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Abstrakt

Einleitung: Kardiale Troponine als Biomarker fur myokardiale Zellschadigung sind zentraler
Bestandteil der Myokardinfarktdefinition. Ihr Referenzwert liegt an der 99. Perzentile einer
gesunden Referenzpopulation, deren Auswahlkriterien noch immer diskutiert werden. Fur
das hochsensitive Troponin T wird auf3erhalb der USA wird ein Referenzwert von 14ng/L
empfohlen, wahrend in den USA ein Wert von 19ng/L praferiert wird. Neben subklinischen
Erkrankungen konnen demographische Faktoren insbesondere die Ergebnisse
hochsensitiver Troponin-Assays beeinflussen. Daher werden flr diese Assays
geschlechtsspezifische Referenzwerte empfohlen. Ziel dieser Arbeit ist die Erhebung der
99. Perzentile des hochsensitiven Troponin T an einer gesunden Population und die
Identifizierung maoglicher Einflussfaktoren auf diesen Grenzwert.

Methodik: Die gesunde Referenzpopulation setzt sich aus 547 Probanden dreier
Subkohorten aus zwei Studienzentren zusammen. Als Screeningmethoden wurden ein
Fragebogen, laborchemische und apparative Untersuchungen angewandt. Fir alle
Probanden wurde das hochsensitive Troponin T aus Lithium-Heparin-Plasma bestimmt. Die
Berechnung der 99. Perzentile erfolgte mit der nichtparametrischen Methode nach
Ausschluss eines Oultliers. Es folgte die Berechnung der Korrelation nach Spearman fur
verschiedene Merkmale und der Vergleich der Mediane von Subgruppen.

Ergebnisse: 27,3% der Probanden wiesen ein hochsensitives Troponin T Gber dem Limit of
Detection von 5ng/L auf. Die 99. Perzentile dieser gesunden Referenzpopulation lag bei
13ng/L (95%-Konfidenzintervall 10-16ng/L). Die 99. Perzentile der Manner lag mit 14ng/L
uber der fur Frauen mit 9ng/L. Das hochsensitive Troponin T korrelierte mittelstark mit dem
Alter (Korrelationskoeffizient 0,30) und gering mit weiteren Variablen, ohne dass sich diese
signifikant auf die Hohe der 99. Perzentile auswirken. Der Ausschluss von Probanden mit
einem Blutdruck 2140/90mmHg fuhrte zu einem nicht signifikanten Abfall der 99. Perzentile
um 0,62ng/L. Hohere hochsensitive Troponin T-Werte fanden sich bei adipdsen Probanden.

Schlussfolgerung: Diese Arbeit bestatigt den aulderhalb der USA praferierten Referenzwert

von 14ng/L fur das hochsensitive Troponin T sowie die geschlechtsspezifischen Werte von
9ng/L fur Frauen und 16ng/L fur Manner. Strengere Kriterien bezuglich des
Gesundheitsstatus der Probanden fuhren zum vermehrten Ausschluss von Probanden ohne
signifikante Absenkung der 99. Perzentile. Der Einfluss von erhdohtem Blutdruck und

Adipositas auf das hochsensitive Troponin T erfordert weitere Untersuchungen.



Abstract

Background: Cardiac troponins as biomarkers for myocardial cell damage are central to the
definition of myocardial infarction. The reference value is defined at the 99th percentile of a
healthy population, which selection criteria are still under discussion. For the high-sensitivity
troponin T a reference value of 14ng/L is used outside the US, whereas in the US a value
of 19ng/L is preferred. In addition to subclinical diseases demographic factors have an
impact on high-sensitivity cardiac troponin values. Therefore gender-specific reference
values are recommended. This work will determine the 99th percentile of the high-sensitivity
troponin T in a healthy reference population and identify factors influencing this biomarker.

Methods: This healthy reference population includes 547 subjects from three subcohorts of
two study centers. A questionnaire, laboratory and instrumental examinations were used as
screening methods. The high-sensitivity troponin T was measured from lithium heparin
plasma for all subjects. The 99th percentile was calculated with the non-parametric method
after exclusion of one outlier. Spearman correlation was calculated for different variables
and the medians of subgroups were compared.

Results: For 27.3% of the individuals the high-sensitivity troponin T was above the limit of
detection of 5ng/L. The 99th percentile for this healthy reference population was 13ng/L
(95% confidence interval 10-16ng/L). The 99th percentile was higher for males than for
females (14ng/L vs. 9ng/L). The high-sensitivity troponin T correlated moderately with age
(Spearman coefficient 0.30) and weakly with other variables without having a significant
effect on the 99th percentile. The exclusion of subjects with blood pressure 2140/90mmHg
lead to a non-significant decrease by 0.62ng/L. Higher high-sensitivity troponin T values
were found in adipose individuals.

Conclusion: This work confirms the reference value of 14ng/L for the high-sensitivity troponin
T that is preferred outside of the US. It also confirms the gender-specific values of 9ng/L for
women and 16ng/L for men. Stricter criteria of the status of health lead to increased
exclusion of individuals without significant reduction of the 99th percentile. The influence of
higher blood pressure and adiposity on the high-sensitivity troponin T needs further

investigation.



1. Einleitung

1.1 Akuter Myokardinfarkt

1.1.1 Definition

Der Akute Myokardinfarkt (AMI) ist als die Verletzung des Myokards aufgrund einer neu
aufgetretenen Ischamie definiert. Die Verletzung des Myokards wird dabei durch einen
Anstieg oder Abfall kardialer Biomarker in der seriellen Messung angezeigt, wobei
mindestens ein Wert Uber der 99. Perzentile als Referenzwert (URL) liegen muss. Fir die
Diagnose des AMI muss zusatzlich mindestens einer der in Abbildung 1 dargestellten
Nachweise fur das Bestehen einer akuten Ischamie vorliegen. Als kardiale Biomarker sollten
aufgrund ihrer hohen Gewebespezifitat die kardialen Troponine T und | (¢TnT und cTnl)

praferiert werden [1,2].

1. Klinische Symptomatik (z.B. Angina pectoris (AP)-Beschwerden)

2. Neu aufgetretene Veranderungen im Elektrokardiogramm (EKG) (ST-/T-Veranderungen oder
Linksschenkelblock)

3. Entwicklung pathologischer Q-Wellen im EKG
Nachweis neu aufgetretener regionaler Wandbewegungsstérungen oder Myokardverlust in der
Bildgebung (z.B. Echokardiographie)

5. Nachweis eines Thrombus in der Koronararterie in der Angiographie oder Autopsie

Abbildung 1: Diagnosekriterien des AMI fir das Vorliegen einer akuten Ischamie [1]

Die Definition des AMI wurde in den letzten Jahren durch die Task Force der European
Society of Cardiology (ESC), des American College of Cardiology (ACC), der American
Heart Association (AHA) und der World Heart Federation (WHF) immer wieder Uberarbeitet.
Kardiale Troponine (cTn) spielen dabei seit der ersten Version von 2000 die zentrale Rolle
fur den Nachweis der myokardialen Verletzung [3].

In der ,Universal Definition of Myocardial Infarction“ von 2007 wurden verschiedene Typen
des AMI etabliert [4]. Diese sind in Abbildung 2 dargestellt. Wahrend fur den AMI von Typ 1
und 2 die oben genannten Kriterien gelten, ist fur Typ 3 keine cTn-Bestimmung nétig. AMI
des Typs 4 und 5 gehen prozedural bedingt mit erhdhten cTn-Werten einher. Fur Typ 4a ist
deshalb eine Erhéhung des cTn auf das >5fache und fur Typ 5 auf das >10fache des URL
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als Grenzwert festgelegt worden. Bei Patienten, die bereits vor dem Eingriff erhdhte cTn-
Werte hatten, muss zusatzlich ein Anstieg um >20% vorliegen [1].

Mit der Entwicklung hochsensitiver Troponin (hsTn)-Assays wurde erstmals der empfohlene
Variationskoeffizient (CV) von £10% an der 99. Perzentile erreicht [3,5,6]. Die hsTn wurden
2012 in die ,Third Universal Definition of Myocardial Infarction® aufgenommen. Die
EinfUhrung geschlechtsspezifischer URL wurde diskutiert [2].

Nach den ,ESC Guidelines for the management of acute coronary syndromes in patients
presenting without persistent ST-segment elevation“ von 2015 und der neuesten Version
der Myokardinfarktdefinition von 2018 sollten hsTn-Assays bevorzugt eingesetzt werden

[1,7]. Zudem wird der Einsatz geschlechtsspezifischer URL empfohlen [1].

Typ 1
AMI  durch artherosklerotische  Plaqueruptur oder -erosion mit  konsekutivem
Koronararterienthrombus als Manifestation einer koronaren Herzkrankheit (KHK)
Typ 2
AMI durch Missverhaltnis von Sauerstoffangebot und -verbrauch, der nicht durch einen
Koronararterienthrombus bedingt ist, z.B. im Rahmen von Koronarspasmen, Anamie, Arrhythmie
Typ 3
plétzlicher Herztod vor der Bestimmung oder dem Anstieg kardialer Biomarker mit typischer
Symptomatik einer kardialen Ischamie und begleitenden neuen EKG-

Veranderungen/Kammerflimmern oder Nachweis des AMI in der Autopsie

Typ 4
Perkutane koronare Intervention (PCl)-assoziiert
4a: AMI £48h nach Eingriff
4b: In-Stent-Thrombose
Typ 5

Koronararterielle Bypass-Operation (CABG)-assoziiert

Abbildung 2: Klinische Klassifikation des Myokardinfarkts [1,4]

1.1.2 Epidemiologie

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die am haufigsten zum Tod fuhrenden Krankheiten. Im
Jahr 2017 starben in Deutschland etwa 47000 Patienten infolge eines AMI (121). Damit ist
der AMI die zweithaufigste Todesursache nach der Koronaren Herzkrankheit (KHK) (125,
ca. 77000 Tote) [8]. Sie verursachen die hochsten Krankheitskosten in Deutschland. Im Jahr
2015 hat allein der AMI Kosten in Hohe von 2337 Millionen Euro verursacht [9].
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Kardiovaskulare Erkrankungen sind nicht nur ein Phanomen westlicher Industrienationen.
Auch weltweit fuhrt die KHK die Todesursachenstatistik an: 16% und damit fast 9,5 Millionen
aller Tode im Jahr 2016 lief3en sich auf diese Erkrankung zurtckfihren. Nicht nur in Europa,
sondern auch in Amerika und Sludostasien ist die KHK die haufigste Todesursache. Auch in
Afrika versterben immer mehr Menschen an der Erkrankung: War sie 2000 noch die
achthaufigste, so war sie 2016 schon die vierthaufigste Todesursache und macht auf dem
Kontinent 5,8% aller Tode aus [10].

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Der AMI ist durch die myokardiale Zellschadigung bei akuter Ischamie definiert [1]. Zur
kardialen Minderdurchblutung mit folgendem Missverhaltnis aus Sauerstoffangebot und -
verbrauch kommt es in der Mehrzahl der Falle auf Grundlage einer KHK: Durch langjahrigen
artherosklerotischen Umbau der GefalBwand entstehen vulnerable Plaques. Bei
Plaqueruptur oder -erosion bildet sich ein Thrombus mit konsekutivem partiellen oder
kompletten GefalRverschluss [11-13]. Der AMI vom Typ 2 entsteht definitionsgemal nicht
durch einen Thrombus. Hier verursachen beispielsweise Koronarspasmen, Hypotonie oder
Anamie nach gastrointestinaler Blutung die kardiale Ischamie [1].

Nach Einsetzen der Ischamie kommt es zur sofortigen Umstellung auf einen anaeroben
Stoffwechsel. Die irreversible Zellschadigung mit Freisetzung intrazellularer Enzyme setzt
nach einer Ischamiezeit von 2 Stunden ein [14]. Paradoxerweise kann die Reperfusion nach
Ischamie weitere Zellschadigungen auslésen. Die molekularen Mechanismen und die

klinische Bedeutung dieses Phanomens sind noch nicht vollstandig geklart [15].

1.1.4 Diagnostik

Der AMI wird zusammen mit der instabilen AP als akute Manifestationsformen der KHK
unter der Arbeitsdiagnose Akutes Koronarsyndrom (ACS) zusammengefasst. Das
Leitsymptom des ACS ist Brustschmerz, der in Nacken, Kiefer, linken oder seltener auch
rechten Arm ausstrahlen kann. DarUber hinaus kdnnen insbesondere bei Frauen und
Patienten mit Diabetes mellitus zusatzlich oder ausschliel3lich atypische Symptome wie

Dyspnoe, Ubelkeit, Erbrechen, Leistungsabfall, Palpitationen oder Synkopen auftreten
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[1,7,16]. Bei Patienten, die einen AMI erleiden, sind haufig eine KHK oder kardiovaskulare
Risikofaktoren wie Hyperlipidamie, arterielle Hypertonie oder Nikotinabusus vorbekannt [7].
In der Akutdiagnostik werden die ACS zunachst anhand der ST-Strecken im 12-Kanal-EKG
in ST-Hebungsinfarkt (STEMI) und Nicht-ST-Hebungs-ACS (NSTE-ACS) eingeteilt. Fur die
Diagnose des STEMI mussen in mindestens zwei benachbarten Ableitungen signifikante
ST-Hebungen vorliegen [16].

Die NSTE-ACS unterteilen sich in die Nicht-ST-Hebungsinfarkte (NSTEMI) mit
myokardialem Zelluntergang durch Ischamie und die instabile AP ohne myokardiale
Verletzung. Neben normalen EKG-Befunden konnen auch Veranderungen wie ST-
Strecken-Senkung und T-Negativierung vorliegen [17]. Flr den Nachweis einer
myokardialen Zellschadigung werden kardiale Biomarker bestimmt. Dafur sollten hsTn-
Assays verwendet werden [1,7,18,19]. Andere Biomarker wie die Kreatinkinase (CK) und
ihre Muscle Brain (MB)-Fraktion, Myoglobin, Laktatdehydrogenase (LDH) und Aspartat-
Aminotransferase (AST) wurden von den cTn abgeldst und mussen nicht zusatzlich
bestimmt werden [4,20]. Ist kein cTn-Assay verfugbar, sollte stattdessen die CK-MB
bestimmt werden [1,7]. FlUr die Differenzierung einer akuten von einer chronischen
myokardialen Schadigung ist der Nachweis einer Dynamik (Anstieg oder Abfall) der cTn-
Werte in der seriellen Messung erforderlich (Abbildung 3). Fur eine signifikante Differenz
zwischen den Werten (A, Delta) muss diese grofier sein als die analytische und biologische
Varianz. Zusatzlich muss mindestens ein Wert Gber dem URL liegen. Die Blutentnahme
sollte bei Aufnahme (Stunde 0) und nach 3-6h durchgefuhrt werden. Bei fortbestehendem
Verdacht auf einen AMI sollten zusatzlich spatere Laborkontrollen erfolgen [1,7].

