.2 Einfluss des Geschlechts
Alle Gruppen wurden hinsichtlich eines Geschlechtsunterschiedes der NT-proBNP-

Konzentrationen untersucht. Dafiir wurden die absoluten NT-proBNP-Werte logarithmiert

und jeweils einem t-Test fiir unabhéngige Proben unterzogen.

In den Gruppen 5, 6 und 7 zeigte sich kein statistisch relevanter Unterschied zwischen
beiden Geschlechtern. In Gruppe 8 fanden sich hohere Werte beim weiblichen Geschlecht,
ohne dass jedoch eine statistische Signifikanz erreicht wurde ( p = 0,097). Bei den Probanden
ab dem 19. Lebensjahr bestanden signifikant hohere NT-proBNP-Werte beim weiblichen
Geschlecht ( p <0,001).

Tabelle 7 NT-proBNP-Werte [pg / ml] fiir das Kleinkind-, Schulkind-, Jugendlichen- und Erwachsenenalter, mit
Geschlechtsangaben

Gruppe G n M SD p Spannweite Median 2,5.P 97,5.P

w12 163 184 41-675 70 41 675
5 0,582

m 16 120 102 23-402 90 23 402

w 14 72 50 14-196 67 14 196
6 0,960

m 13 78 46 ’ 5-159 77 5 159

16 50 35 5-157 43 5 157

7 v 0,724

m 14 54 50 8-150 30 8 150
g w 11 69 49 0.097 9-162 68 9 162

m 15 42 50 ’ 5-161 23 5 161

w 17 77 43 11-145 72 11 145
9 <0,001

m 9 14 10 ’ 5-32 9 5 32

Dargestellt sind Mittelwert (M ), Standardabweichung ( SD ), p-Wert ( p ), Spannweite, Median, sowie 2,5. und

97,5. Perzentile in pg/ml
G Geschlecht, P Perzentile, w/m weibliche/ménnliche Probanden
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Abbildung 23 NT-proBNP-Werte im periphervendsen Blut fiir das Kleinkind-, Schulkind-, Jugendlichen- und

Erwachsenenalter, mit Geschlechtsangaben
Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch

transformierten NT-proBNP-Werte
w/m weibliche/ménnliche Probanden
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5.8 Uberblick der NT-proBNP-Konzentrationen aller Gruppen

Abbildung 24 und Tabelle 8 geben einen Uberblick der NT-proBNP-Konzentrationen fiir alle
9 Gruppen:

o Die NT-proBNP-Serumkonzentrationen zeigten hohe Werte im Nabelschnurblut.

o Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen arteriellen und

venodsen Nabelschnur-Werten.
. NT-proBNP-Konzentrationen waren unabhéngig vom Geburtsmodus.

o APGAR-Score, Nabelschnur-pH, Gestationsalter und Geburtsdauer zeigten keine
Korrelation mit den NT-proBNP-Werten.

o Ab dem 4. Lebenstag wurde im Laufe des ersten Lebensjahres ein allmdhlicher Abfall
der NT-proBNP-Werte beobachtet, die sich wahrend des Kleinkindesalters den NT-

proBNP-Normwerten der Erwachsenenpopulation néherten.

. Im Vergleich der beiden Geschlechter zeigte sich erst in der Gruppe 9 jenseits des 19.
Lebensjahres ein signifikanter Unterschied mit hoheren Werten beim weiblichen

Geschlecht.
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Abbildung 24 Boxplots fiir die NT-proBNP-Werte fiir das gesamte Probandenkollektiv
Dargestellt sind Boxplots mit Median, Quartilen und extremsten Nicht-Ausreifler-Werten der logarithmisch

transformierten NT-proBNP-Werte

NSB Nabelschnurblut, w/m weibliche/méannliche Probanden

Tabelle 8 NT-proBNP-Werte [pg / ml] fiir das gesamte Probandenkollektiv

Gruppe Alter n M SD Spannweite Median 2,5.P 97,5.P
NSB NSB 62 818 546 281-2595 668 304 2539
1 1-2.LT 8 6072 4930 273-13224 4558 273 13224
2 3-4.LT 40 2972 1808 621-8122 2492 624 8083
3 5-28.LT 11 1731 1236 243-4130 1321 243 4130
4 29.-365. LT 26 215 169 48-739 157 48 739

5 2-4.1J 28 139 142 23-675 80 23 675

6 5-10.LJ 27 75 48 5-196 77 5 196

7 11.-13.LJ 30 52 42 5-157 41 5 157

8 14-18.LJ 26 53 50 5-162 31 5 162
9w 19.-58. LJ 17 77 43 11-145 72 11 145
9m 19.-58. LJ 9 14 10 5-32 9 5 32

Dargestellt sind Mittelwert (M ), Standardabweichung ( SD ), Spannweite, Median, 2,5. und 97,5. Perzentile in

pg/ml

NSB Nabelschnurblut, LJ Lebensjahre, LT Lebenstage, P Perzentile, w/m weibliche/mannliche Probanden
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5.9 Perzentilkurven

Zur Darstellung des Verlaufs der NT-proBNP-Werte wurde die Form von Perzentilkurven im

untersuchten Probandengut gewihlt.

Dazu wurden drei unterschiedliche statistische Methoden angewendet.

Es wurde versucht, die Perzentilkurven gruppenunabhingig zum einen mittels einer
Regressionsanalyse und zum anderen anhand des LMS-Programms 1.17 zu berechnen.
AuBerdem wurden die Perzentilen fiir die gebildeten Altersgruppen berechnet und grafisch

dargestellt.
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5.9.1 Regressionsanalyse

Ziel der Durchfilhrung einer Regressionsanalyse war die Bestimmung eines
Normwertbereichs fiir NT-proBNP in Abhédngigkeit vom Lebensalter. Diese Methode erlaubte
es, ohne vorherige Gruppenbildung Referenzbereiche fiir ein bestimmtes Probandenkollektiv
zu bestimmen. Die Regressionsanalyse sollte fiir Probanden unter 18 Jahren durchgefiihrt

werden.

Als Modell diente ein einfaches, lineares Regressionsmodell. Da die NT-proBNP-Werte in
den ersten Lebenstagen zunédchst anstiegen und anschlieBend wieder abfielen, war ein lineares
Modell fiir das gesamte Kindesalter nicht sinnvoll. Es wurde deshalb unter Annahme einer
Linearitét die Regression fiir den Lebensabschnitt vom 11. Lebenstag bis zum Ende des 18.
Lebensjahres durchgefiihrt. Hierzu wurden die NT-proBNP-Werte zuerst in den dekadischen
Logarithmus umgewandelt und als Streudiagramm dargestellt. Die Betrachtung der Residuen
im Residuenplot zeigte eine recht gleichméBige Verteilung der Werte um 0 auf der Ordinate.
Unter den Voraussetzungen der Giiltigkeit des linearen Modells wurde versucht, die
Regressionsgerade und einen 95%-Referenzbereich fiir die NT-proBNP-Werte zu
bestimmen. Zur Berechnung der Regressionsgeraden kam das Prinzip der kleinsten

quadratischen Abweichung (Least Square Method) zur Anwendung.