Daruber hinaus wurden in den letzten Jahren weitere Rule-In- und -Out-Protokolle fur den
AMI etabliert. Unter Beachtung von zeitlichem Verlauf, Risikoscores wie dem Thrombolysis
in Myocardial Infarction (TIMI)-Score und Assay-spezifischer Cutoff-Werte ist ein Rule-In/-
Out mit hsTn-Assays schon zu Stunde 0, 1 oder 2 moglich. Auch der kombinierte Einsatz
von hsTn mit weiteren Biomarkern wie Copeptin hat sich als sichere Rule-Out-Methode
bewiesen [7].

Unterstitzend konnen weitere, nicht-invasive Methoden wie Echokardiographie und
Computertomographie in der AMI-Diagnostik eingesetzt werden. Zuletzt ist die
Koronarangiographie als invasive Untersuchungsmethode mit therapeutischer

Interventionsmdglichkeit zu nennen. [7]

13



Very early
sampling  Early sampling Later sampling Very late sampling

Rising cTn values
from below to
>99th percentile
Delta is
detectable

cTn values
>99th percentile
Delta may not
be seen over a
short period cTn values
>99th percentile
Declining delta

Acute
myocardial
infarction

Cardiac
Troponin Chronic

(cTn) p=="F o =d o= T T T myocardial
injury

99th
# percentile
_/ URL

Time from onset of symptoms (hours)

Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf des cTn beim AMI im Vergleich zur chronischen

Myokardschadigung aus ,Fourth Universal Definition of Myocardial Infarction [1]

1.1.5 Therapie

Jeder AMI ist ein Notfall und erfordert aufgrund der hohen Mortalitdt einen sofortigen
Therapiebeginn. Schon bei Verdacht auf einen AMI sollte neben Allgemeinmal3nahmen wie
Sauerstoffgabe, Oberkorperhochlagerung und supportiver Therapie mit Nitraten und
Morphin eine antithrombozytare und antikoagulatorische Medikation initiiert werden. Eine
frihe Revaskularisation ist zentraler Therapiebestandteil. Neben der primaren PCI als
Methode der Wahl kann je nach Situation auch eine medikamentdse Lyse oder primare
CABG erfolgen. Eine langfristige Betreuung der AMI-Patienten zur Pravention eines
Reinfarkts durch Lebensstilanderung, Einstellung kardiovaskularer Risikofaktoren und

medikamentdse Prophylaxe unter anderem mit ASS und Statinen ist unabdingbar [7,16,21].

1.2 Kardiale Troponine

1.2.1 Funktion und Vorkommen

Der Troponin-Komplex besteht aus den drei Untereinheiten Troponin |, T und C. Er kommt
in Skelett- und Herzmuskel vor und spielt eine zentrale Rolle in der Calcium-abhangigen
Muskelkontraktion. Eine Muskelzelle besteht aus Myofibrillen, die wiederum aus dinnen
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und dicken Filamenten zusammengesetzt sind. Das dinne Filament wird durch Aktin,
Tropomyosin und Troponin gebildet. Die Troponin-Komplexe sind den Aktinfilamenten
angelagert. Troponin T stellt dabei die Verbindung zum Tropomyosin her, wahrend Troponin
| die Bindung von Myosin an Aktin hemmt. Bindet Calcium an Troponin C, so kommt es Uber
die ATP-abhangige Aktin-Myosin-Interaktion zur Muskelkontraktion [22].

FUr das Troponin T und | sind je drei Isoformen bekannt, die auf verschiedenen Genen
kodiert sind. Je eine dieser Formen ist spezifisch fur langsame und schnelle
Skelettmuskelfasern und den Herzmuskel [23]. Das cTnl wird ausschlie3lich im Herzen
exprimiert [24]. Das cTnT hingegen ist wahrend der Embryonalentwicklung und bei
verschiedenen Myopathien auch im Skelettmuskel zu finden [25,26]. In gesunden
Erwachsenen wird das cTnT jedoch ausschliel3lich im Herzen exprimiert. CTnT und cTnl
sind damit spezifisch fur Herzmuskelgewebe [1,27]. Fur das Troponin C sind zwei Formen
bekannt: Eine in den schnellen Skelettmuskelfasern und dem Herzen und eine zweite in den

langsamen Skelettmuskelfasern. Troponin C ist daher nicht kardiospezifisch [28].

1.2.2 Chemische Struktur

CTnl setzt sich aus 209 Aminosauren zusammen und hat ein Molekulargewicht von 24kDa.
Das Protein besteht aus dem N-Terminus, einem Zwischenteil, einem inhibitorischen und
einem regulatorischen Anteil sowie dem flexiblen C-Terminus. Der N-Terminus ist spezifisch
fur die kardiale Isoform des Troponin |. Der Zwischenteil verbindet Troponin | mit dem
restlichen Troponinkomplex, wahrend der inhibitorische Anteil die Aktin-Myosin-Bindung
verhindert. Bei hohen Calciumkonzentrationen kommt es zur Konformationsanderung im
regulatorischen Anteil und so zur Freigabe der Aktin-Myosin-Bindungsstelle [23].

CTnT liegtim Gegensatz zu Troponin C und | durch Splicing in verschiedenen Isoformen im
Herzen vor. Die dominierende Form bei gesunden Erwachsenen ist TnT3 [29]. TnT3 besteht
aus 287 Aminosauren und wiegt 35,9kDa. CTnT setzt sich aus N-Terminus, Zentrum und
C-Terminus zusammen. Die Sequenz des N-Terminus variiert je nach Isoform und ist
kardiospezifisch. Das Zentrum und der C-Terminus binden an Tropomyosin. Der C-

Terminus bindet dartber hinaus an Troponin C und | [23].
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1.2.3 Pathomechanismen der Troponin-Freisetzung

Die Troponine liegen in den Kardiomyozyten hauptsachlich in einem an die Myofilamente
gebundenen Komplex aus Troponin T/I/C sowie zu einem kleinen Teil von 6% frei im Zytosol
vor [30]. Bei Myokardverletzung kommt es zur Freisetzung von Zellbestandteilen. CTnT und
cTnl werden dabei in Komplexen, einzeln oder als modifizierte Abbauprodukte freigesetzt
[31]. Lange konnten nur cTn-Erh6hungen durch irreversible Zellschadigungen mit
Ausbildung einer Nekrose nachgewiesen werden [32]. In den letzten Jahren hat sich aber
gezeigt, dass es nach kurzzeitiger Ischamie durch Rapid-Pacing im Vorhof,
medikamenteninduzierte Stress-Tests oder Ausdauersport Zu reversiblen
Myokardverletzungen mit cTn-Freisetzung kommen kann [33-35]. M®dgliche
zugrundeliegende  Mechanismen  sind  Apoptose, Freisetzung  proteolytischer
Troponinabbauprodukte und Membranvesikel und erhdhte Wandpermeabilitat [36—38].

Beim AMI kommt es auf Basis der Myokardnekrose zur Freisetzung von cTn [31]. Obwohl
die Halbwertszeit der cTn nur 0,5-2h betragt [30,39], sind die cTn-Werte nach einem AMI
fur etwa zwei Wochen erhdht [40]. Dies ist auf den verminderten Blutfluss und die
prolongierte Freisetzung von Zellbestandteilen aus geschadigten Kardiomyozyten durch Ab-
und Umbauprozesse nach Ischamie zurtickzuflihren [30,41]. Neben einer Ischamie kdnnen
auch inflammatorische, immunologische und medikamentds-toxische Prozesse eine

kardiale Nekrose auslosen [42].

1.2.4 Bedeutung als Biomarker

Die Entwicklung der cTn-Assays hat die Myokardinfarktdefinition revolutioniert. Erstmals
konnten sehr kleine myokardiale Nekrosen von weniger als 1g detektiert werden [3]. Nach
der ,Redefinition of Myocardial Infarction“ von 2000 stieg die Zahl der Patienten mit AMI
zunachst deutlich an. Gleichzeitig gab es weniger Falle von instabiler AP [43]. Die
Myokardinfarktdefinition ist somit nicht nur von klinischer und ékonomischer Bedeutung,
sondern wirkt sich auch auf epidemiologische und klinische Forschung aus. Beim AMI
korreliert die Hohe der cTn-Werte aullerdem mit der InfarkigroRe und ist deshalb ein
wichtiger prognostischer Marker [44,45].

Die cTn sind auch fur den Nachweis einer akuten myokardialen Verletzung ohne

Ischamieeinwirkung geeignet. Bei Erkrankungen wie Vorhofflimmern, dekompensierter
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Herzinsuffizienz, Endo-, Peri- und Myokarditis, Takotsubo-Syndrom, Aortendissektion,
akuter Lungenarterienembolie, ischamischem und hamorrhagischem Schlaganfall, Sepsis
und kardialem Trauma kann es im Rahmen einer kardialen Nekrose zu einem akuten
Anstieg der cTn-Werte Uber das URL kommen. Erhohte Werte sind fast immer mit einer
schlechteren Prognose assoziiert [1,42,46,47].

Daruber hinaus kommt es bei chronischen kardialen und nicht-kardialen Erkrankungen zu
dauerhaften cTn-Erhdhungen [1,42,47]. Omland et al. konnten in 11% der Patienten mit
stabiler KHK einen cTn-Wert ber dem URL nachweisen. Bei diesen Patienten bestand ein
signifikant hoheres Risiko fur einen Tod kardiovaskularer Ursache und Herzinsuffizienz [48].
Eine Studie von Latini et al. hat gezeigt, dass hdhere cTn-Werte bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz mit einem hoheren New York Heart Association (NYHA)-
Stadium und einer hdheren Mortalitat assoziiert sind [49]. DeFilippi et al. konnten flr
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (Glomerulare Filtrationsrate (GFR) <
60ml/min/1,73m?) erhohte hsTn-Werte nachweisen. Bei 38% der Patienten lag hsTnl und
bei 68% hsTnT Uber dem URL [50]. Insbesondere hsTnT scheint ein geeigneter
prognostischer Marker fir die Langzeitmortalitat bei chronischer Niereninsuffizienz zu sein
[51]. Darlber hinaus finden sich erhdhte cTn-Werte unter anderem bei Kardiomyopathien,
pulmonaler Hypertonie, Diabetes mellitus, Amyloidose, Skelettmuskelmyopathien und
Chemotherapie [42,47]. Sie sind auch bei chronisch Erkrankten mit einer schlechten
Prognose assoziiert [52].

Ahnlich verhalt es sich in der Normalbevélkerung: Saunders et al. und de Lemos et al.
konnten zeigen, dass mit hsTn-Assays messbare und insbesondere Uber das URL erhdhte
Werte mit dem vermehrten Auftreten struktureller Herzerkrankungen, KHK und erhdhter
Gesamtmortalitat einhergehen. Hohere cTn-Werte fanden sich bei mannlichen, schwarzen
oder alteren Probanden [53,54].

1.3 Troponin-Assays

1.3.1 Entwicklung

Die ersten cTn-Assays wurden 1987 von Cummins et al. fir das cTnl entwickelt. Es handelte
sich um ein Radioimmunassay und ein Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

[55,56]. Zwei Jahre spater stellten Katus et al. ein ELISA fur die Messung des cTnT vor. Die
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Testdauer betrug Uber 1,5h und es wurde eine Patientenprobe von 200ul bendtigt [40].
Wenige Jahre spater folgten die ersten kommerziellen cTn-Assays mit kurzerer Testdauer.
Durch die Weiterentwicklung der Antikorper dieser Assays der zweiten Generation wurde
die Kardiospezifitat erhdht und die bendtigte Probenmenge reduziert [57,58]. Das cTnT-
Assay zeigte zunachst falsch-positive Ergebnisse nach Skelettmuskelverletzungen. Dies
konnte durch Anpassung der Antikorper behoben werden [59]. Damit waren sowohl die
cTnl- als auch cTnT-Assays kardiospezifisch und ersetzten andere Biomarker fur kardiale
Verletzung [3]. Wahrend sich mehrere cTnl-Assays etablierten, gab es aus
patentrechtlichen Grinden nur ein cTnT-Assay. Da mit diesen Assays weniger als 50% der
Werte unter der 99. Perzentile gemessen werden kdnnen, werden sie als ,contemporary“-
Assays klassifiziert [60]. Aktuell gibt es laut der International Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (IFCC) 14 ,contemporary“-Assayversionen fur cTnl und zwei fur
cTnT [61]. Die Messwerte der verschiedenen cTn-Assays sind nicht miteinander
vergleichbar [62]. Grund daflr sind die unterschiedlichen Antikdrper, die an verschiedene
der freigesetzten cTn-Formen binden [63]. Auch die Proben-Auswahl wirkt sich auf die
Messwerte aus: Gerhardt et al. haben in Heparin-Proben niedrigere Werte als in Serum-
Proben gemessen [64]. Durch die Weiterentwicklung der Tests konnten die Hersteller cTn-
Assays vorstellen, die sie selbst als ,high sensitive®, ,ultra sensitive® oder ,novel highly

sensitive® bezeichneten [5,65].

1.3.2 Analytische Charakteristika

Fir die Beschreibung der analytischen Charakteristika der cTn-Assays wurden vom Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) und der IFCC verschiedene Begriffe definiert [66—
68].
Das Limit of Blank (LOB) ist der hdchste gemessene cTn-Wert bei repetitiver Testung einer
Probe, die kein cTn enthalt. Das Limit of Detection (LOD) entspricht der geringsten
messbaren cTn-Konzentration, die verlasslich vom LOB unterschieden werden kann. Das
Limit of Quantification (LOQ) ist die cTn-Konzentration, die der Test mit einem CV von 20%
misst [66—68]. Das URL ist fur die cTn an der 99. Perzentile einer normalen, scheinbar
gesunden Referenzpopulation definiert [1,19].
Der Variationskoeffizient (CV) beschreibt die Ungenauigkeit des Tests und entspricht der
Streuung bei repetitiver Messung derselben Probe (CV = Standardabweichung/Mittelwert x
100) [67]. Die Total Imprecision eines Assays beschreibt den CV am URL. Dieser Wert sollte
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bei <10% liegen. Daruber hinaus kdnnen Assays mit einer Total Imprecision von 10-20%
eingesetzt werden, da sie nicht zu falsch-positiven Ergebnissen fuhren [69]. Vom Einsatz

von cTn-Assays mit einem CV von >20% am URL sollte abgesehen werden [1,19,60].

1.3.3 Hochsensitive Troponin-Assays

Mit den hsTn-Assays kdnnen die cTn erstmals in gro3en Teilen einer gesunden Population
bestimmt werden. Aullerdem weisen sie eine geringere Total Imprecision auf als die
.contemporary“-Assays (5). Bei Einfuhrung dieser neuen Assays im Jahr 2009 fehlte jedoch
zunachst eine einheitliche Definition und Nomenklatur. Die IFCC entwickelte deshalb 2015
Empfehlungen zur Implementierung von hsTn-Assays. Diese sind in Abbildung 4 dargestellt
[19]. Da sich ein Einfluss des Geschlechts auf die hsTn-Werte gezeigt hat, sollten diese
Richtlinien geschlechtsspezifisch angewandt werden [68]. Die Messwerte der hsTn-Assays
sind untereinander und mit denen von ,contemporary“-Assays nicht vergleichbar [62].
Aktuell sind laut IFCC 20 hsTnl- und funf hsTnT-Assayversionen verfugbar [70].

(1) Die 99. Perzentile soll an einer gesunden Population bestimmt werden.

(2) Der hsTn-Wert fir die 99. Perzentile kann der peer-reviewed Literatur oder der Produktinformation des
Herstellers enthommen werden.

(3) Der CV an der 99. Perzentile eines hsTn-Assays soll <10% betragen.

(4) Fur mindestens 50% der gesunden Probanden sollen die hsTn-Werte Gber dem LOD liegen.

(5) Die 99. Perzentile soll in ganzen Zahlen ohne Dezimalkommastellen in ,ng/L* angegeben werden.

Abbildung 4: Richtlinien der IFCC fur die Implementierung von hsTn-Assays [19]

Durch ihre hohere Sensitivitat kdnnen hsTn-Assays myokardiale Zellschadigung friher
detektieren als die ,contemporary“-Assays. Sie ermoglichen das schnellere Rule-In oder
Rule-Out eines AMI [71]. Die Diagnose eines AMI kann nach den aktuellen Leitlinien schon
nach 3 Stunden oder mit alternativen Rule-In und -Out-Protokollen sogar zu Stunde 0 oder
1 gestellt werden [7]. Durch EinfUhrung der hsTn-Assays stieg die Zahl der Patienten mit
AMI an. Dabei kam es jedoch nicht zu einem Anstieg nicht-indizierter Koronarangiographien
[72,73]. Stattdessen gelang eine bessere Differenzierung von Hoch- und
Niedrigrisikopatienten. Zudem konnten Patienten ohne AMI in der Notaufnahme schneller

entlassen werden, wodurch geringere Kosten anfielen [73]. Die hsTn-Assays ermoglichen
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ein verbessertes Management von Patienten mit ACS und verhindern durch sicheren und
schnellen Ausschluss des AMI Uberfullte Notaufnahmen [74].

Die hdhere Sensitivitat der hsTn-Assays bringt aber auch neue Herausforderungen mit sich:
Fur die ,contemporary“-Assays gilt ein Anstieg der cTn-Werte Uber dem CV von 20% als
signifikante Differenz fir die Diagnose eines AMI [20,27]. Die Messwerte der hsTn-Assays
werden jedoch nicht nur von der analytischen, sondern auch von der biologischen Varianz
beeinflusst. Beide Varianzen werden unter dem Begriff Reference Change Values (RCV)
zusammengefasst und liegen bei 50-60% [75]. Fur ein signifikantes Delta muss die Differenz
der Werte fur die hsTn-Assays in der seriellen Messung uber den RCV liegen [18,20,68].
Sowohl bei Patienten mit chronischen Erkrankungen wie KHK, Herz- oder Niereninsuffizienz
als auch in der Normalbevdlkerung gehen erhdhte Werte mit einer schlechten Prognose
einher [52-54,76]. Die klinische Bedeutung der hsTn-Werte fur die Risikostratifizierung in

der Primar- und Sekundarpravention ist noch unklar.

1.3.4 Laborchemische Messung des hochsensitiven Troponin T

Zur Bestimmung des hsTnT wird das ,Elecsys® Troponin T high sensitive“-Assay der Firma
Roche Diagnostics® verwendet. Bei dem cTn-Assay der flinften Generation handelt es sich
um ein Elektro-Chemilumineszenz-Immunoassay (ECLIA), das auf einem einstufigen

Sandwichprinzip mit monoklonalen Mausantikérpern basiert [77].

Streptavidin-beschichteter Mikropartikel

cInT in der Probe i ¢ Y ¥ 4
el 9 Min. v 9 Min. Nl ~# 4
) Ru { e o —_— ) Ru
£ o O’ == i,
A /;‘; 1”“7 _ A
biotinylierter monoklonaler  ruthenylierter monoklonaler ' ";',‘ :
Antikorper gegen cTnT Antikorper gegen cTnT

Abbildung 5: Testprinzip des ,Elecsys® Troponin T high sensitive“-Assays [77]

Der Test kann auf Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 und den cobas e
Immunoassay-Systemen (cobas e 411, 601, 602, 801) durchgefuhrt werden. Es gibt zwei
Versionen des Tests (18 Minuten oder Short Turn Around Time (STAT), 9 Minuten). Als
Probenmaterial kann Serum, Lithium-Heparin-Plasma, Natrium-Heparin-Plasma und
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) verwendet werden. Serum- und Plasmaproben sind dabei

laut Hersteller nicht austauschbar. Der Messbereich reicht von 3-100000ng/I. Fir das hsTnT
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liegt das LOB mit dem Gerat cobas e 411 bei 3ng/l und das LOD bei 5ng/L [77]. Die U.S.
Food and Drug Administration (FDA) hingegen gibt fur das cobas e 601 und e 602 einen
Messbereich von 6-100000ng/L, ein LOB von 2,5ng/L und ein LOD von 3ng/L an [78].

1.4 Referenzwertbestimmung von Troponin-Assays

1.4.1 Rahmenbedingungen der Referenzwertbestimmung

Der Referenzwert fur die cTn ist an der 99. Perzentile einer normalen, scheinbar gesunden
Referenzpopulation definiert [1-4]. Die Auswahlkriterien fur die Probanden der
Referenzpopulation werden seit Jahren von der wissenschaftlichen Gemeinschaft diskutiert.
Neben demographischen Faktoren wie Geschlecht, Alter und Ethnizitat kénnen sich
subklinische Erkrankungen auf hsTn-Werte auswirken. Die 99. Perzentile als statistischer
Parameter kann dabei durch einzelne hohe Werte entscheidend beeinflusst werden [79].
Da cTn-Werte verschiedener Assays nicht Ubertragbar sind, muss das URL fur jedes
einzelne Assay bestimmt werden. Dabei sollte das Messmedium angegeben und als
magliche Interferenz beachtet werden [19]. Fir die Bestimmung der 99. Perzentile von cTn
werden mindestens 300 Probanden bendétigt. Fur die Festlegung geschlechtsspezifischer
99. Perzentilen sollten je 300 Manner und Frauen untersucht werden [19,68]. Referenzwerte
fur Subpopulationen nach Alter oder Ethnizitat werden nicht empfohlen [1,68]. Die optimalen
demographischen Charakteristika der Referenzpopulation sind aktuell noch Gegenstand
der Diskussion [18,67,79]. Die Academy of the American Association for Clinical Chemistry
(AACC) und die IFCC haben 2018 empfohlen, dass sie mit denen der Patienten mit AMI-
Symptomen Ubereinstimmen sollten [68].

Daruber hinaus empfehlen AACC und IFCC die Erhebung von Vorerkrankungen und
Medikamentenanamnese, die Bestimmung von Brain Natriuretic Peptide (BNP) oder N-
Terminalem-proBNP (NT-proBNP), GFR und HbA1c und die Anwendung bildgebender
Verfahren zur Identifizierung subklinisch erkrankter Individuen. Fur das NT-proBNP sollte
ein Cutoff von 125ng/| fur <75-Jahrige bzw. 450ng/| fur 275-Jahrige, fur BNP von 35ng/I, fur
HbA1c von 5,7% oder 6,5% und fir die GFR von 60ml/min/1,73m? oder 90ml/min/1,73m?
angewandt werden. Fur jede Studie sollte die Beschreibung der Ein- und
Ausschlusskriterien und demographischen Charakteristika der Referenzpopulation erfolgen
[68].
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Die 99. Perzentile wird von der Auswahl der statistischen Methode beeinflusst [80,81]. Die
IFCC empfiehlt die Anwendung nicht-parametrischer Methoden [19]. Eine mdgliche
Alternative ist der Harrell-Davis-Schatzer [80,81]. Fur die 99. Perzentile sollten die
Konfidenzintervalle (KI) berechnet werden. Die Auswahl der Software hat dabei einen
Einfluss auf die Hohe der KI [81]. Da die 99. Perzentile stark durch einzelne hohe Werte
beeinflusst wird, kommt der Identifizierung von Outliern eine besondere Bedeutung zu.
Hierzu eignen sich insbesondere die Methoden nach Dixon und Reed [80,81]. Alternativ
wird die Bestimmung der 97,5. Perzentile diskutiert [79,80].

1.4.2 Forschungsstand zum Referenzwert des hochsensitiven Troponin T

1.4.2.1 99. Perzentile des hochsensitiven Troponin T

Die Kriterien fur die Bestimmung der 99. Perzentile von cTn-Assays wurden in den letzten
Jahren immer wieder diskutiert und angepasst [19,20,68,79]. Die 99. Perzentile fir hsTnT
wurde bereits in mehreren Studien bestimmt, die sich jedoch hinsichtlich Populationsgrofe,
-charakteristika, Auswahlkriterien und statistischer Methoden unterscheiden. Die
Ergebnisse liegen zwischen 11,9ng/L und 28ng/L und sind in Tabelle 1 dargestellt. Laut
Herstellerinformation in Deutschland und der Europaischen Union (EU) betragt das URL flr
hsTnT 14ng/L [77]. Dieser Wert wurde an 616 gesunden Individuen erhoben und in einer
Multicenter-Studie mit 533 Probanden bestatigt [5,82]. Das hsTnT-Assay wurde erstim Jahr
2017 als erstes hsTn-Assay von der FDA in den United States of America (USA)
zugelassen, die als URL den von Fitzgerald et al. [83] erhobenen Wert von 19ng/L festgelegt
hat [78]. Die meisten Studien erflllen die Kriterien der AACC/IFCC von 2018 fur die
Bestimmung der 99. Perzentile nicht [68]. Eine Ausnahme bildet die Studie von Giannitsis
et al.: Die Autoren konnten jedoch durch die Anwendung der strengeren Kriterien von
AACC/IFCC im Vergleich zu einem Fragebogen keine signifikante Absenkung der 99.
Perzentile feststellen [84]. Andere Autoren wie Zangh et al. befirworten hingegen eine
Erweiterung der Kriterien zum Ausschluss von Individuen mit arterieller Hypertonie,

Ubergewicht und Dyslipidamie (85).
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Anzahl der Anteil URL in URL Frauen | URL Méanner
Probanden Manner ng/L in ng/L in ng/L
Mingels et al. [86] 479 55% 16 8 18
Giannitsis et al. [5] 616 50% 13,5 10 14,5
Koerbin et al. [87] 104 55% 12,5 11,0 12,9
Saenger et al. [82] 533 50% 14,2 9 15,5
Chenevier-Gobeaux et al. [88] 213 36% 16,9 - -
Collinson et al. [89] 200 37% 14,4 - -
Hammarsten et al. [90] 403 23% 22,9 16,3 -
Apple et al. [62] 524 52% 15 13 20
Koerbin et al. [91] 490 47% 19,6 21,4 18,5
Fan et al. [92] 679 55% 12,2 - -
1978 44% 14 11 17
Gore et al. [93] 7575 39% 21 15 26
1374 36% 28 24 34
565 44% 15,1 12 16,5
Gaggin et al. [94]
592 51% 19 25 19
Franzini et al. [95] 1578 54% 14,6 14,8 14,7
Kimenai et al. [96] 1535 48% 15 12 16
Mueller et al. [97] 402 64% - 11 14
Ungerer et al. [98] 2004 65% 15,9 9,6 18,1
Ko et al. [99] 641 47% 13,6 10,3 15,9
Gunsolus et al. [100] 694 61% 16 10 16
Aw et al. [101] 465 35% 11,9 11,8 12,6
Zhang et al. [85] 932 37% 16 13 18
Giannitsis et al. [84] 626 46% 16,1 13,1 16,8
Fitzgerald et al. [83] 1131 50% 17,6 12,7 19,0

Tabelle 1: Studienergebnisse fur die Bestimmung der 99. Perzentile von hsTnT (bei
Anwendung unterschiedlicher Auswahlkriterien wurde die 99. Perzentile mit den strengsten

Kriterien angegeben)

1.4.2.2 Geschlechtsspezifische Referenzwerte

In der ,Fourth Universal Definition of Myocardial Infarction® und den Richtlinien von
AACC/IFCC wird die Anwendung geschlechtsspezifischer Referenzwerte fur hsTn-Assays
empfohlen [1,68]. Fur Deutschland und die EU werden vom Hersteller noch keine

geschlechtsspezifischen URL angegeben [77]. Es werden die Werte von Saenger et al. von
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9ng/L fur Frauen und 16ng/L fur Manner angewandt [82]. Fur die USA hat die FDA diese
Grenzwerte auf 14ng/L fur Frauen und 22ng/L fur Manner nach den Ergebnissen von
Fitzgerald et al. [83] festgelegt [78]. In den meisten Referenzwertstudien zeigten sich bis zu
2,25fach hohere hsTnT-Werte an der 99. Perzentile fur Manner als fur Frauen [102]. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. AuRerdem weisen Frauen seltener messbare
hsTnT-Werte uber dem LOD auf als Manner [84].

1.4.2.3 Altersspezifische Referenzwerte

Die Fachgesellschaften empfehlen keine Anwendung altersspezifischer URL fur hsTn-
Assays [1,68], obwohl sich sowohl in der Normalbevdlkerung als auch in
Referenzpopulationen hohere Werte fur altere als fur jungere Individuen gezeigt haben
[54,84,85,87,91-93,95,98]. Gore et al. konnten fur mehr als 10% der Manner 265 Jahren
ihrer gesunden Population hsTnT-Werte Uber dem aktuellen URL von 14ng/L messen [93].
Giannitsis et al. haben signifikant unterschiedliche URL fur <55-Jahrige von 12,7ng/L und
fur >55-Jahrige von 16,8ng/L erhoben [84].