Die Gleichung der Regressionsgeraden lautete:

1g(NT - proBNH pg/mil])=2,138-(0,046 - Alter] J)).

Mit einer Standardabweichung von 0,39098 ergab sich fiir den 95%-Referenzbereich die

Gleichung:
Ig(NT - proBNP|[ pg/ ml]) = 2,138 (0,046 - Alter[ J])=0,76632 .

Der Korrelationskoeffizient zwischen den beiden Merkmalen Alter und NT-proBNP-Wert
betrug |r| =0,552, r*=0,304. Demnach zeigte sich zwischen den NT-proBNP-
Konzentrationen und dem Alter fiir Kinder und Jugendliche zwischen dem 11. Lebenstag und

dem Ende des 18. Lebensjahres eine mittelstarke negative Korrelation. Rund 30 % der

Varianz der NT-proBNP-Konzentrationen konnten durch das Alter erklart werden.
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Abbildung 25 NT-proBNP-Konzentrationen in Abhéngigkeit vom Lebensalter
Dargestellt sind die anhand der Regressionsgleichung berechneten 2,5., 50. und 97,5. Perzentile der in den
dekadischen Logarithmus transformierten Werte

Regressionsgleichung: 1g(NT - proBNP| pg /ml ) = 2,138 - (0,046 Alter] J ]} 0,76632;
| =0,552; * =0,304; SD=0,39098; p <0,0001; T Tage

Zur besseren Darstellung der NT-proBNP-Werte wurde die oben berechnete
Regressionsgerade mit ithrem 95% -Referenzbereich wieder vom dekadischen Logarithmus in

die urspriinglichen NT-proBNP-Absolutwerte zuriickverwandelt.

NT-proBNP [pg/ml]

Alter [Jahre]

Abbildung 26 NT-proBNP-Konzentrationen in Abhéngigkeit vom Lebensalter
Dargestellt sind 2,5., 50. und 97,5. Perzentile
T Tage
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5.9.2 LMS-Methode
Anhand des LMS-Programms 1.17, welches auf den LMS-Methoden von Cole (1988) und

Cole und Green (1992) fiir geglittete Referenz-Perzentilkurven basiert, wurde versucht,

geglattete Referenz-Perzentilkurven zu erstellen [21, 22].

Diese Methode wurde fiir Probanden ab dem 1. Lebenstag (NSB-Probanden ausgenommen)
angewendet. Um einen anndhernd sinnvollen Verlauf der LMS-Kurve zu erhalten, wurde
aufgrund unzureichender Datenmengen im oberen Altersbereich die Berechnung auf

Probanden bis Ende des 16. Lebensjahres begrenzt.

Dieses Programm berechnete fiir jedes Alter in Tagen (Angabegenauigkeit 0,001 Tage) die
jeweilige Perzentile (Ausschnitt: siche Tabelle 9), so dass mit dieser Methode fiir jedes Alter

der zu erwartende NT-proBNP-Wert anhand der so erstellten Tabelle abgelesen werden kann.

Tabelle 9 Ausschnitt aus der Perzentilkurvenberechnung anhand des LMS-Programms

Alter [T]  Alter[J] 25.P 5P 10.P 25.P 50.P 75.P 90.P  95.P  975.P

4411,723 12,087 3,75 6,41 10,55 21,02 40,18 71,12 113,59 14791 184,43
4415,842 12,098 3,75 6,40 10,54 21,01 40,17 71,10 113,56 147,88 184,41
4419,965 12,109 3,75 6,40 10,54 21,00 40,15 71,08 113,54 147,86 184,38
4424,090 12,121 3,74 6,40 10,53 20,99 40,14 71,06 113,51 147,83 184,36
4428,218 12,132 3,74 6,39 10,53 20,99 40,12 71,04 113,49 147,80 184,33
4432,350 12,143 3,74 6,39 10,52 20,98 40,11 71,02 113,46 147,78 184,30
4436,485 12,155 3,74 6,39 10,51 20,97 40,09 71,00 113,44 147,775 184,28
4440,622 12,166 3,73 6,38 10,51 20,96 40,08 70,98 113,41 147,772 184,25
4444763 12,177 3,73 6,38 10,50 20,95 40,06 70,96 113,39 147,70 184,23
4448,907 12,189 3,73 6,37 10,50 20,94 40,05 70,94 113,36 147,67 184,20
4453,054 12,200 3,73 6,37 10,49 20,93 40,03 70,92 113,34 147,64 184,17
4457,204 12,212 3,73 6,37 10,49 20,92 40,02 70,89 113,31 147,62 184,15
4461,357 12,223 3,72 6,36 10,48 20,91 40,00 70,87 113,29 147,59 184,12
4465,514 12,234 3,72 6,36 10,48 20,90 39,99 70,85 113,26 147,57 184,10
4469,673 12,246 3,72 6,36 10,47 20,89 39,97 70,83 113,24 147,54 184,07
4473,836 12,257 3,72 6,35 10,46 20,88 39,96 70,81 113,21 147,51 184,04
4478,001 12,268 3,71 6,35 10,46 20,87 39,94 70,79 113,19 147,49 184,02
4482,170 12,280 3,71 6,35 10,45 20,86 39,93 70,77 113,16 147,46 183,99

Dargestellt sind 2,5., 5., 10., 25., 50., 75., 90., 95. und 97,5. Perzentile in pg/ml um das 12. Lebensjahr
J Jahre, T Tage
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Zur grafischen Darstellung wurden die NT-proBNP-Konzentrationen zuerst in Abhingigkeit

des Alters in Lebensjahren aufgetragen.
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Abbildung 27 NT-proBNP-Konzentrationen in Abhéngigkeit vom Lebensalter
Dargestellt sind 2,5., 5., 10., 25., 50., 75., 90., 95. und 97,5. Perzentile der NT-proBNP-Werte

Fiir eine geeignete Darstellung wurden anschliefend die Abszisse als 5. Wurzel des Alters in

Lebenstagen aufgetragen.

NT-proBNP [pg/ml]

0 1 24 182 772 2368 5860

Alter [Tage]

Abbildung 28 NT-proBNP-Konzentrationen in Abhéngigkeit vom Lebensalter

Dargestellt sind 2,5., 5., 10., 25., 50., 75., 90., 95. und 97,5. Perzentile der NT-proBNP-Werte,

die Ordinate ist logarithmisch aufgetragen, die Abszisse wurde mittels der 5. Wurzel des Alters in Lebenstagen
transformiert dargestellt
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5.9.3 Gruppenabhingige Perzentilkurven

Fiir die unterschiedlichen Altersgruppen wurden die Perzentile berechnet und tabellarisch
sowie grafisch veranschaulicht. Zu beachten ist, dass in der grafischen Darstellung (siehe

Abbildung 29) die Perzentilkurven ohne Beriicksichtigung des Geschlechts abgebildet sind.

Tabelle 10 Gruppenabhéngige Perzentilkurven

Gruppe  Alter n 25P 5P 10P 25.P 50.P 75P 90.P 95.P 97,5.P
NSB NSB 62 304 329 399 502 668 850 1756 2392 2539
1 1.-2.LT 8 273 273 273 1924 4558 11788 13224 13224 13224
2 3.-4.LT 40 624 754 1050 1512 2492 4217 5953 6536 8083
3 5.-28. LT 11 243 243 330 786 1321 2337 4026 4130 4130
4 29.-365.LT 26 48 49 60 96 157 269 478 682 739

5 2.—-4.1LJ 28 23 27 40 59 80 179 329 552 675

6 5.-10.LJ 27 5 5 12 17 77 108 142 181 196

7 11.-13.LJ 30 5 7 11 26 41 70 138 153 157

8 14.-18.LJ 26 5 5 5 10 31 72 150 162 162

9 19.-58.LJ 26 5 5 6 14 41 79 136 142 145
Ow 19.-58.LJ 17 11 11 15 41 72 123 139 145 145
9m 19.-58.LJ 9 5 5 5 6 9 22 32 32 32

Dargestellt sind 2,5., 5., 10., 25., 50., 75., 90., 95. und 97,5. Perzentile in pg/ml
NSB Nabelschnurblut, P Perzentile, w/m weibliche/ménnliche Probanden

100000 1

10000 T

1000 1

100 1

NT-proBNP [pg/ml]

NSB 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Altersgruppe

Abbildung 29 Gruppenabhingige Perzentilkurven

Dargestellt sind 2,5., 5., 10., 25., 50., 75., 90., 95. und 97,5. Perzentile der NT-proBNP-Werte in
Abhingigkeit von den Altersgruppen. Die Ordinate ist logarithmisch aufgetragen.

NSB Nabelschnurblut
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6 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Referenzbereiche von NT-proBNP fiir das gesamte
Kindes- und Jugendalter, insbesondere aber fiir das Neugeborenenalter zu ermitteln. Im
Kindesalter waren bis zur Veroffentlichung der vorliegenden Ergebnisse im Jahre 2004 nur
wenige Studien im Hinblick auf Normwerte von BNP und NT-proBNP durchgefiihrt worden
[68, 73,98, 99, 113, 121, 153].

Die einzelnen Untersuchungen befassten sich zum grofiten Teil mit geringen Fallzahlen und
die Fokussierung lag auf unterschiedlichen Altersabschnitten. Der Einfluss von Alter und
Geschlecht wurde auflerdem unterschiedlich dokumentiert und bewertet. Eine einheitliche
Festlegung insbesondere von NT-proBNP-Normwerten war bisher fiir das gesamte

Kindesalter nicht moglich.

Insgesamt zeigten die in der vorliegenden Arbeit ermittelten NT-proBNP-Konzentrationen
hohe Werte im Nabelschnurblut. Innerhalb der ersten beiden Lebenstage folgte dann ein
weiterer deutlicher Anstieg der NT-proBNP-Werte. Im Laufe des ersten Lebensjahres wurde
ein konsekutiver allméhlicher Abfall beobachtet. Die NT-proBNP-Konzentrationen néherten
sich innerhalb des Kleinkindalters den NT-proBNP-Normwerten der Erwachsenenpopulation.
In den aus dem Nabelschnurblut gemessenen Werten bestand kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der arteriellen und der vendsen Entnahme. Auch waren die NT-
proBNP-Konzentrationen unabhéngig vom Geburtsmodus. Es wurde keine Korrelation der
Nabelschnur-NT-proBNP-Konzentrationen zur Schwangerschaftsdauer, Geburtsdauer, zum
Nabelschnur-pH-Wert und dem APGAR-Score beobachtet. Differente Werte zwischen beiden
Geschlechtern wurden erst jenseits des 19. Lebensjahres mit signifikant hoheren Werten beim
weiblichen Geschlecht ermittelt. Fiir die Perzentilkurvenberechnung wurden in der
vorliegenden Arbeit drei unterschiedliche Verfahren benutzt. Die unterschiedlichen Ansétze
fiihrten teilweise zu verschiedenen Normbereichen. Durch die groBlen Spannweiten in den
ersten Lebensjahren kam es anhand der LMS-Berechnung zu Abweichungen der
Perzentilkurven gegeniiber den tatsdchlichen Werten; die Perzentilkurven waren vor allem in
diesem unteren Altersbereich ungenau. Da fiir diese Berechnung die Nabelschnurwerte nicht
mit einbezogen wurden, lagen die NT-proBNP-Konzentrationen anhand dieser Methode in

den ersten Lebenstagen auf einem hdheren Niveau, als sie tatsdchlich waren. Im oberen
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Altersbereich stimmten die Werte mit den Werten, die anhand der Regressionsgeraden
berechnet werden konnen, und den berechneten Werten innerhalb der Gruppen gut iiberein.
Die Regressionsanalyse beschrinkte sich auf den Lebensabschnitt vom 11. Lebenstag bis
zum Ende des 18. Lebensjahres. Bis auf die ersten Lebensmonate entsprachen die anhand der
Regressionsgleichung ermittelten Perzentile anndhernd den in den Gruppen berechneten

Perzentilen.

6.1 Gegeniiberstellung der vorliegenden Ergebnisse zu den bisherigen

Studiendaten

Der Vergleich der vorliegenden Daten mit denen anderer Studien ist nur bedingt moglich. Die
Griinde hierfiir sind vielfdltig. Zum einen wurden die Probanden hinsichtlich des Alters
unterschiedlich gruppiert; zum anderen wurden verschiedene Hormon-Parameter gemessen
(BNP bzw. NT-proBNP); ferner wurden unterschiedliche Testsysteme zur Bestimmung der
Analyten eingesetzt. Zusétzlich wurden in den einzelnen Studien unterschiedliche statistische
Mal3zahlen (Spannweite, Mittelwert, Standardabweichung, Median, Perzentile) und Grafiken
dargestellt. Es wurden die Messeinheiten fiir BNP und NT-proBNP nicht einheitlich
gehandhabt, die sich jedoch mit entsprechenden Umrechnungsfaktoren berichtigen lieen

(siche Tabelle 11 und Tabellen 12—16 im Anhang).