AACC und IFCC empfehlen, fur die Festlegung geschlechtsspezifischer URL Probanden
allen Alters ab 20 Jahren in die Referenzpopulation zur Bestimmung der 99. Perzentile
aufzunehmen [68]. Altersspezifische Referenzwerte werden aber weiterhin diskutiert:
Neben den oben genannten URL kommen dafir die 99. Perzentilen einer gesunden
Referenzpopulation nach Dekaden oder fur dichotome Subgruppen (z.B. <30-Jahrige und

=230-Jahrige mit einem Median von circa 60 Jahren) in Frage [67,79].

1.4.2.4 Referenzwerte ethnischer Subgruppen

Es gibt aktuell keine Empfehlung fur die Anwendung bestimmter URL flur ethnische
Subgruppen, da die Studienlage fuir Empfehlungen nicht ausreichend ist [68]. Gore et al.
stellten zwar hohere Werte fur Schwarze als fur Kaukasier fest, konnten allerdings fur die
Stratifizierung nach Ethnizitat nur geringe Fallzahlen nachweisen [93]. Fitzgerald et al.
hingegen erhoben eine geringflgig niedrigere 99. Perzentile fir Schwarze/Afroamerikaner
als Kaukasier, konnten aber auch nicht 300 Probanden pro Subgruppe nachweisen [83].

Gaggin et al. haben eine viethamesische und US-amerikanische Population verglichen und
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konnten eine geringfugig hohere 99. Perzentile bei einem niedrigerem Median fur die
viethamesische Population feststellen [94].

AACC und IFCC empfehlen, eine flr die geographische Lage reprasentative
Referenzpopulation zur Bestimmung der 99. Perzentile auszuwahlen [68]. Dartber hinaus
werden gemischte Populationen beispielsweise aus 40% Kaukasiern, 40% Afroamerikanern
und 20% weiteren ethnischen Subgruppen wie Hispanics und Asiaten fur die

Referenzwertbestimmung diskutiert [67,79].

1.5 Fragestellung

Der AMI ist eine weltweit haufig auftretende Notfallerkrankung, die mit einer hohen Mortalitat
und einem hohen Kostenaufwand einhergeht. Die cTn sind als Biomarker fur den Nachweis
der myokardialen Zellschadigung zentraler Bestandteil der Myokardinfarktdefinition. Der
Referenzwert wird an der 99. Perzentile einer normalen, gesunden Population definiert. Mit
den hsTn-Assays lielen sich erstmals fur mehr als die Halfte der Normalbevodlkerung cTn-
Werte erheben. Aufgrund der hohen Sensitivitat der Assays kdnnen sich neben bereits
bekannten Vorerkrankungen auch demographische Faktoren und subklinische
Erkrankungen auf die Werte auswirken. Die Auswabhlkriterien fir gesunde Probanden einer
Referenzpopulation zur Bestimmung der 99. Perzentile der hsTn-Assays werden bis heute
immer wieder diskutiert und angepasst. In einer Vielzahl von Studien wurde eine breite
Spanne an moglichen URL erhoben. Dies spiegelt sich auch in dem héheren Wert der FDA
fur die USA im Vergleich zur restlichen Welt wider. Daruber hinaus werden spezielle Cutoff-
Werte nach Geschlecht, Alter oder Ethnizitat diskutiert. Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die
99. Perzentile des hsTnT-Assays zu validieren, sie fur verschiedene Subgruppen zu
bestimmen und Faktoren, die mit dem hsTnT korrelieren und sich daher auf die Bestimmung

der 99. Perzentile auswirken konnen, zu identifizieren.
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2. Methodik

2.1 Zusammensetzung der Studienpopulation

FUr diese Arbeit wurden die Daten 547 gesunder Probanden ausgewertet. Die Rekrutierung
der Probanden erfolgte zum einen im Rahmen von ,Biomarkers in Cardiology (BIC)-1:
Referenzwertstudie bei Gesunden“ des Arbeitsbereichs Notfallmedizin der Charité —
Universitatsmedizin Berlin. Weitere Probanden entstammen den Subkohorten 1 und 2
(NOKO-1 und NOKO-2) der Studie ,Ein kardiovaskular gesundes Referenzkollektiv fur
neue, hochsensitive Tests (kardiovaskulare Risikomarker und Myokard-Infarktdiagnostik)*

der Arbeitsgruppe ,Kardiale Biomarker” des Universitatsklinikums Heidelberg.

NOKO-1 NOKO-2

N =120 N =127

A 4

Normalkollektiv der Arbeitsgruppe ,Kardiale

BIC-1: Referenzwertstudie bei Gesunden Biomarker” des Universitatsklinikums
der Charité Berlin Heidelberg
N =300 N = 247

v

Gesunde Probanden

N =547 Outlier nach der
Modifikation des Dixon-Q-

Tests von Reed et al.

A\ 4

Analysierte Probanden N=1

N = 546

Abbildung 6: Flowchart zur Zusammensetzung der Studienpopulation
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2.2 Biomarkers in Cardiology-1: Referenzwertstudie bei Gesunden

2.2.1 Studiendesign

300 Probanden dieser Arbeit wurden im Rahmen der BIC-1: ,Referenzwertstudie bei
Gesunden® der Arbeitsgruppe Notfallmedizin der Charité Berlin rekrutiert. Ziel der Studie
war das Erstellen einer Biomaterialdatenbank mit gesunden Probanden zur Bestimmung
neuer kardialer Biomarker wie Myeloperoxidase (MPO), Placental Growth Factor (PLGF)
und hsTnl. Im Rahmen der Studienvisite wurden Daten mittels Fragebogen, korperlicher

Untersuchung und Blutentnahme erhoben.

2.2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien der ,BIC-1: Referenzwertstudie bei Gesunden® waren Volljahrigkeit und
eine Anstellung an der Charité — Universitatsmedizin Berlin.

Ausschlusskriterien waren das Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit, ein Myokardinfarkt
in der Vorgeschichte, das Vorliegen einer Herzinsuffizienz oder anderer Herzerkrankungen,
Nieren- und Stoffwechselerkrankungen, kein vollwertiger Arbeitsvertrag (zum Beispiel
Studierende, Praktikanten, Auszubildende) sowie ein Abhangigkeitsverhaltnis zum
Studienleiter. Die Ein- und Ausschlusskriterien wurden mit einem Screeningbogen

uberprift.

2.2.3 Rekrutierung der Probanden

Im Rahmen der ,BIC-1: Referenzwertstudie bei Gesunden® wurden an der Charité Berlin
Uber den Zeitraum vom 06.07.2007 bis zum 05.11.2007 300 Probanden rekrutiert. Uber
einen Aufruf im Intranet wurden Mitarbeiter der Charité Berlin Gber die Studie informiert. Das
Studienpersonal vergab Termine zur Studienvisite an interessierte Angestellte. Nach
Uberprifung der Ein- und Ausschlusskriterien erfolgte die Datenerhebung mit einem Case
Report Form (CRF). Anschlie3end wurden 50ml Blut entnommen. Die Probanden erhielten
eine Aufwandsentschadigung von 50 Euro. Bei der Rekrutierung wurde auf eine gleiche
Verteilung der Geschlechter und des Alters (18-40 Jahre bzw. 40-65 Jahre) geachtet.
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2.2.4 Primardaten

Die Erhebung relevanter epidemiologischer und gesundheitlicher Daten der Probanden

erfolgte wahrend der Studienvisite mit einem CRF. Es wurden Geburtsdatum, Geschlecht,

ethnische Zugehodrigkeit, Grolle, Gewicht, das Vorliegen eines Nikotinabusus und der

Alkoholkonsum erhoben. Dartber hinaus wurden die kardiovaskularen Risikofaktoren

arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperurikamie, Hyperlipidamie und AMIs bei

Familienangehorigen ersten Grades vor dem 60. Lebensjahr dokumentiert. Aulerdem

wurden der Blutdruck und die Ruheherzfrequenz nach 5 Minuten Sitzen in Ruhe erhoben.

B e

......................

BIC-1 patientv | |- _| | | _|-_|
Socio-demographic Variables Examination date T T—I
Gender O male O female
Birthday __119__

MM JJJJ
Ethnicity: Q european Qasian O african Q others

Physical examination

Height J_J_1em

Weight B T

Blood pressure Jd d7 1] mmHg
(sitting, after 5 min rest) systolic / diastolic

Heartrate 11 /min

(sitting, after 5 min rest)

Cardiovascular risk factors

Diabetes mellitus Oyes O no/not known
Hypertension Oyes O no/not known
Hyperlipidemia Qyes O no/not known
Hyperuricemia Qyes QO no/not known

Myokardial infarction before 60. year of life of relatives (parents, siblings or children)
Oyes O no/not known

Smoking Qyes QO Ex-Smoker (:6Mon ceany Q NO (never smoked)

Alcohol consumption dpw

(dpw = drinks per week: 1 drnk = 0.25 | beer or 0.1 | wine or 2.c spirituous beverages )

Additional comments:

CRF (1 page)
Confirmed: / /120

TT MM JJJJ Name (Print) Signature

Abbildung 7: CRF der BIC-1-Studie
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2.2.5 Laboruntersuchung

Wahrend der Studienvisite erfolgte eine Blutentnahme von 50ml. Diese setzte sich aus
1x2ml EDTA zum Verwerfen, 1x6ml Citrat, 2x8ml Lithium-Heparin, 1x8,5m| Serum, 2x2mi
EDTA, 1x8,5ml EDTA sowie 1x5ml EDTA zusammen. Nach der Blutenthahme wurden die
Proben sofort auf Eis gelagert. Innerhalb von 2 Stunden wurden die Proben zentrifugiert
(3000/U, 10min, 5°C) und aliquotiert. Aus 1x6ml Citrat, 1x8,5ml Serum und 1x8,5ml EDTA
wurden je 6 Aliquots, aus 2x8ml Lithium-Heparin 12 Aliquots hergestellt. Die Aliquots
wurden bei -20°C fur maximal eine Woche und anschlielend bei -70°C aufbewahrt. Die 5ml
EDTA wurden zentrifugiert, aliquotiert, zusatzlich verpackt und eingefroren. Alle Blutproben
wurden pseudonymisiert.

Das hsTnT wurde im Januar 2014 im Labor Berlin aus Lithium-Heparin auf dem Gerat
,Cobas 8000 modular analyzer series“ mit dem ,cobas e 801“ von Roche Diagnostics®
gemessen.

Daruber hinaus wurden MPO, PLGF, Soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFLT),
Growth/differentiation factor-15 (GDF15) und hsTnl (Architect® STAT von Abbott®)

bestimmt.

2.2.6 Dokumentation

Fir jeden Probanden wurde eine Probandenidentifikationsnummer erstellt. Die eindeutige
Zuordnung dieser Nummer zum entsprechenden Probanden ist nur mit dem Enroliment-Log
moglich, auf das ausschliel3lich das Studienpersonal Zugriff hat. Die Probandendaten
wurden von den CRF in ein electronic Case Report Form (eCRF) des
Koordinierungszentrums fur Klinische Studien der Charité (KKS) Ubertragen. Die im Labor
gemessenen Werte wurden in einer Tabelle des Programms Excel® dokumentiert.
AnschlieRend wurden die Daten des eCRFs und der Tabelle mit den Laborwerten in einer
Datei des Programms International Business Machines Corporation (IBM) Statistic Package

for Social Sciences (SPSS) Statistics® zusammengefiihrt.
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2.2.7 Ethik

Die Studie wurde entsprechend der ethischen Grundsatze fur die medizinische Forschung
am Menschen nach der ,Declaration of Helsinki“ durchgefuhrt. Die Satzung der Charité —
Universitatsmedizin Berlin zur Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis wurde beachtet.
Die gesetzlichen Bestimmungen =zum Datenschutz wurden eingehalten. Die
unterschriebenen Einwilligungs- und Datenschutzerklarungen aller Probanden liegen vor.
Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Charité Berlin am 15.03.2007 beraten und
nach Erfullung der Auflagen am 25.04.2007 positiv bewertet. Die BIC-1-Studie wurde am
23.03.2011 im Deutschen Register klinischer Studien unter der DRKS-ID DRKS00000310

registriert.

2.2.8 Conflict of Interest

Die Kosten fur eine arztliche und eine MTA-Arbeitskraft sowie die Aufwandsentschadigung

der gesunden Probanden wurde durch Abbott®, USA (ibernommen.

2.3 Ein kardiovaskular gesundes Referenzkollektiv fur neue, hochsensitive Tests

2.3.1 Studiendesign

Weitere Probanden dieser Arbeit entstammen den Subkohorten 1 und 2 (NOKO-1 und -2)
der Studie ,Ein kardiovaskular gesundes Referenzkollektiv flir neue, hochsensitive Tests®
der der Arbeitsgruppe ,Kardiale Biomarker” des Universitatsklinikums Heidelberg. Ziel der
Erstellung dieses Normalkollektivs war die Bestimmung kardialer Biomarker in einer
gesunden Population. Im Rahmen der Studienvisite wurden Daten mittels Fragebogen,

korperlicher Untersuchung, Blutenthnahme und apparativer Diagnostik erhoben.
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2.3.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien fur das Normalkollektiv waren ein Alter von 18-75 Jahren und ein Body-
Mass-Index (BMI) von <35kg/m?. Eine weitere Voraussetzung fiir die Teilnahme war ein
stabiles Gewicht der Probanden in den letzten Monaten (+/- 2kg).

Ausschlusskriterien waren kardiovaskulare Erkrankungen (KHK, periphere arterielle
Verschlusskrankheit, Karotisstenose, Herzinsuffizienz, Vorhofflimmern,
Lungenarterienembolie/Schlaganfal/AMI/PCI/CABG in der Vorgeschichte), arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Leber- oder Nierenerkrankungen, aktive Krebserkrankungen
in den letzten 5 Jahren (auBer Basaliom), Strahlen- oder Chemotherapie in der
Vorgeschichte, akute oder chronische Infektionskrankheiten, Autoimmunerkrankungen,
regelmalige Medikamenteneinnahme, Ubermaliger Alkoholkonsum sowie aktiver Nikotin-
oder Drogenkonsum. Diese Ausschlusskriterien wurden mit einem Screeningbogen
uberprift.

Laborchemische Ausschlusskriterien waren Kreatinin >1,3mg/dl, HbA1c =26,5%,
Hamoglobin (Hb) <10g/dl und NT-proBNP >450ng/L.