Tabelle 11 Umrechnungsfaktoren fiir BNP- und NT-proBNP-Konzentrationen

NT-proBNP |pg/mi|-0118 =|pmol /]

BNP | pg/mi}-0,280 = pmol /1]

Die von Yoshibayashi 1995 in der Nabelschnurvene, bei Neugeborenen und bei Kindern bis
zum 15. Lebensjahr ermittelten Normalwerte fiir das aktive BNP erreichten Maximalwerte
am ersten Lebenstag. Es zeigte sich ein Abfall der BNP-Werte in den ersten Lebensmonaten,
ab dem Alter von 3 Monaten blieben die Werte konstant. Die BNP-Konzentrationen am
ersten Lebenstag entsprachen einem 25-30-Fachen der Erwachsenenwerte und waren 21 Mal
hoher als die Konzentrationen im Nabelschnurvenenblut (sieche Tabelle 12 im Anhang) [153].

Kunii beobachtete 2003 ebenfalls signifikante Verdnderungen der BNP-Werte direkt nach der
Geburt. Im Vergleich zum Nabelschnurvenenblut stiegen in dieser Studie die BNP-Werte
innerhalb des ersten Lebenstages (12-20 Stunden nach Geburt) zuerst signifikant an,

anschlieBend wurde in den folgenden Lebenstagen ein signifikanter Abfall der Werte
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beobachtet. Jenseits der Neugeborenenperiode wurde zwischen den gebildeten Altersgruppen
(<1 Jahre; <3 Jahre; <5 Jahre; <10 Jahre; <16 Jahre) kein signifikanter Unterschied der
BNP-Werte mehr gemessen und der Mittelwert mit 5,3 pg/ml angegeben (siche Tabelle 12 im

Anhang) [73].

Die 2003 von Koch bestimmten BNP-Konzentrationen bei Kindern von der Geburt bis zum
17. Lebensjahr erreichten ihr Maximum am ersten und zweiten Lebenstag nach Geburt.
Wihrend der ersten Lebenswoche (5.-7. Lebenstag) kam es zu einem anschlieBenden
signifikanten Abfall der BNP-Konzentrationen. Fiir die ersten zwei Lebenswochen errechnete
sich eine signifikante negative Korrelation mit dem Alter. Jenseits der 2. Lebenswoche
tiberschritten die BNP-Werte einen Wert von 32,7 pg/ml nicht mehr und lagen somit unter
den Erwachsenenwerten. Fiir diese Kinder wurde bei ménnlichen Probanden ein Trend zu
fallenden und bei weiblichen Probanden ein Trend zu steigenden BNP-Werten beobachtet. Ab
dem 10. Lebensjahr zeigten sich signifikant hohere Werte beim weiblichen Geschlecht (siehe
Tabelle 13 im Anhang) [68].

In einer Studie von Soldin (2006) zeigten sich 18-fach hohere BNP-Werte in der

Neugeborenenperiode im Vergleich zu Kindern ab dem 4. Lebensjahr (siche Tabelle 13 im
Anhang) [133].

In allen vier bisher genannten Studien [68, 73, 133, 153] wurde als Parameter nicht das
inaktive NT-proBNP, sondern die aktive Form, das BNP, bestimmt. Auch wurden
verschiedene Testsysteme benutzt [ImmunoRadioMetricAssay (Shionogi, Osaka, Japan) fiir
die Studie von Yoshibayashi und Kunii; Fluoreszenz Immuno Assay (Triage BNP Assay,
Biosite Diagnostics) fiir die Studie von Koch und Soldin]. Mit Ausnahme der Studie von
Soldin lagen die BNP-Konzentrationen auf einem deutlich niedrigeren Niveau als die in der
vorliegenden Arbeit bestimmten NT-proBNP-Werte (siehe Tabelle 12 und 13 im Anhang).
Diese hoheren Werte von NT-proBNP gegeniiber dem BNP kdnnten verursacht sein durch die
aufgrund des unterschiedlichen Abbauweges der beiden Substanzen ldngere Halbwertszeit
von NT-proBNP, die 1-2 Stunden betrdgt im Vergleich zu 20 Minuten fiir das BNP, und
den dadurch bedingten hoheren Konzentrationen des inaktiven NT-proBNP im Blutkreislauf
[57, 91]. Die simultane Bestimmung von BNP und NT-proBNP in der Studie von Sol/din und
in einer Studie von Masson zeigte NT-proBNP-Werte, die um den Faktor 5 bzw. den Faktor
3,5 liber den BNP-Werten lagen; sie verdeutlichte die Korrelation der beiden Parameter [89].
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Die hoheren BNP-Werte in der Studie von Soldin konnten zum einen dadurch verursacht sein,
dass sich das Neugeborenenkollektiv in dieser Studie vorwiegend aus frithgeborenen Kindern
zusammensetzte und sich zum anderen das gesamte Probandenkollektiv zur Hailfte aus
stationdren und zur Hélfte aus ambulanten Patienten zusammensetzte und demzufolge kranke
Kinder bzw. Kinder unter medikamentdser Therapie beinhaltete.

Im Gegensatz zu dem in der vorliegenden Arbeit beobachteten allméhlichen Abfall der NT-
proBNP-Werte bis hin zum Schulalter schienen in den Studien von Yoshibayashi und Koch
die BNP-Konzentrationen ab dem dritten Lebensmonat bzw. ab der zweiten Lebenswoche
schon konstant zu bleiben. Auch die Untersuchung von Kunii zeigte abgesehen von der
Neugeborenenperiode keinen Einfluss des Alters auf die BNP-Werte. Die fehlende
Altersabhédngigkeit fiir das aktive BNP konnte 2006 in einer Untersuchung von Koch
verdeutlicht werden, in der bei Kindern ein abfallender NT-proBNP/BNP-Quotient mit
zunehmendem Alter beschrieben wurde. Unterschiedliche altersabhiingige Verdnderungen im
Clearance-Mechanismus der beiden Peptide konnten Ursache fiir diesen Sachverhalt sein [67].
In Ubereinstimmung mit den von uns vorgelegten Ergebnissen fiir NT-proBNP wurden von
Yoshibayashi, Koch, Kunii und Soldin die hochsten BNP-Konzentrationen in den ersten
Lebenstagen beobachtet, die innerhalb der folgenden Lebenswochen wieder abfielen. Die
BNP-Werte in der Untersuchung von Koch zeigten ab dem 10. Lebensjahr einen
geschlechtsspezifischen Unterschied, der im Gegensatz zu den vorliegenden Werten eine

statistische Relevanz erlangte.

Die Arbeitsgruppe von Mir publizierte 2002 erstmals NT-proBNP-Konzentrationen bei
gesunden Probanden vom 10. Lebenstag bis zum 32. Lebensjahr. Die NT-proBNP-Werte der
padiatrischen Probanden zeigten keine signifikante Altersabhingigkeit und waren nicht
signifikant verschieden von den Erwachsenenwerten (siehe Tabelle 14 im Anhang) [99].

2003 fokussierte Mir auf das Neugeborenenalter mit der NT-proBNP-Bestimmung bei
Neugeborenen vom 1. bis zum 30. Lebenstag. Am zweiten Lebenstag waren die NT-
proBNP-Werte signifikant hoher als am ersten Lebenstag und entsprachen einem Dreifachen
der Werte am ersten Lebenstag. Anschliefend wurde ein Abfallen der Werte beobachtet, bis
sie ab dem 4. bis zum 30. Lebenstag auf einem relativ stabilen Niveau lagen [98].

In beiden von Mir durchgefithrten Studien wurde fiir die NT-proBNP-Messungen der
kompetitive Enzym ImmunoAssay (Biomedica) benutzt. Trotz der unterschiedlichen

Bestimmungsmethoden im Vergleich mit der vorliegenden Studie zeigten sich
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tibereinstimmend hohe NT-proBNP-Werte an den ersten beiden Lebenstagen. Im Gegensatz
zu der vorliegenden Handhabung fasste Mir die im Nabelschnurvenenblut gemessenen
Spiegel mit den im periphervendsen Blut direkt nach der Entbindung bestimmten Werten
zusammen, so dass ein direkter Vergleich dieser Werte erschwert ist. Die NT-proBNP-
Konzentrationen im Alter von 11 Lebenstagen bis zum 17. Lebensjahr lagen bei Mir deutlich
hoher als beim vorliegenden Kollektiv.

Eine Gegeniiberstellung des ElektroChemiLumineszenz ImmunoAssays von Roche und des
Enzym ImmunoAssays von Biomedica durch Bestimmung der NT-proBNP-Werte bei
gesunden Probanden im Alter von einem bis 29 Jahren mittels beider Methoden ergab 3- bis
535-fach hohere NT-proBNP-Konzentrationen anhand des Enzym ImmunoAssays [1]. Mittels
des ElektroChemiLumineszenz ImmunoAssay von Roche zeigten sich signifikant hohere
Werte bei jiingeren Kindern; mittels des EnzymImmuno Assays von Biomedica konnte keine
Abhéngigkeit vom Alter gezeigt werden. Dies verdeutlicht, dass die Werte beider Testsysteme
nicht untereinander austauschbar sind und dass der Test von Biomedica den Einfluss des
Alters nicht herausarbeiten konnte. Wahrscheinlich besitzt der Biomedica-Test nicht
ausreichend Spezifitit und Sensitivitit, was an den unterschiedlichen Antikdrpern gegen das
NT-proBNP und Kreuzreaktionen mit verschiedenen Spaltprodukten des NT-proBNP liegen
konnte [1, 19, 45, 105].

Die 2006 von Soldin bestimmten NT-proBNP-Konzentrationen zeigten bei Neugeborenen
20-fach hohere Werte fiir NT-proBNP im Vergleich zu Kindern ab dem 4. Lebensjahr. Im
Vergleich mit den hier vorgelegten Daten — wie auch mit denen anderer Arbeitsgruppen [1,
96, 98, 99, 113, 114, 121] — lagen die von Soldin angegebenen NT-proBNP-Werte insgesamt
auf einem viel hoheren Niveau. Dies konnte, wie bereits fiir BNP erwéhnt, bedingt sein durch
die Zusammenstellung des Probandenkollektivs in dieser Studie (vorwiegend frithgeborene
Kinder im Neugeborenenkollektiv). Ferner wurde fiir die NT-proBNP-Bestimmung der Dade
RxL Dimension Test (Dade Behring Inc., Neward, DE) benutzt, der zwar im Vergleich zum
ECLIA von Roche dieselben polyklonalen Antikorper benutzt, bei dem allerdings die
Signaldetektion durch eine andere Methode zustande kommt (siche Tabellen 14-16 im

Anhang) [31, 133].

Rauh bestimmte 2003 NT-proBNP-Konzentrationen bei gesunden Neugeborenen und
Kindern anhand des auch in der vorliegenden Arbeit benutzten ElektroChemiLumineszenz

ImmunoAssays von Roche. Die hochsten NT-proBNP-Konzentrationen wurden wéhrend der
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ersten Lebenstage erhoben, gefolgt von einem raschen Abfall der NT-proBNP-Werte. Ab dem
vierten Monat bestand bis zum 16. Lebensjahr eine negative Korrelation mit zunehmendem
Alter. Eine Geschlechtsabhédngigkeit wurde nicht beobachtet (sieche Tabelle 15 im Anhang)
[121].

Von Nir wurden 2004 anhand des ElektroChemiLumineszenz ImmunoAssays von Roche in
den ersten Lebenstagen hohe NT-proBNP-Werte gemessen. Vom 4. Monat bis zum 15.
Lebensjahr wurden in dieser Studie keine signifikanten Verdnderungen der NT-proBNP-
Konzentrationen beobachtet und die Werte korrelierten nicht mit dem Alter. Ein signifikanter
Unterschied der Werte zwischen weiblichem und ménnlichem Geschlecht bestand nicht (sieche
Tabelle 15 im Anhang) [113].

2006 wurde auch von Mir eine Untersuchung mit dem ElektroChemiLumineszenz
ImmunoAssay durchgefiihrt. Die Bestimmung des NT-proBNP bei gesunden Kindern,
Jugendlichen und Erwachsenen im Alter von 0 bis 32 Jahren zeigte einen signifikanten
Abfall der Werte mit zunehmendem Alter. Bei Probanden unter 18 Jahren wurde keine
geschlechtsspezifische Abhdngigkeit der NT-proBNP-Werte beobachtet; erst bei Probanden
tiber 18 Jahren wurden signifikant hohere Werte beim weiblichen Geschlecht gemessen
(siche Tabelle 15 im Anhang) [96].

Die von Rauh, Nir und von Mir 2006 durchgefiihrten NT-proBNP-Messungen sind mit den
vorliegenden Messungen vergleichbar, da sie auch mit dem ElektroChemiLumineszenz
ImmunoAssay durchgefiihrt wurden. Die Studien von Rauh und Nir hatten relativ niedrige
Fallzahlen und fehlende Probanden zwischen dem 1. und 4. Lebensmonat [121] bzw.
zwischen dem 5. Lebenstag und dem 4. Lebensmonat [113]. Die Serumspiegel in beiden
Studien lagen auf einem etwas niedrigeren Niveau als die in der vorliegenden Studie
bestimmten Referenzbereiche. In beiden Studien wurden in Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Messungen die hochsten NT-proBNP-Konzentrationen in den ersten Tagen nach
der Geburt bestimmt. Die Studie von Mir hatte relativ niedrige Fallzahlen (n =19) fiir die
ersten zwei Lebensjahre. Durch unterschiedliche Gruppenzuteilung ist ein direkter Vergleich
der Daten schwierig. Insgesamt lagen die Werte jedoch auf einem vergleichbaren Niveau wie
die vorliegenden Ergebnisse und zeigten in Ubereinstimmung abnehmende Werte mit
zunehmendem Alter. In keiner der Studien wurde unterhalb von 18 Jahren ein statistisch