Alle pathologischen Befunde in der koérperlichen Untersuchung fuhrten ebenfalls zum
Ausschluss. In  einem 12-Kanal-Ruhe-EKG galten ST-Strecken-Veranderungen,
Atrioventrikularer  Block  I-llI°,  Linksschenkelblock und  Vorhoffimmern als
Ausschlusskriterien. In einer  Stress-Echokardiographie @ oder im Kardio-
Magnetresonanztomographie (MRT) nachgewiesene linksventrikulare systolische
Dysfunktion  (linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) <55%), linksventrikulare
Hypertrophie (Septumdicke =11mm, posteriore Wanddicke =11mm), linksventrikulare
Dilatation (>55mm), moderate oder schwere Herzklappenerkrankungen oder stress-
induzierte regionale Wandbewegungsstorungen oder ventrikulare Arrhythmien fuhrten

ebenfalls zum Ausschluss.

2.3.3 Rekrutierung der Probanden

Potentielle Studienteilnehmer wurden Uber Aushange und Zeitungsanzeigen Uber die Studie
informiert. Im Zeitraum vom 06.06.2007 bis zum 25.03.2008 wurden so 120 Probanden fur
die NOKO-1 rekrutiert. Die 127 Probanden der NOKO-2 wurden vom 28.08.2010 bis zum
31.05.2012 rekrutiert. Zunachst erfolgte ein Screening mittels Fragebogen. Die Studienvisite
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beinhaltete aulerdem eine kdrperliche Untersuchung, das Erheben der Vitalparameter, ein
12-Kanal-EKG sowie ein kardiales Stress-MRT oder eine Stress-Echokardiographie.
Dartber hinaus erfolgte eine Blutentnahme. Die Probanden erhielten keine

Aufwandsentschadigung.

2.3.4 Primardaten

Zunachst erfolgte die Erhebung anamnestischer Daten mit einem Fragebogen (Geschlecht,
Alter, GroRe und Gewicht). Fur die Probanden der NOKO-1 wurde zusatzlich ermittelt, ob
sie regelmallig Sport oder Hochleistungssport treiben wirden. Anschlielend wurde eine
korperliche Untersuchung mit Erhebung der Vitalparameter (Blutdruck, Ruheherzfrequenz)
durchgefuhrt. Bei der NOKO-1 wurde auch der Taillen- und Hiftumfang gemessen. Fir alle
Probanden wurde die PQ- und QRS-Zeit in einem 12-Kanal-Ruhe-EKG gemessen. Bei den
Probanden der NOKO-1 wurden zusatzlich Rhythmus, Lagetyp und das Vorliegen eines
Rechtsschenkelblocks erhoben. Aulderdem wurde flr insgesamt 157 Probanden aus beiden
Kohorten die LVEF mittels Echokardiographie oder Kardio-MRT bestimmt.

2.3.5 Laboruntersuchungen

Wahrend der Studienvisite wurden den Probanden 100ml Vollblut entnommen. Die
Blutproben wurden pseudonymisiert. Das hsTnT wurde direkt aus Lithium-Heparin-Plasma
auf dem Geréat ,cobas e 411“ von Roche Diagnostics® gemessen. Das LOD bei dieser
Methode liegt bei 5ng/L. Fur die NOKO-1 erfolgte die Messung im Studienlabor der Klinik
Innere Medizin Il des Universitatsklinikums Heidelberg. Die Messung fur die NOKO-2
erfolgte im Zentrallabor des Universitatsklinikums Heidelberg. Die restlichen Proben wurden
zentrifugiert und bei -70°C fur die Messung weiterer Biomarker und fur Nachmessungen
eingefroren.

AuBerdem wurden Kreatinin, CK, NT-proBNP, AST, Alanin-Aminotransferase (ALT),
Gesamt-Bilirubin, Gesamteiweil3, C-reaktives Protein (CRP), Thyreotropin (TSH), freies T3
(fT3), freies T4 (fT4), Harnsaure, Triacylglyceride (TAG), Gesamtcholesterol (TC), High-
density Lipoprotein (HDL), Low-density Lipoprotein (LDL), Erythrozyten, Hb, Hamatokrit,
Mittleres Erythrozytenvolumen (MCV), Hamoglobinkoeffizient (MCH), Mittlere korpuskulare
Hamoglobinkonzentration (MCHC), Erythrozytenverteilungsbreite (RDW), Leukozyten,
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Thrombozyten, Natrium, Kalium, Nuchtern-Glucose sowie Glucose 2 Stunden nach dem
oralen Glukosetoleranztest (0GTT) bestimmt. Fir die NOKO-1 wurden zusatzlich Ferritin
und hypochrome Erythrozyten gemessen. Bei den Probanden der NOKO-2 wurden y-
Glutamyltransferase (GGT), Harnstoff, Cystatin C und HbA1c bestimmt.

2.3.6 Dokumentation

Jedem Probanden wurde eine Identifikationsnummer zugeordnet. Die eindeutige
Zuordnung der Identifikationsnummer zum entsprechenden Probanden ist nur dem
Studienpersonal moglich.

Die erhobenen Daten wurden zunachst in das CRF der jeweiligen Subkohorte eingetragen
und dann in ein eCRF ubertragen. Diese Informationen wurden anschliefend in eine Datei
des Programmes Excel® Uberflihrt. Zur weiteren Auswertung wurden die Datensatze in

Tabellen des Programmes IBM SPSS Statistics® umgewandelt.

2.3.6 Ethik

Die Studie ,Ein kardiovaskular gesundes Referenzkollektiv fur neue, hochsensitive Tests"
erfolgte nach den ethischen Grundsatzen fur die medizinische Forschung am Menschen
nach der ,Declaration of Helsinki“. Die unterschriebenen Einwilligungserklarungen aller
Probanden liegen vor. Die gesetzlichen Bestimmungen zum Datenschutz wurden
eingehalten. Ein positives Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
Heidelberg vom 25.04.2007 liegt vor.

2.3.7 Conflict of Interest

Fir die Studie ,Ein kardiovaskular gesundes Referenzkollektiv fir neue, hochsensitive

Tests” besteht kein Conflict of Interest.
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2.4 Literaturrecherche

Die Literaturrecherche erfolgte vorrangig in der MEDLINE-Datenbank PubMed mit den
Hauptschlagwoértern ,high-sensitivity cardiac troponin t%, ,highly-sensitive cardiac troponin
t“, ,reference value®, ,reference population®, ,99th percentile” und ,myocardial infarction®.
Weitere Publikationen wurden aus dem Literaturverzeichnis der uber die Suchmaske
identifizierten Artikel extrahiert. Artikel, die nicht im Volltext verfugbar waren, wurden Uber
die Medizinische Bibliothek der Charité Berlin bestellt oder direkt bei den Autoren angefragt.
Informationen zum Assay des hsTnT wurden unter anderem der Website des Herstellers
Roche® entnommen. Fir epidemiologische Daten wurden die Websites der World Health
Organization (WHO), des statistischen Bundesamts und der Deutschen Herzstiftung
konsultiert. DarUber hinaus wurden Fachbucher der Physiologie, Inneren Medizin und

Kardiologie fur die Literaturrecherche verwendet.

2.5 Datenaufbereitung

FUr die statistische Auswertung wurden die Datensatze der BIC-1-Studie und beider
Subkohorten des Normalkollektivs zunachst zu einer Datei des Programms IBM SPSS
Statistics 25® zusammengefiihrt. Aus dem Kreatinin-Wert wurde die GFR nach Modification
of Diet in Renal Disease (MDRD)-Formel berechnet. HsTnT-Werte unter dem LOB von 3ng/I
wurden mit 3ng/l angegeben.

Jede einzelne Variable wurde auf Plausibilitat gepruft. Dafur wurden unter anderem Minimal-
, Maximal- und Modalwerte erhoben sowie einzelne Variablen miteinander in Bezug gesetzt
und so auf Plausibilitat gepruft und wenn maoglich korrigiert. Die Identifizierung von Outliern
mit deutlich erhdhten und damit nicht-plausiblen hsTnT-Werten erfolgte anhand der
Modifikation des Dixon-Q-Tests von Reed et al. [103]. X1 wurde dafur am LOB definiert. So
wurde ein hsTnT-Wert von 31,72ng/l als falsch hoch eingestuft und der zugehoérige Proband

der NOKO-1 von der Datenanalyse ausgenommen.

Xp—Xp_1 1
r=—> =
Xp — X1 3

Formel 1: Identifizierung fehlerhaft erhdhter Werte in nicht-normalverteilten Stichproben
nach der Modifikation des Dixon-Q-Tests von Reed et al. [103]

34



2.6 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung des Datensatzes wurde mit dem Programm IBM SPSS
Statistics 25® durchgefiihrt.

Die Charakterisierung der Population erfolgte mit deskriptiver Statistik. FlUr qualitative
Merkmale wurden die absoluten und relativen Haufigkeiten bestimmt. Quantitative
Merkmale wurden graphisch (Histogramm mit Normalverteilungskurve) und analytisch
(Kolmogorov-Smirnov-Test) auf Normalverteilung gepruft. Fir normalverteilte quantitative
Merkmale wurden Mittelwert, Standardabweichung und Varianz berechnet. Fur nicht-
normalverteilte quantitative Merkmale hingegen wurde der Median, die Quartilen und der
Interquartilenabstand bestimmt. Fir alle quantitativen Merkmale wurden auflierdem
Minimum und Maximum erhoben. Bei fehlenden Werten wurden die relativen Haufigkeiten
in Bezug auf die Menge der erhobenen Werte dargestellt. In diesen Fallen wurde zusatzlich
die Menge der erhobenen Werte angegeben.

Fir das hsTnT erfolgte die Berechnung der 99. Perzentile flr die Gesamtpopulation und fur
verschiedene Subpopulationen. Es wurden die 95%-Konfidenzintervalle mit 10000
Bootstrap-Stichproben berechnet. Fur quantitative Merkmale mit mindestens 100 gultigen
Werten wurde die Korrelation zum hsTnT nach Spearman berechnet. Probanden mit einem
Wert unter dem LOB von <3ng/L wurden von der Korrelationsanalyse ausgeschlossen. Bei
nominal- und ordinalskalierten Merkmalen erfolgte ein Vergleich mit dem Mann-Whitney-U-
oder Kruskal-Wallis-Test. Der Vergleich von Haufigkeiten erfolgte mit Kreuztabellen und
dem Chi-Quadrat-Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p = 0,05 festgelegt. Die
berechneten p-Werte sind als explorativ anzusehen.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit IBM SPSS Statistics 25° sowie Excel

2016®. Es wurden Histogramme, Boxplots, Streudiagramme und Forest Plots erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Population

3.1.1 Demographische Daten

Von den in die Datenanalyse eingeschlossenen 546 Probanden sind 50,2% Manner (274)
und 49,8% Frauen (272). Das mediane Alter liegt bei 44 (IQR 35-52) Jahren. Die
Altersspanne reicht von 19 bis 74 Jahren. Tabelle 2 stellt die demographische

Zusammensetzung der Subkohorten dar.

BIC-1
(N = 300)

NOKO-1
(N = 119)

NOKO-2
(N = 127)

Geschlecht
Manner

Frauen

150 (50,0%)
150 (50,0%)

59 (49,6%)
60 (50,4%)

65 (51,2%)
62 (48,8%)

Alter in Jahren

Median (Quartilen) 39 (33-39) 43 (29-52) 53 (48-61)
Minimum 19 21 35
Maximum 63 68 74

Tabelle 2: Demographische Zusammensetzung der Population nach Kohorten

Manner Frauen

80 80
c 60 60
s
£
©
s
c
— 40 40
2
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20 20

50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50

Abbildung 8: Populationspyramide der Gesamtpopulation (N = 546)
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Fur die 300 Probanden der BIC-1-Studie wurde aufllerdem die ethnische Zugehdrigkeit

erhoben. 299 Probanden sind Europaer. Eine Probandin ist Asiatin.

3.1.2 Anamnestische Angaben

Fir die 300 Probanden der BIC-1-Studie wurde die Raucher-, Alkohol- und
Familienanamnese (AMI vor 60. Lebensjahr bei Angehdrigen 1. Grades) erhoben. Diese
Ergebnisse sind in den Abbildungen 9-11 dargestellt. Der Alkoholkonsum der BIC-1-
Probanden wurde in Anzahl der alkoholischen Getranke pro Woche dokumentiert. Der
Median liegt bei 2 Getranken pro Woche (IQR 0-4). Die geringste Anzahl liegt bei 0 und das
Maximum bei 21. Fur die Probanden des Normalkollektivs des Universitatsklinikums
Heidelberg galt ein Ubermalliger Alkoholkonsum und fortgefihrter Nikotinabusus als

Ausschlusskriterium.

Raucheranamnese

W Nichtraucher
M Raucher
Ex-Raucher

Abbildung 9: Rauchverhalten der BIC-1-Probanden (N = 300)

Alkoholkonsum
0,7% M kein Alkoholkonsum
M 1-7 Drinks/Moche

8-14 Drinks/\Woche
¥ >14 DrinksMVoche

10,3%

34,0%

55,0%

Abbildung 10: Alkoholkonsum der BIC-1-Probanden (N = 300)
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AMI bei Familienangehorigen 1. Grades vor dem 60. Lebensjahr

8,0% 0,7%

91,3%

M Nein
MJa

Nicht bekannt

Abbildung 11: Familienanamnese der BIC-1-Probanden (N = 300)

Fur die 119 Probanden aus NOKO-1 wurde erhoben, ob sie regelmalig Sport oder

Hochleistungssport treiben. 37 Probanden (31,1%) gaben an, keinen Sport zu treiben. 77

Probanden (64,7%) trieben regelmalig Sport, 5 Probanden (4,2%) trieben sogar

Hochleistungssport.

3.1.3 Kdrpermesswerte

Das mediane Kérpergewicht aller Probanden liegt bei 74,0kg (IQR 65,0-83,5kg) mit einem

Minimum von 46,4kg und einem Maximum von 141,6kg. Die mediane GroR3e liegt bei 173cm

(IQR 167-180cm) mit einem Minimum von 150cm und einem Maximum von 199cm. In

Tabelle 3 sind die Kérpermesswerte nach Subkohorte aufgeflhrt.

BIC-1 NOKO-1 NOKO-2

(N = 300) (N=119) (N =127)

GroRe in cm 173,5 172,0 173,0
(167,0-180,0) (167,0-180,0) (165,0-178,0)

Gewicht in kg 75,6 72,0 72,0

(65,7-85,8) (64,0-82,0) (65,0-80,0)
BMI in kg/m? 24,9 23,9 24,2

(22,4-27,7) (21,6-26,4) (22,6-26,9)

Tabelle 3: Kérpermesswerte der Subkohorten mit Median und Quartilen
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Der Median des BMI liegt bei 24,4kg/m? (IQR 22,3-27,3kg/m?), das Minimum bei 17,5kg/m?
und das Maximum bei 40,9kg/m?. In Abbildung 12 ist die Verteilung des BMI in der

Gesamtpopulation dargestellt.

400+
55,3%
300
200~ 35,5%
100
7,7%
0,4% | | 0,9% 0,2%
[ pd C > > >
= o) o Q- Qo Qo
e 3 & T 3 3
@ D ® 73 ?. ?.
z. @ z 5 5 Ny
) 2 (2] w w w
=3 a = - = =
= i =

Abbildung 12: BMI der Gesamtpopulation (N = 546)

Fur 114 Probanden der NOKO-1 wurde die Waist-Hip-Ratio erhoben. Der Median flr
Manner (N = 56) liegt bei 0,89 mit Quartilen von 0,86 und 0,95. Minimum und Maximum
betragen 0,79 bzw. 1,06. Fur die Frauen (N = 58) liegt der Median bei 0,82. Die Quartilen
betragen 0,78 und 0,85 und Minimum und Maximum 0,70 und 1,08.

3.1.4 Vitalparameter

Der systolische und diastolische Blutdruck und die Pulsfrequenz wurden fur alle 546
Probanden bestimmt. Der mediane systolische Blutdruck liegt bei 120mmHg mit Quartilen
von 110mmHg und 130mmHg. Minimum und Maximum liegen bei 75mmHg bzw. 170mmHg.
Der mediane Wert des diastolischen Blutdrucks liegt bei 70mmHg. Die Quartilen liegen bei
67 und 80mmHg und Minimum und Maximum bei 46mmHg bzw. 110mmHg. 84 (15,4%)
Probanden weisen einen systolischen Blutdruck 2140mmHg und 43 (7,9%) Probanden
einen diastolischen Blutdruck 290mmHg auf. Die Verteilung der Blutdruckwerte in der

Gesamtpopulation sind in Abbildung 13 dargestellt. Der mediane Puls liegt bei 71/min. Die
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Quartilen liegen bei 63/min und 80/min und Minimum und Maximum bei 42/min bzw.

124/min. In Tabelle 4 sind die Vitalparameter nach Subgruppen dargestellt.

BIC-1 NOKO-1 NOKO-2
(N = 300) (N=119) (N =127)
Systolischer Blutdruck in mmHg 120 125 120
(110-130) (118-134) (110-113)
Diastolischer Blutdruck in mmHg 70 76 70
(65-80) (70-82) (60-80)
Puls pro Minute 76 64 68
(68-84) (58-72) (60-74)

Tabelle 4: Vitalparameter nach Subkohorten mit Median und Quartilen
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Abbildung 13: Verteilung der systolischen und diastolischen Blutdruckwerte in der

Gesamtpopulation
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3.1.5 Laborparameter

Tabelle 5 stellt die erhobenen Laborparameter mit Median, Quartilen und Minimum und

Maximum dar.

Einheit Referenz- N Median 1. 3. Mini- Maxi-
bereich Quartile | Quartile mum mum
NT-proBNP ng/L alters- 2452 43 26 78 0 402
abhangig

Kreatinin mg/dl <1,10 24612 0,82 0,72 0,91 0,47 1,21
GFR nach ml/min/1 alters- 2462 93,6 82,5 106,9 57,76 163,01
MDRD ,73m? | abhangig
HbA1c % <5,7 1242 5,5 5,3 5,7 4,8 6,3
Nuchtern- mg/dl <100 24612 91 84 98 64 132
Glucose
Glucose 2h mg/dl <140 24512 96 79 109 31 170
nach oGTT
Natrium mmol/L 135-145 24612 140 139 142 133 147
Kalium mmol/L 3,6-5,0 24612 4,05 3,83 4,27 3,15 5,18
hsTnl ng/L <26,2 3003 0,52 0,00 1,34 0,00 73,21
CK u/l <190 24512 115,0 84,5 162,5 31 640
AST u/l <38 24612 22 18 26 12 56
ALT u/l <41 24612 21 17 29 8 79
GGT u/l <60 1277 18 13 29 6 130
Gesamt- mg/dI <11 24512 0,6 0,5 0,8 0,2 3,0
Bilirubin
Harnstoff mg/dl 12-50 1277 29 24 34 15 52
Cystatin C mg/| 0,5-0,96 1272 0,7 0,6 0,8 0,4 1,0
Harnsaure mg/dl <7 24612 4,95 4,28 59 1,13 37,0
TAG mg/dl 150 24612 83 65 116 28 337
TC mg/dl <200 24612 203,5 182,5 2243 129,0 338,0
HDL mg/dl >35 24412 59,0 51,0 72,0 32,0 114,0
LDL mg/dl <200 24412 124,0 103,3 141,0 61,0 234,0
Gesamtprote g/L 66-83 24612 73,4 70,9 75,7 62,8 86,2
in
Erythrozyten /pl 4,0-5,6 24612 4,7 4,4 4,9 3,6 6,0
Hamoglobin g/di 12-17 24612 13,8 13,2 24,7 10,9 17,4
Hamotokrit L/L 0,38-0,50 2462 0,41 0,38 0,43 0,31 0,51
MCV fl 85-98 24612 88 85 90 74 97
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MCH pg 28-34 24612 30 29 31 24 34
MCHC g/di 31-37 24612 34 33 35 24 38
RDW % 11,5-14,5 24612 13,1 12,8 13,5 11,7 18,1
Hypochrome % <25 118! 0,1 0,1 0,2 0,0 2,4
Erythrozyten

Leukozyten nl 3,8-10,5 24612 5,59 4,87 6,56 3,12 10,51
Thrombozyte nl 140-345 24612 256 226 299 132 503

n

CRP mg/L <5,0 1912 4,9 3,3 7,2 2,5 12
Ferritin Mg/l 6-400 8’ 32,0 19,0 50,5 10,0 233,00
TSH pU/L 0,4-4,0 136'2 1,42 0,93 1,88 0,13 14,49
fT3 pa/mi 2,0-4,4 1282 3,10 2,86 3,33 2,31 4,07
fT4 ng/dl 0,83-1,70 1282 11,57 10,75 12,94 8,56 17,10
MPO pmol/l 3003 102,25 76,08 127,70 13,00 683,0
PLGF pa/mi 3003 15,04 13,22 17,06 8,44 32,59
sFLT pa/mi 300° 199,33 179,05 222,13 128,67 | 3512,86
GDF15 pg/L 3003 408,81 339,16 523,15 213,13 | 7765,39

Tabelle 5: Erhobene Laborparameter (Legende: ' — NOKO-1, 2 — NOKO-2, 3 — BIC-1)

Die Abbildungen 14-17 zeigen die Verteilung der Werte flr das NT-proBNP (N = 245), die
GFR (N = 246), den HbA1c (N = 124) und die Nuchtern-Glucose (N = 246) in der Population.
Bei 15,1% (N = 37) liegt das NT-proBNP =100ng/L, bei 6,1% (N = 15) 2125ng/L und bei
0,8% (N = 2) 2250ng/L. 100 (40,6%) Probanden haben eine GFR von <90ml/min/1,73m?
und 1 (0,4%) von <60ml/min/1,73m?. Der HbA1c liegt bei 35,5% (N = 44) der Probanden

25,7%. 1 (0,4%) Proband hatte einen Nuchtern-Glucose von =2126mg/dI.
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Abbildung 14: Verteilung der NT-proBNP-Werte (N = 245)
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Abbildung 15: Verteilung der GFR-Werte (N = 246)
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Abbildung 17: Verteilung der Nichtern-Glucose-Werte (N = 246)
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3.1.6 Apparative Untersuchungen

Bei den Probanden des Normalkollektivs wurde ein 12-Kanal-Ruhe-EKG geschrieben. Die
mediane PQ-Zeit (N = 244) lag bei 150ms, die 25. und 75. Perzentilen bei 130ms bzw.
170ms. Das Minimum lag bei 66ms und das Maximum bei 252ms. Die mediane QRS-Zeit
(N = 244) lag bei 95ms, die Quartilen bei 89ms und 102ms und Minimum und Maximum bei
71ms und 139ms.

Fur die Probanden der NOKO-1 wurden zusatzlich Grundrhythmus, Lagetyp und das
Vorliegen eines RSB erhoben. Alle 119 Probanden (100%) waren im Sinusrhythmus. Die
Verteilung des Lagetyps ist in Abbildung 18 dargestellt. 1 (0,9%) Proband hatte einen
kompletten und 10 (8,4%) Probanden einen inkompletten RSB.

5,9% M Steiltyp

M Indifferenztyp
Linkstyp

M iiberdrehter Linkstyp

31,4%

40,7%

Abbildung 18: Lagetypen im EKG der Probanden der NOKO-1 (N = 118)

Die LVEF wurde fur 156 Probanden des Normalkollektivs bestimmt. Der mediane Wert lag
bei 62%, die Quartilen bei 59% und 65%. Minimum und Maximum waren 55% bzw. 77%.

3.2 Hochsensitives Troponin T

3.2.1 Verteilung

Das hsTnT wurde fur alle 546 Probanden bestimmt. Der Median liegt bei 3,75ng/L, das
Minimum bei 3ng/L und das Maximum bei 19,67 ng/L. Die Quartilen sind 3,00ng/L und
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5,17ng/L. Abbildung 20 zeigt die Verteilung der hsTnT-Werte und Abbildung 19 die
Verteilung der Werte anhand der Subkohorten. Im Kruskal-Wallis-Test zeigt sich ein
signifikanter Unterschied in den hsTnT-Werten zwischen den Subkohorten (Kruskal-Wallis
H=150,1; p<0,001). Der anschlie®end durchgeflhrte Post-hoc-Test (Dunn-Bonferroni-Test)
zeigt, dass nur die hsTnT-Werte der NOKO-1 uber denen der NOKO-2 und BIC-1 liegen (z
= 6,81 bzw. -5,68; p <0,001). Die hsTnT-Werte der NOKO-2 und BIC-1-Kohorte hingegen
unterscheiden sich nicht.
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Abbildung 19: hsTnT-Werte nach Subkohorte (Legende: ° 1,5-3x IQR ab 3. Quartile; * >3x
IQR ab 3. Quartile)

351 (64,3%) Probanden haben einen hsTnT-Wert Gber dem LOB von 3ng/L. 149 (27,3%)
liegen uber dem LOD von 5ng/L. In Tabelle 6 sind die Haufigkeiten der hsTnT-Werte Uber
LOB und LOD nach Subkohorten dargestellt.

N hsTnT > LOB hsTnT > LOD
BIC-1 300 201 (67,0%) 69 (23,0%)
NOKO-1 119 102 (85,7%) 55 (46,2%)
NOKO-2 127 48 (37,8%) 25 (19,7%)

Tabelle 6: Haufigkeiten fur Werte tber LOB und LOD nach Subkohorten
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3.2.2 99. Perzentile

Die 99. Perzentile des hsTnT flur die Gesamtpopulation betragt 12,53ng/L. Das 95%-KI flr
diesen Wert liegt bei 9,62-16,35ng/L. Fur die Probanden der BIC-1-Studie liegt die 99.
Perzentile bei 8,73ng/L (95%-KI 7,82-19,57ng/L). Sie liegt unter der von NOKO-1
(14,38ng/L, 95%-KI 10,29-14,49ng/L) und NOKO-2 (16,60ng/L, 95%-KI 10,00-18,00ng/L).
Insgesamt liegt das hsTnT bei 3 (0,5%) Probanden =214ng/L und bei 1 (0,2%) Probandin
=19ng/L.

Die 97,5. Perzentile der Gesamtpopulation liegt bei 9,06ng/L (95%-KI 8,58-10,54ng/L).
Nach Wiederaufnahme des nach Reed et al. identifizierten Outliers in die Analyse betragt
die 97,5. Perzentile 9,19ng/L (95%-KI 8,63-11,81ng/L).
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Abbildung 20: Histogramm des hsTnT mit 99. Perzentile
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3.2.3 Einfluss des Geschlechts

Abbildung 21 zeigt die hsTnT-Werte unterteilt nach Mannern und Frauen. Die Werte der
Frauen liegen zwischen 3,00ng/L und 19,67ng/L und die der Manner zwischen 3,00ng/L und
18,00ng/L. Frauen haben geringe hsTnT-Werte (Median = 3,00ng/L) als Manner (Median =
4,84ng/L) (Mann-Whitney-U-Test: U = 18264,5; p < 0,001).
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Abbildung 21: Verteilung hsTnT-Werte nach Geschlecht (Legende: ° 1,5-3x IQR ab 3.
Quartile; * >3x IQR ab 3. Quartile)

Es haben signifikant mehr Manner hsTnT-Werte iber dem LOB als Frauen (p <0,001). Auch
hsTnT-Werte Gber dem LOD kommen bei Mannern haufiger vor als bei Frauen (p < 0,001).
Die Kreuztabellen sind in Tabelle 7 dargestellt.

hsTnT < LOB

hsTnT > LOB | Gesamt hsTnT <LOD | hsTnT >LOD | Gesamt
Manner | 48 (17,5%) 226 (82,5%) 274 Manner | 156 (56,9%) 118 (43,1%) 274
Frauen | 147 (54,0%) | 125 (46,0%) 272 Frauen | 241 (88,6%) 31 (11,4%) 272
Gesamt | 195 (35,7%) | 351 (64,3%) 546 Gesamt | 397 (72,7%) 149 (27,3%) 546

Tabelle 7: Kreuztabellen flir Geschlecht und Anzahl der hsTnT-Werte tiber LOB bzw. LOD

Die 99. Perzentile des hsTnT fur Manner liegt bei 14,09ng/L und fur Frauen bei 9,33ng/L.
Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant bei Kl von 10,50-18,00ng/L fir Manner
und 6,96-19,67ng/L fur Frauen. Diese Ergebnisse wurden in Abbildung 24 dargestellt. Die
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97,5. Perzentile liegt fur Manner bei 10,49ng/L (95%-KI 9,00-13,95ng/L) und fur Frauen bei
6,97ng/L (95%-KI 6,00-8,98ng/L).

3.2.4 Einfluss des Alters

Die hsTnT-Werte in Bezug auf das Alter sind in Abbildung 22 dargestellt. Die Korrelation
nach Spearman fur das hsTnT zum Alter ist mittelstark und betragt 0,301 (p < 0,001).

Das mediane Alter der Probanden mit einem hsTnT-Wert unter dem LOD liegt bei 42 Jahren,
wahrend das der Probanden mit einem Wert Uber dem LOD bei 48 Jahren liegt (Mann-
Whitney-U-Test: U = 22608,5; p < 0,001). Bei hsTnT-Werten Gber dem LOB zeigt sich dies
nicht (U = 31721,0; p = 0,16).