relevanter Geschlechtsunterschied beobachtet.
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Vor Beginn der vorliegenden Untersuchung wurden nur wenige Daten zu BNP- und NT-
proBNP-Normwerten fiir Neugeborene im Nabelschnurblut veroffentlicht.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit beschrieb Itoh fiir das aktive BNP
signifikant hohere Werte in der Nabelschnurarterie im Vergleich zur Nabelschnurvene [59].
Die Studienergebnisse von Bakker dagegen stimmen hinsichtlich eines fehlenden
signifikanten Unterschiedes der NT-proBNP-Konzentrationen zwischen Nabelschnurarterie
und Nabelschnurvene mit den vorliegenden Werten iiberein [3]. In Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Ergebnissen zeigten Bakker und Bar-Oz keinen Einfluss des Geburtsmodus, des
Nabelschnur-pH-Wertes, des APGAR-Scores, der Geburtsdauer und des Gestationsalters auf
die NT-proBNP-Konzentrationen [3, 4]. Die Ergebnisse von Bar-Oz und Hammerer-Lercher
zeigten {bereinstimmend keinen Geschlechtsunterschied in diesem Kollektiv [4, 49].
Insgesamt lagen die anhand des ECLIA von Roche ermittelten Nabelschnur-NT-proBNP-
Werte in den Studien von Bakker, Bar-Oz und Hammerer-Lercher auf einem &hnlichen,
jedoch leicht niedrigeren Niveau als die in der vorliegenden Arbeit bestimmten NT-proBNP-

Konzentrationen [3, 4, 49].

Nir fasste 2009 in einer Multizenterstudie [114] die Rohdaten von insgesamt vier Studien,
die vorliegenden Daten inbegriffen, zusammen, mit dem Ziel, anhand der mit dem
ElektroChemiLumineszenz ImmunoAssay gemessenen NT-proBNP-Werte Referenzbereiche
fiir ein groBeres Probandenkollektiv (7 =690; 0-18 Jahre) festzulegen [1, 113, 121, 132].
Zusammenfassend wurden in dieser Studie, wie mehrfach beschrieben, sehr hohe Werte nach
der Geburt beobachtet mit einem anschlieBenden deutlichen Abfall in den ersten Lebenstagen.
Das Level der Peptide zeigte einen weiteren schrittweisen Abfall zwischen dem 1. Monat und
dem 18. Lebensjahr. Eine Geschlechtsdifferenz wurde nur fiir die Altersgruppe vom 10. bis
14. Lebensjahr gefunden mit hoheren Werten bei weiblichen Probanden. Die Obergrenze des
Normbereichs unterschied sich allerdings fiir beide Geschlechter in keiner der Altersgruppen.
Die 95. Perzentile wurde als Obergrenze fiir den Normbereich wie folgt angegeben: 1.-2.
Lebenstag: 11987 pg/ml; 3.-11. Lebenstag: 5918 pg/ml; >1 Monat bis <1 Jahr: 646
pg/ml; >1 Jahr bis =<2 Jahre: 413 pg/ml; > 2 Jahre bis < 6 Jahre: 289 pg/ml; > 6 Jahre bis
<14 Jahre: 157 pg/ml; >14 bis <18 Jahre: 158 pg/ml (Tabelle 15 im Anhang) [114].
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6.2 Interpretation der vorliegenden Ergebnisse

Es wird vermutet, dass die hohen Werte im Nabelschnurblut und wihrend der ersten
Lebenstage durch die Umstellung der fetalen Kreislaufbedingungen nach der Geburt bedingt
sind. Die postnatal bestehende Druck- und Volumenbelastung des linken Ventrikels ist zum
einen verursacht durch eine Mehrdurchblutung des Lungenkreislaufs und zum anderen durch
eine Erhohung der Nachlast im Systemkreislauf durch Wegfall des niedrigen Widerstands in
der Plazenta. Beides konnte zu einer Stimulation der NT-proBNP-Freisetzung fiihren.

Itoh nahm dariiber hinaus fiir BNP eine Clearance-Funktion der Plazenta an und postulierte,
dass der Anstieg der BNP-Nabelschnurwerte wihrend der ersten Lebenstage durch den
Wegfall dieses Clearance-Mechanismus bedingt sein konnte [59]. Die Arbeitsgruppe von
Bakker fand einen hohen Konzentrationsunterschied zwischen maternalen und fetalen NT-
proBNP-Werten, so dass ein Austausch iiber die Plazenta hier nicht angenommen wurde [3].
Hammerer-Lercher berichtete iiber NT-proBNP-Werte bei neugeborenen Kindern, die
signifikant hoher als ihre jeweiligen maternalen Werte lagen, ohne dass die jeweiligen
Wertepaare miteinander korrelierten. Aufgrund dessen wurde in dieser Studie auch kein
Austausch des Peptids iiber die Plazenta angenommen und daraus geschlossen, dass die
erhohten Werte vom Feten selbst produziert werden [49]. Auch Bar-Oz beobachtete
signifikant hohere NT-proBNP-Werte im Nabelschnurblut von neugeborenen Kindern im
Vergleich zu den Werten der jeweiligen Miitter [4].

Als weiterer Faktor wird von Fede und Modi angefiihrt, dass die postpartal hohen NT-
proBNP-Werte auch im Rahmen des physiologischen Wasserverlustes wéhrend der ersten
Lebenswoche zu erkldren sind [35, 101]. Zusétzlich scheint im wachsenden fetalen Herzen

eine Hoch-Regulation der Gene, die die natriuretischen Peptide kodieren, stattzufinden [12].

Der Abfall der NT-proBNP-Konzentrationen innerhalb des ersten Lebensjahres ldsst sich am
besten erkldren mit der zunehmenden Nierenfunktionsausreifung, wodurch die NT-proBNP-
Ausscheidung beschleunigt wird. In diesem Lebensalter sind auch gleichgerichtete Abfille
der Konzentrationen von anderen Parametern wie dem ANP, Renin, Aldosteron, Angiotensin

I und II und dem Angiotensin-Converting-Enzym beschrieben [32, 36, 42, 71].

Der sich andeutende Geschlechtsunterschied wéhrend der Adoleszenz, der allerdings in den
vorliegenden Berechnungen keine statistische Signifikanz erlangte, kdnnte auf einer positiven

Korrelation mit dem Ostrogenspiegel beruhen. Es gibt Hinweise, dass Geschlechtshormone
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einen stimulierenden Effekt auf die Genexpression der natriuretischen Peptide haben [53]. In
einigen Studien konnten hohere BNP-Werte bei Frauen unter Hormonersatztherapie im
Vergleich zu gleichaltrigen Frauen ohne Therapie beobachtet werden, so dass der
Zusammenhang zwischen weiblichem Geschlecht und BNP u. a. mit dem Ostrogenstatus
zusammenzuhéingen schien [84, 123].

Im Gegensatz hierzu wurde von Wang kein Einfluss der Menopause auf die BNP-Werte
beobachtet [147]. Clark und Maffei beobachteten keine zyklischen Verdnderungen von BNP
bei Frauen wihrend des Menstruationszyklus [16, 83]. Diese Erkenntnisse von Wang, Clark
und Maffei sprechen eher gegen einen direkten Einfluss von Ostrogen oder Progesteron auf
die natriuretischen Peptide.

Es wurde berichtet, dass die Geschlechtsabhéngigkeit des Endothelins und des Angiotensin-
Converting-Enzyms in Zusammenhang mit dem hormonellen Status zu stehen scheint [7, 40].
So ist es wahrscheinlich, dass Sexualhormone, v.a. das Ostrogen, iiber endokrine oder
parakrine Wege das natriuretische System entweder iliber eine direkte oder eine indirekte
Wirkung auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System beeinflussen konnen [74].

Eine andere Interpretationsmoglichkeit wird in der Studie von Chang gegeben, die einen
inversen Zusammenhang von freiem Testosteron zu BNP- und NT-proBNP-Konzentrationen
bei Frauen feststellte. Ein ursichlicher Zusammenhang zwischen dem Ostrogenspiegel und
den natriuretischen Peptiden wurde in dieser Studie nicht gefunden; es bestand ferner keine
statistische Signifikanz zwischen Pri- und Postmenopause, zur oralen Ostrogentherapie in der
Postmenopause, zum Menopause-Stadium und zu gemessenem FSH. So konnte der geringe
Geschlechtsunterschied in der Adoleszenz auch bedingt sein durch steigende Testosteron-
Konzentrationen beim ménnlichen Geschlecht, die einen Abfall der BNP- und NT-proBNP-
Werte verursachen konnten [13].

Die Untersuchung von Koch [68] zeigte einen signifikanten Geschlechtsunterschied der BNP-
Werte in der Adoleszenz, wihrend alle anderen Studien beziiglich des NT-proBNP keine
signifikante Geschlechtsabhidngigkeit beobachteten. Das Geschlecht scheint demnach als
Kovariate der natriuretischen Peptide im jugendlichen Alter fiir das N-terminale proBNP von
geringerer Bedeutung zu sein als fiir das aktive BNP. Ein Erkldrungsansatz konnte hierbei ein
geschlechtsabhingiger Clearance-Mechanismus fiir BNP sein. BNP wird im Gegensatz zum

NT-proBNP iiber den C-Rezeptor und iiber die Neutrale Endopeptidase abgebaut [46].
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6.3 Bedeutung fiir die Klinik

Der Pathomechanismus der Entwicklung einer Herzinsuffizienz unterscheidet sich bei
Kindern hiufig von dem der Erwachsenen. Die iiberwiegende Anzahl der Herzerkrankungen
im Kindesalter ist bedingt durch strukturelle kardiale Anomalien. Erworbene Herz-Kreislauf-
Erkrankungen im Kindesalter sind Erkrankungen des Myokards (Myokarditis,
Kardiomyopathien), Verdnderungen der Herzklappen (Rheumatisches Fieber, infektiose
Endokarditis), = andere  entziindliche = Erkrankungen  (Kawasaki-Syndrom)  und

Herzrhythmusstérungen.

Mittlerweile ist bereits in einer Reihe von Untersuchungen versucht worden, die hormonelle
Antwort unter verschiedenen klinischen Bedingungen bei pédiatrischen Patienten mit
angeborenen und erworbenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen darzustellen.

So wurde gezeigt, dass das NT-proBNP zur Identifizierung und Quantifizierung einer
vorliegenden Herzinsuffizienz und deren Schweregrad bei jungen Patienten herangezogen
werden kann. Trotz der sehr unterschiedlichen Atiologie der Herzinsuffizienz im Kindesalter
werden dabei signifikant erhohte BNP- und NT-proBNP-Konzentrationen gemessen. Das
Ausmal} des Anstieges korreliert mit der Aggravierung der klinischen Symptome bzw. mit der
Abnahme der linksventrikuldren Ejektionsfraktion und der Zunahme der linksventrikuldren
Dilatation und Hypertrophie. Mit beiden natriuretischen Peptiden ist es gleichermallen
moglich, eine verminderte Belastungsfahigkeit, eine zunehmende Volumenbelastung und eine
insgesamt schlechtere Prognose abzuschitzen [41, 48, 75, 77, 99, 113, 115, 135].

Sie sind ferner hilfreich bei der Differenzierung einer kardialen von einer pulmonalen
Dyspnoe und befinden sich bei akuter Herzinsuffizienz auf einem signifikant hoheren Niveau
als bei Dyspnoe aufgrund einer Lungenerkrankung [20, 70].

Dartiber hinaus zeigt sich nach Behandlung der akuten Herzinsuffizienz ein deutlicher Abfall
der NT-proBNP-Konzentrationen. Der Verlauf der NT-proBNP-Konzentrationen nach
Therapie ist von klinischer Relevanz, eine konstante Erhéhung der NT-proBNP-Werte weist
auf eine persistierende Herzinsuffizienz hin und liefert erfahrungsgeméil eine Aussage iiber
die Prognose [20, 112].

Die diagnostische Wertigkeit des NT-proBNP ist bei Kindern mit Herzinsuffizienz selbst bei
Vorliegen anderer Ursachen fiir erhohte NT-proBNP-Werte vorhanden. Bei Kindern mit
akuter linksventrikuldrer Dysfunktion zeigen sich signifikant hohere NT-proBNP-Werte als
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bei Kindern, die an anderen Erkrankungen wie z. B. Sepsis oder chronischen ventrikulidren
Verianderungen leiden [39].

Auch unter stabilen klinischen Bedingungen zeigen Kinder mit angeborenen Herz-Kreislauf-
Erkrankungen im Allgemeinen hohere NT-proBNP-Werte als Kinder ohne strukturelle
Anomalien [99].

BNP wurde als ein signifikanter Pradiktor fiir Tod, Hospitalisation oder Aufnahme auf die
Warteliste fiir eine Herztransplantation bei Kindern mit chronischer linksventrikulédrer
Dysfunktion beschrieben [9, 117].

Nach operativer Korrektur angeborener Herzerkrankungen ist die Bestimmung der NT-
proBNP-Spiegel zur Verlaufsbeurteilung und Einschidtzung eines eventuell vorliegenden
Komplikationsrisikos niitzlich [24, 97, 135]. Nach Herztransplantation ist sie hilfreich und

liefert Hinweise auf das Vorhandensein einer AbstoBungsreaktion [24, 77].