20 .
15 ..
= .
g . :
£
|_ 10 P LN °
E o’ . ) ., o . .
® oo . ] oo o
2 . o . Wt ’ : ] .f,!. o ’

20 30 40 50 60 70 80
Alter in Jahren

Abbildung 22: hsTnT-Werte in Abhangigkeit vom Alter (N = 546)

Die 99. Perzentile des hsTnT wurde flr Probanden <45 Jahren (N = 295, medianes Alter 35
Jahre) und 245 Jahren (N = 251, medianes Alter 53 Jahre) bestimmt. Diese lag bei den
Probanden <45 Jahren bei 13,97ng/L (95%-KI 9,00-19,67ng/L) und bei den Probanden 245
Jahren bei 12,48ng/L (95%-KI 9,59-18,00ng/L). Die 99. Perzentile der jungeren Subgruppe
liegt leicht Uber der der alteren Subgruppe. Dieser Unterschied ist nicht statistisch
signifikant. Probanden <45 Jahre weisen geringe hsTnT-Werte (Median = 3,45ng/L) als
Probanden 245 Jahre (Median = 4,19ng/L) auf (Mann-Whitney-U-Test: U = 29966,0; p <
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0,001). Die 97,5. Perzentile lag fur Probanden <45 Jahren bei 8,92ng/L (95%-KI 7,27-
13,09ng/L) und fur Probanden =245 Jahren bei 9,76ng/L (95%-KI 8,62-12,00ng/L).

Tabelle 8 zeigt die 99. Perzentile des hsTnT bei zusatzlicher Gruppierung nach Geschlecht.
In Abbildung 23 ist die Verteilung der hsTnT-Werte innerhalb dieser Subgruppen dargestellt.

Abbildung 24 zeigt die 99. Perzentilen und die Konfidenzintervalle fur verschiedene
Subpopulationen.

Alter in Geschlecht | N 99. Perzentile des 95%-KI
Jahren hsTnT in ng/L
<45 Manner 150 14,21 9,58-14,49
Frauen 145 13,40 5,46-19,67
245 Manner 124 16,75 10,03-18,00
Frauen 127 9,91 7,12-10,27

Tabelle 8: 99. Perzentile des hsTnT mit 95%-KI fur Subgruppen nach Alter und Geschlecht
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Abbildung 23: Verteilung der hsTnT-Werte innerhalb der Subgruppen nach Alter und
Geschlecht (Legende: ° 1,5-3x IQR ab 3. Quartile; * >3x IQR ab 3. Quartile)

49



14ng/L 19ng/L

|
|
Gesamtpopulation N I
|
|

|

[}

|

[}

|

Manner b :

| |

| |

Frauen ¢ :

|

|

Alter <45 Jahre l
|

[}

Alter 245 Jahre ¢ :
|

|

Unter-/Normalgewicht

L _ - __}--®__]-_¢--1

|
I
Ubergewicht/Adipositas ¢ !
I
Blutdruck <140/90mmHg N :
|
97,5. Perzentile G !
I
I
1
1 1 1
5 10 15 20

hsTnT in ng/L

Abbildung 24: Forest Plot mit Darstellung der 99. Perzentilen des hsTnT und ihrer
Konfidenzintervalle fur die Gesamt- und verschiedene Subpopulationen im Verhaltnis zu
den offiziellen Referenzwerten von 14ng/L auRerhalb der USA [77] und 19ng/L in den USA
[78]

3.2.5 Einfluss anamnestischer Angaben

Fir die 300 Probanden der BIC-1-Studie wurde die Raucher-, Alkohol- und
Familienanamnese erhoben. Die hsTnT-Werte von Rauchern (Median = 3,40ng/L) liegen
nicht Gber denen von Ex- (Median = 3,86ng/L) und Nichtrauchern (Median = 3,54ng/L)
(Kruskal-Wallis-H = 3,3; p = 0,19). Die Verteilung der hsTnT-Werte nach Raucheranamnese
ist in Abbildung 25 dargestellt. Der Ausschluss aller Raucher von der Bestimmung der 99.
Perzentile senkt diese nicht ab (8,70ng/L vs. 9,60ng/L). Die Anzahl der alkoholischen
Getranke pro Woche korreliert nicht signifikant mit dem hsTnT (Korrelationskoeffizient nach

Spearman 0,132; p = 0,06). Die Probanden mit einer positiven Familienanamnese (N = 24,
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Median = 3,62ng/L) hatten keine hoheren hsTnT-Werte als Probanden mit leerer
Familienanamnese (N = 274, Median = 3,61ng/L), (Mann-Whitney-U-Test: U = 3228,5; p =
0,88).
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Abbildung 25: Verteilung der hsTnT-Werte nach Raucheranamnese (N = 300) (Legende: °
1,5-3x IQR ab 3. Quartile; * >3x IQR ab 3. Quartile)

Fur die NOKO-1-Kohorte wurde erhoben, ob regelmaldig Sport getrieben werde. Fur die 5
Probanden, die Hochleistungssport treiben, liegt das hsTnT zwischen 4,25ng/L und
6,18ng/L. Der Ausschluss der Probanden, die Hochleistungssport betreiben, fuhrt nicht zu
einer Veranderung der 99. Perzentile des hsTnT (14,38ng/L 14,41ng/L). Die hsTnT-Werte
von Probanden, die regelmallig Sport treiben (N = 82, Median = 4,90ng/L), unterschieden
sich nicht von den Werten der Probanden, die keinen Sport treiben (N = 37, Median =
4,96ng/L) (Mann-Whitney-U-Test: U = 1498,5; p = 0,92).

3.2.6 Einfluss der Korpermesswerte

Das hsTnT korreliert gering mit den Kérpermesswerten. Der Korrelationskoeffizient nach
Spearman betragt fur die Groe 0,139 (p = 0,009) und fur das Gewicht 0,116 (p = 0,03). Es
gibt keine Korrelation zwischen dem hsTnT und dem BMI (Korrelationskoeffizient nach

Spearman = 0,056; p = 0,30). Die Waist-Hip-Ratio korreliert nicht mit dem hsTnT bei einem
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Korrelationskoeffizienten von 0,183 (p = 0,22) fur Frauen und 0,160 (p = 0,26) fur Manner.
Die Abbildungen 26-28 stellt das hsTnT in Abhangigkeit der Kérpermesswerte dar.
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Abbildung 26: hsTnT in Abhangigkeit des BMI
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Abbildung 27: hsTnT in Abhangigkeit der Kérpergrolie
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Abbildung 28: hsTnT in Abhangigkeit des Koérpergewichts

FUr die Probanden mit Unter- und Normalgewicht (N = 304) liegt die die 99. Perzentile des
hsTnT bei 13,85ng/L (95%-KI 10,00-19,60ng/L). Bei den Probanden mit Ubergewicht oder
Adipositas (N = 242) betragt sie 11,35ng/L (95%-KI 8,51-14,49ng/L). Diese Unterschiede
sind nicht statistisch signifikant. Die Verteilung der hsTnT-Werte nach unter-

/normalgewichtigen, Ubergewichtigen und adipésen Probanden ist in Abbildung 29
dargestellt.
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Abbildung 29: Boxplot mit Verteilung der hs-TnT-Werte nach BMI (Legende: ° 1,5-3x IQR
ab 3. Quartile; * >3x IQR ab 3. Quartile)
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Im Kruskal-Wallis-Test zeigt sich ein signifikanter Unterschied in den hsTnT-Werten
zwischen den Subgruppen (Kruskal-Wallis H = 10,5; p = 0,005). Im anschlieRend
durchgefuhrten Post-hoc-Test (Dunn-Bonferroni-Test) hat sich gezeigt, dass nur die hsTnT-
Werte der unter-/normalgewichtigen Probanden sich signifikant von denen der adipdsen
unterschieden (z = -3,032; p = 0,002). Die hsTnT-Werte der unter-/normalgewichtigen und
ubergewichtigen und Ubergewichtigen und adipdsen Probanden unterscheiden sich nicht

signifikant.

3.2.7 Einfluss der Vitalparameter

Die Vitalparameter korrelieren mit dem hsTnT. Der Korrelationskoeffizient nach Spearman
liegt fur den Puls bei -0,251 (p = 0,001), fur den systolischen Blutdruck bei 0,176 (p = 0,001)
und fur den diastolischen Blutdruck bei 0,137 (p = 0,01). Die Verteilung des hsTnT in
Abhangigkeit zu den Vitalparametern ist in den Abbildungen 30-32 dargestelit.
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Abbildung 30: hsTnT in Abhangigkeit des systolischen Blutdrucks
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Abbildung 31: hsTnT in Abhangigkeit des diastolischen Blutdrucks
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Abbildung 32: hsTnT in Abhangigkeit der Pulsfrequenz

Der Ausschluss von 98 Probanden mit einem systolischen Blutdruck 2140mmHg oder einem
diastolischen Blutdruck 290mmHg fuhrte zu einer nicht signifikanten Absenkung der 99.
Perzentile von 12,53ng/L (95%-KI 9,62-16,35ng/L) auf 11,91ng/L (95%-KI 9,04-14,49ng/L).
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3.2.8 Einfluss von Laborparametern

3.2.8.1 Nierenretentionsparameter

Das Kreatinin der Probanden Kkorreliert mittelstark mit dem hsTnT. Der
Korrelationskoeffizient nach Spearman liegt bei 0,318 (p < 0,001). Die GFR korreliert nicht
signifikant mit dem hsTnT (Korrelationskoeffizient nach Spearman = -0,115; p = 0,16).

Abbildung 33 stellt die Verteilung des hsTnT im Verhaltnis zum Kreatinin und der GFR dar.
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Abbildung 33: hsTnT im Verhaltnis zu Kreatinin und GFR
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Flr 246 Probanden wurde die GFR berechnet. Die 99. Perzentile des hsTnT liegt fur diese
Probanden bei 14,24ng/L (Kl 11,06-18,00ng/L). Werden Probanden mit einer GFR von <
60ml/min/1,73m? von der Analyse ausgeschlossen, so liegt die Perzentile bei 14,24ng/l (N
= 245, Kl 11,05-18,00ng/L). Werden dartber hinaus auch Probanden mit einer GFR <
90ml/min/1,73m? ausgeschlossen, so liegt die 99. Perzentile bei 13,50ng/L (N = 146, KI
10,28-13,95ng/L). Die 99. Perzentile des hsTnT sinkt folglich nicht statistisch signifikant.

3.2.8.2 NT-proBNP

Das hsTnT und das NT-proBNP korrelieren nicht miteinander (Korrelationskoeffizient nach
Spearman 0,108; p = 0,19). Tabelle 9 zeigt, dass die 99. Perzentile des hsTnT absinkt, wenn
Probanden mit einem NT-proBNP Uber einem bestimmten Cutoff von der Berechnung

ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse sind nicht statistisch signifikant.

NT-proBNP inng/L | N 99. Perzentile 95%-KI
hsTnT in ng/L
alle 245 14,24 11,06-18,00
<250 243 14,25 11,16-18,00
<125 230 13,66 10,29-14,49
<100 208 13,86 9,21-14,49

Tabelle 9: Veranderung der 99. Perzentile des hsTnT bei Anwendung strengerer Cutoffs
des NT-proBNP

3.2.8.3 Glucose und HbA1c

Der HbA1c korreliert nicht mit dem hsTnT (Korrelationskoeffizient nach Spearman 0,153; p
= 0,31). Auch die Nuchtern-Glucose und der Glucose-Wert 2 Stunden nach dem oGTT
korrelieren nicht mit dem hsTnT (Korrelationskoeffizient nach Spearman 0,116 (p = 0,16)
bzw. 0,035 (p = 0,67).

Die 99. Perzentile des hsTnT aller Probanden, fur die der HbA1c bestimmt wurde, liegt bei
16,75ng/l (N = 124, 95%-KI 10,00-18,00ng/l). Bei diesen Probanden liegt der HbA1c <6,5%.
Die 99. Perzentile aller Probanden mit einem HbA1c <5,7% lasst sich aufgrund der zu
geringen Fallzahl nicht berechnen. Die Nuchtern-Glucose wurde fur alle Probanden der
NOKO-1 und -2 bestimmt. Deren 99. Perzentile fur das hsTnT liegt bei 14,24ng/L (N = 246,
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95%-Kl1 11,05-18,00ng/L). Nach Ausschluss von eines Probandens mit einem Nuchtern-
Glucose von 2126mg/dl sinkt die 99. Perzentile nicht ab (14,24ng/L, 95%-KI 11,00-
18,00ng/L). Auch der Ausschluss von 134 Probanden mit einer Nuchtern-Glucose 290mg/dl
senkt die 99. Perzentile nicht signifikant ab (13,95ng/L, 95%-KI 9,82-14,49ng/L).

3.2.8.4 Blutfette

Die TAG korrelieren mit einem Korrelationskoeffizienten nach Spearman von 0,204 mit dem
hsTnT (p = 0,01). Auch das LDL korreliert mit dem hsTnT (Korrelationskoeffizient nach
Spearman 0,209; p = 0,1). Die Verteilung der TAG- und LDL-Werte im Zusammenhang mit
dem hsTnT sind in Abbildung 34 dargestellt. Das TC und das HDL hingegen korrelieren
nicht signifikant mit dem hsTnT (Korrelationskoeffizient fur TC 0,114 (p = 0,16), fur HDL -
0,147 (p = 0,8).
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Abbildung 34: hsTnT im Verhaltnis zu TAG und LDL
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Von den 246 Probanden, fur die die Blutfettwerte erhoben wurden, haben 183 (74,4%)
Probanden eine Dyslipidamie (TAG =150mg/dl, TC =190mg/dl, HDL <40mg/dl, LDL
2115mg/dl). Die 99. Perzentile des hsTnT fur alle Probanden ohne Dyslipidamie kann

aufgrund der geringen Fallzahl nicht berechnet werden.