6.4 Schlussfolgerung

Fiir den Einsatz als Routineparameter in der Kinderkardiologie ist die Kenntnis von
Referenzbereichen fiir BNP- und NT-proBNP von groBer Bedeutung. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie haben zur Interpretation von NT-proBNP-Werten im Kindesalter
beigetragen. Mit den Daten der vorliegenden Arbeit wurden 2004 erstmals Referenzwerte
von NT-proBNP in einem relativ groBen Probandengut, vor allem im Neugeborenen- und
Sduglingsalter, erstellt. Das Wissen um die grofle Spannweite gerade in der letztgenannten

Altersgruppe hat fiir die Bewertung im klinischen Alltag eine herausragende Bedeutung.
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7 Anhang

7.1 Tabellen

Tabelle 12 BNP-Referenzwerte mittels /mmunoRadioMetricAssay in pg/ml (Shionogi)

Studie Zielgruppe n M
Yoshibayashi, 1995 [153] NSB 20 9
1 M-1517 40
1.-6. LT 18 1.LT: 196
Kunii, 2003 [73] NG 11/253 NSB: 10
1.LT: 119
7.-8.LT: 15
<1J-161] 253 5
J Jahre, LT Lebenstage, M Mittelwert, M Monat, NSB Nabelschnurblut
Tabelle 13 BNP-Referenzwerte mittels Triage BNP Assay in pg/ml (Biosite Diagnostics)
Studie Zielgruppe n Obergrenze M
Koch, 2003 [68] NG<2 W 43 1.-2.LT: 232
2W-17.61 152 <33
95.P 95.P \%4 m
w m 10 7
<101J 25 25 9 8
>101J 30 12 12 5
Soldin, 2006 [133] 0217 808 97,5. P
1.-32.LT 1585
32.-90.LT 1259
36 M 759
6-171 263
w m
1-3] 158 173
3-101J 120 132
10-1517 115 120
15-1817 107 100
18-211J 87 110

J Jahre, LT Lebenstage, M Mittelwert, M Monat, NG Neugeborene, NSB Nabelschnurblut, P Perzentile, W
Wochen, w/m weibliche/méannliche Probanden

Tabelle 14 NT-proBNP-Referenzwerte mittels EnzymImmunoAssay in pg/ml (Biomedica)

Studie Zielgruppe n Spannweite Obergrenze M Median
Mir, 2002 [99] 11.LT-171J 109 627-5542 90. P: 3637 2636
17-321] 24 1492-5305 2568
Mir, 2003 [98] NSB 37 492-4051 1873
1. LT (venos) 14
2 LT 18 2153-10780 5432
3.LT 12
4.LT 16 932-3644 2085
Albers, 2006 [1] 1-29J 402 254-7603 1-3 J: 1953,7
18 J: 1264,6

J Jahre, LT Lebenstage, M Mittelwert, NSB Nabelschnurblut, P Perzentile
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Tabelle 15 NT-proBNP-Referenzwerte mittels ElektroChemiLumineszenz Immun Assays in pg/ml [125]

Studie Zielgruppe n Spannweite Obergrenze M Median
Rauh,2003 [121] <1M 13 1121-7740
4 M-181] 78 11-379 97,5.P 83.4 62.3
17J:299
16 J: 48
Nir, 2004 [113] 1-5.LT 20 1937 1638
4M-151] 58 5-391 97,5. P: 349 90
Mir, 2006 [96] 1.LT-24 M 19 1.LT-9 J: 107
3-111J 68 10-14J: 78
12-171] 219 15-19J: 52
18-321J 128 >197J:41
1.LT-3217] 0-924
w m w m
0-924 8-661 66 62
1.LT-21J 195 150
3-4] 92 65
5-61] 109 86
7-81] 69 68
9] 53 90
107 56 47
117 61 64
127 86 57
137 109 114
147 50 78
157 59 43
1617 58 57
1717 43 56
187 44 51
>181J 47 27
3-111J 78 75
12-171] 73 64
Albers, 2006 [1] 1-29171 402  5-392
<181J 292 95.P: 190
75.P 97,5.P
1-3) 232 320 129
4-6] 1123 190
7-91] 94 145
107 73 112
117 93 317
127 95 186
137 114 370
147 68 363
157 74 217
1617 85 206
1717 71 135
187 53 115 29,7
>181] w: 151 m: 111 w:39,6 m:172
Nir, 2009 [114] 1.LT-1817J 690 95.P 97,5.P
1.2.LT 260-13224 11987 13222 3183
3-11.LT 28-7250 5918 6502 2210
>IM-<1]J 5-1121 646 1000 141
>1-<2] 31-675 413 675 129
>2-<61] 5-391 289 327 70
>6-—<141] 5-391 157 242 52
>14-—=<18J 5-363 158 207 34

J Jahre, LT Lebenstage, M Mittelwert, M Monat, NG Neugeborene. NSB Nabelschnurblut, P Perzentile, w/m
weibliche/ménnliche Probanden
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Tabelle 16 NT-proBNP-Referenzwerte mittels Dade RxL Dimension Test in pg/ml (Dade Behring)

Studie, Test Zielgruppe n Obergrenze
Soldin, 2006 [133] 0-2117] 1207 97,5. P
w m

1.-32.LT 35481 28184
32.-90.LT 15135 19953
3-6 M 14125 15849
6M-11] 10000 11220
1-31J 2512 5012
3-101J 1324 1259
10-1517 1413 1585
15-181J 1318 1584
18-211J 1400 1600

J Jahre, LT Lebenstage, P Perzentile, w/m weibliche/mannliche Probanden

7.2  Abkiirzungen

a Signifikanzniveau

ADH Antidiuretisches Hormon

AK Antikorper

ANOVA Analysis of Variance, Varianzanalyse
ANP Atriales natriuretisches Peptid

As Aminosduren

ATP Adenosintriphosphat

BNP natriuretisches Peptid vom B-Typ
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
°C Grad Celsius

CNP natriuretisches Peptid vom C-Typ
dl Deziliter

DNP Dendroaspis-natriuretisches Peptid
e Elektron

ECLIA ElektroChemiLumineszenz Immuno Assay
ECL ElektroChemiLumineszenz

GFR Glomerulére Filtrationsrate

GTP Guanosin triphosphat

J Jahre

LJ Lebensjahre

LMS Lamda My Sigma

LT Lebenstage
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M

M

m

mg

Min

ml

n

NPR-A
NPR-B
NPR-C
NSB
NT-proANP
NT-proBNP
NYHA

P

p
pg

pmol

Ru
SD
SPSS

TPA

ZNS

Mittelwert

Monate

ménnliche Probanden

Milligramm

Minuten

Milliliter

Anzahl

natriuretischer Peptidrezeptor vom Typ A

natriuretischer Peptidrezeptor vom Typ B

natriuretischer Peptidrezeptor vom Typ C

Nabelschnurblut

Aminoterminales Fragment des atrialen natriuretischen Propeptids
Aminoterminales Fragment des natriuretischen Propeptids vom B-Typ
New York Heart Association

Perzentile

Wahrscheinlichkeit

Pikogramm
Pikomol

Korrelationskoeffizient

Bestimmtheitsmal}

Ruthenium

Standardabweichung

Statistical Package for the Social Science
Tage

Tri-Propyl-Amine

weibliche Probanden

Z-Score

Zentralnervensystem
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