3.2.8.5 Weitere Laborparameter

In Tabelle 10 zeigt die Korrelation des hsTnT zu weiteren Laborparametern

Korrelation nach Spearman p-Wert
Kalium 0,072 0,38
Natrium 0,221 0,007*
CK 0,286 <0,001*
GOT 0,153 0,06
GPT 0,080 0,33
Gesamtbilirubin 0,225 0,006
Harnsaure 0,219 0,007*
Gesamtprotein 0,076 0,356
Erythrozyten 0,217 0,008*
Hamoglobin 0,188 0,02
Hamatokrit 0,259 0,001*
MCV 0,059 0,47
MCH -0,048 0,56
MCHC -0,175 0,03*
RDW 0,016 0,84
Hypochrome Erythrozyten 0,114 0,26
Leukozyten -0,048 0,56
Thrombozyten -0,157 0,06
MPO 0,051 0,47
PLGF 0,101 0,15
sFLT 0,252 <0,001*
GDF15 0,089 0,21

Tabelle 10: Korrelation zwischen verschiedenen Laborparametern und hsTnT (signfikante

Werte mit * markiert)
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3.2.8.6 Hochsensitives Troponin |

Das hsTnl korreliert stark mit dem hsTnT (Korrelationskoeffizient nach Spearman 0,417 (p
< 0,001)). Dies ist in Abbildung 35 dargestellt.
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Abbildung 35: hsTnl in Abhangigkeit zum hsTnT

3.2.9 Einfluss von Ergebnissen apparativer Untersuchungen

Die QRS-Zeit, PQ-Zeit und die EF korrelieren nicht signifikant mit dem hsTnT
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: QRS-Zeit: -0,062; p = 0,46, PQ-Zeit: 0,051; p =
0,54, LVEF: -0,185; p = 0,11).

In Abbildung 36 sind die hsTnT-Werte in Abhangigkeit vom Lagetyp dargestellt. Im Kruskal-

Wallis-Test unterscheiden sie sich nicht signifikant in ihren Rangen (Kruskal-Wallis H: 6,515;
p = 0,09).
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Abbildung 36: hsTnT in Abhangigkeit vom Lagetyp (N = 118) (Legende: ° 1,5-3x IQR ab 3.

Quartile; * >3x IQR ab 3. Quartile)

3.4 Charakteristika des von der Datenanalyse ausgeschlossenen Probanden

Ein Proband mit einem hsTnT von 31,72ng/l wurde nach der Modifikation des Dixon-Q-Tests
von Reed et al. [103] von der Datenanalyse ausgenommen. Der Proband der NOKO-1 ist
mannlich und 57 Jahre alt. Er ist 1775cm groR und wiegt 72kg (BMI 23,51kg/m?). Der
Blutdruck liegt bei 135/90mmHg und der Puls bei 59/min. Er gab an, regelmafig Sport aber
keinen Hochleistungssport zu treiben. Im Labor finden sich folgende Ergebnisse: NT-
proBNP 50ng/L, Kreatinin 0,64mg/dl, GFR nach MDRD 137ml/min/173m?, Nichtern-
Glucose 84mg/dl, Glucose 2h nach oGTT 103mg/dl, Natrium 141mmol/L, Kalium
3,83mmol/L, CK 88U/L, AST 21U/L, ALT 28U/L, Gesamtbilirubin 0,9mg/dl, Harnsaure
5,2mg/dl, TAG 57mg/dl, Gesamt-Cholesterol 235mg/dl, HDL 87mg/dl, LDL 137mg/dl,
Gesamtprotein 78,3g/L, Erythrozyten 4,7/pl, Hb 15g/dl, Hamatokrit 0,42L/L, MCV 90fl, MCH
32pg, MCHC 36g/dl, RDW 12,9%, hypochrome Erythrozyten 0%, Leukozyten 6,4/nl,
Thrombozyten 236/nl. Im EKG zeigt sich ein Sinusrhythmus, Steiltyp, PQ-Zeit 182ms, QRS-
Zeit 92ms ohne Rechtsschenkelblock. Die LVEF liegt bei 59%.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung und Bewertung

An der gesunden Referenzpopulation von 547 Probanden konnten folgende

Hauptaussagen Uber das hsTnT getroffen werden:

1. Die 99. Perzentile fur diese gesunde Referenzpopulation liegt bei 13ng/L (95%-KI 10-
16ng/L). Sie bestatigt den aulRerhalb der USA genutzten Referenzwert des Herstellers
von 14ng/L [77] aber nicht den der FDA von 19ng/L [78].

2. Frauen haben niedrigere Werte als Manner. Die 99. Perzentile flr Frauen liegt bei 9ng/L
(95%-KI 7-20ng/L) und fur Manner bei 14ng/L (11-18ng/L). Bei sich Uberschneidenden
Kl ist der Unterschied nicht signifikant.

3. Das Alter korreliert mittelstark mit dem hsTnT mit einem Korrelationskoeffizienten von
0,30. Die 99. Perzentile unterscheidet sich nicht zwischen zwei Alterssubpopulationen:
Sie liegt fur Probanden <45 Jahren bei 14ng/L (95%-KI 9-20ng/L) und fur Probanden
=45 Jahre bei 12ng/L (95%-KI 10-18ng/L).

4. Das Kreatinin korreliert mittelstark mit dem hsTnT (Korrelationskoeffizient 0,32). Alle
weiteren untersuchten Parameter korrelieren gering oder nicht mit dem hsTnT. Durch
die Anwendung strengerer Auswabhlkriterien senkt sich die 99. Perzentile der gesunden
Population nicht signifikant ab.

5. 27,3% der Probanden haben Werte Gber dem LOD von 5ng/L und 64,3% uber dem LOB
von 3ng/L. 43,1% der Manner und 11,4% der Frauen liegen Uber dem LOD.

6. Anforderungen an ein ,hochsensitives cTn-Assay“ sind ein CV von <10% an der 99.
Perzentile sowie messbare hsTn-Werte Uber dem LOD bei je 250% der gesunden
mannlichen und weiblichen Probanden [19,60,68]. Die 99. Perzentile von 9ng/L fur
Frauen liegt unterhalb des hsTnT-Werts mit einem CV von 10% und nur 27,3% der
Probanden weisen messbare hsTnT-Werten tuber dem LOD auf. Das in dieser Studie
verwendete hsTnT-Assay erflullt daher die Vorgaben eines hsTn-Assays formal nicht.
Mittlerweile ist eine verbesserte Version mit einem LOD von 3ng/L im Einsatz, die diese

Einschrankung nicht mehr aufweist.
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4.2. Vergleichbarkeit der Population und des Vorgehens

4.2.1 Auswahlkriterien fir die Referenzpopulation

Die gesunde Referenzpopulation dieser Arbeit besteht aus 547 Probanden und erfullt damit
die Empfehlung, 300 Probanden in die Bestimmung der 99. Perzentile und des
Konfidenzintervalls flir cTn einzubeziehen [19,68]. Sie setzt sich aus drei Subkohorten
zusammen. Bei den Probanden der BIC-1-Studie wurden die Ein- und Ausschlusskriterien
mittels Screeningbogen Uberprift. Eingeschlossen wurden volljahrige Charité-Mitarbeiter
ohne bekannte kardiale, nephrologische oder endokrinologische Vorerkrankungen. Fur die
Probanden des Normalkollektivs des Universitatsklinikums Heidelberg galten strengere
Ausschlusskriterien: Probanden mit bekannten kardiovaskularen, nephrologischen,
endokrinologischen, hepatologischen und aktiven onkologischen Erkrankungen sowie
Probanden mit regelmaRiger Medikamenteneinnahme und Nikotinabusus wurden von der
Studie ausgenommen. Laborchemisch wurden die Nierenfunktion (GFR) und das Vorliegen
von Anamie (Hb), Herzinsuffizienz (NT-proBNP) und Diabetes mellitus (Nuchtern-Glucose,
HbA1c) evaluiert. Zusatzlich erfolgte die Erhebung eines EKG-Befundes und bei einigen
Probanden die Durchfihrung einer Echokardiographie oder MRT.

Diese Unterschiede zwischen den Kohorten spiegeln die unterschiedlichen Auswabhlkriterien
fur gesunde Referenzpopulationen zur Bestimmung der 99. Perzentile von cTn in der
Literatur wider. Wahrend einige Autoren lediglich Fragebdgen einsetzten [62,82,92,94,97],
fuhrten andere umfangreiche laborchemische und bildgebende Untersuchungen zur
Identifizierung einzelner subklinisch erkrankter Probanden durch [84,85,89,91,93,95,101].
Einzelne Autoren beschrieben die Auswabhlkriterien ihrer Referenzpopulation nicht [5,94,98].
Nach den aktuellen Empfehlungen fir die Auswahl einer Referenzpopulation nach AACC
und IFCC soll eine umfangreiche Diagnostik inklusive anamnestischer (Vorerkrankungen,
Medikamenteneinnahme), laborchemischer (BNP/NT-proBNP, GFR, HbA1c) und
bildgebender Methoden zur Identifizierung subklinischer Erkrankungen erfolgen [68]. Diese
Empfehlungen basieren auf Studien, die gezeigt haben, dass sich mit zusatzlichen
diagnostischen Mallnahmen subklinisch Erkrankte identifizieren und die 99. Perzentile fur
das hsTn absenken lieRen [83,89,91,93,95,100,104]. Collinson et al. stellten eine
Absenkung von 20,0ng/L auf 14,4ng/L durch die Hinzunahme von Vital-, Laborparametern,

Lungenfunktionsuntersuchung und Bildgebung zu einem Screeningbogen fest [89]. Koerbin
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et al. konnten einen Abfall der 99. Perzentile fir das hsTnT von 42,2ng/L bei scheinbar
gesunden Probanden auf 19,6ng/L durch die Anwendung von Fragebogen,
Laborparametern und Echokardiographie feststellen [91]. Giannitsis et al. hingegen konnten
nur eine minimale Absenkung der 99. Perzentile fur hsTnT von 16,8ng/L auf 16,1ng/L durch
strengere Auswahlkriterien mit Hinzunahme der Ergebnisse von EKG, laborchemischen
Markern und Bildgebung zum Fragebogen nachweisen [84]. Passend hierzu wurden in
Referenzwertstudien immer ahnlich niedrige wie die nach umfangreicher Diagnostik
bestimmten Referenzwerte von 12,2-19ng/lI erhoben, wenn lediglich ein Fragebogen zur
Identifizierung kranker Individuen genutzt wurde [5,62,82,92,94,97,98]. Die Kriterien zur

Auswahl der gesunden Referenzpopulation sind noch nicht abschliel3end geklart.

4.2.2 Geschlecht

Die Geschlechter der Referenzpopulation dieser Arbeit sind nahezu gleichverteilt mit 49,8%
Frauen. Bei der Rekrutierung der BIC-1-Studie wurde auf eine Gleichverteilung der
Geschlechter geachtet, sodass hier genau 50% Frauen aufgenommen wurden. Insgesamt
wurden 274 Manner und 272 Frauen in die Datenauswertung eingeschlossen. Damit konnte
die Empfehlung, je 300 mannliche und 300 weibliche Probanden fur die Berechnung
geschlechtsspezifischer 99. Perzentilen in die Referenzpopulation aufzunehmen, nicht
erfullt werden [19,68]. Dennoch ist die Gleichverteilung der Geschlechter positiv
hervorzuheben, da Frauen niedrigere hsTn-Werte aufweisen als Manner [68,102,105] und
sich eine ungleiche Geschlechterverteilung daher auf die 99. Perzentile der
Gesamtpopulation auswirken kann. Bei einem Drittel der Studien zur 99. Perzentile des
hsTnT finden sich Unterschiede von >10% fur die Geschlechterverteilung in der
Referenzpopulation [85,88,89,93,94,97,98]. Der niedrigste Anteil an Frauen fand sich in der
Studie von Ungerer et al. [98] und der hdchste Anteil in der Studie von Hammarsten et al.
[90]. Die Geschlechterverteilung in den einzelnen Referenzwertstudien zum hsTnT ist in

Tabelle 1 dargestellt.

4.2.3 Alter

Das mediane Alter dieser Referenzpopulation liegt bei 44 Jahren mit einer breiten Spanne
von 19-74 Jahren und erflllt so die Empfehlung von AACC und IFCC, Probanden allen
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Alters in Studien zur Referenzwertbestimmung der cTn aufzunehmen [68]. Das mediane
Alter anderer Studienpopulationen zur Referenzwertbestimmung des hsTnT lag zwischen
35 und 72 Jahren [93,97]. Die Diskussion zum Alter und zur Altersverteilung der
Referenzpopulation ist noch nicht abgeschlossen. Apple et al. haben empfohlen, zwei
Gruppen von Probanden <30 Jahren und 230 Jahren einzuschlie3en, wobei das mediane
Alter der zweiten Gruppe bei 60-65 Jahren liegen sollte [67,106]. Die Probanden dieser
Referenzpopulation wurden in zwei ahnlich gro3e Gruppen <45 und 245 Jahren mit einem

medianen Alter von 35 und 53 Jahren aufgeteilt und evaluiert.

4.2.4 Praanalytische und analytische Faktoren

Das hsTnT wurde in allen drei Kohorten dieser Referenzpopulation aus Lithium-Heparin-
Plasma bestimmt. Laut Hersteller kann das hsTnT in Heparin-Plasma, EDTA und Serum
bestimmt werden, wobei Serum- und Plasmaproben nicht austauschbar sind [77]. Im
Gegensatz zu den ,contemporary cTnT-Assays, bei denen in Lithium-Heparin-Proben
niedrigere Werte als in Serum-Proben gemessen wurden [64], konnten Giannitsis et al. fur
das hsTnT-Assay gute Korrelationen flr Werte aus Serum und Lithium-Heparin und Serum
und EDTA zeigen [5]. Auch Michel et al. konnten keine Unterschiede zwischen der Messung
von hsTnT aus Lithium-Heparin zu Serum feststellen [107]. Fitzgerald et al. fanden nur
geringe Unterschiede zwischen Lithium-Heparin- und Serumproben [83]. In acht Studien zur
Referenzwertbestimmung des hsTnT wurde Serum und in sechs Plasma als Messmedium
verwendet. FUr vier Studien wurden mindestens zwei Messmedien verwendet und fur vier
Studien wurde das Messmedium nicht angegeben. Eine Ubersicht tiber die Messmedien
der verschiedenen Studien ist in Tabelle 11 dargestellt.

Die Proben des Normalkollektivs des Universitatsklinikums Heidelberg wurden direkt auf
dem Gerat cobas e 411 gemessen. Dieses Gerat wurde auch in sechs weiteren
Referenzwertstudien verwendet [5,82,83,87,91,95]. Die Proben der Probanden der BIC-1-
Studie wurden auf dem Gerat cobas e 801 gemessen, welches bisher in keiner weiteren
Referenzwertstudie verwendet wurde. Eine Ubersicht Giber die in den Studien verwendeten
Gerate ist in Tabelle 11 zu finden. Saenger et al. konnten keine Unterschiede zwischen den
hsTnT-Werten bei Verwendung von E170, Elecsys 2010, cobas e 601 und cobas e 411
feststellen [82]. Giannitsis et al. haben die 99. Perzentile ihrer Population mit dem cobas e
411 und e 601 erhoben und erhielten leicht hdhere Werte flur das cobas e 601 [84].
Fitzgerald et al. konnten geringe, nicht statistisch signifikante Unterschiede in der 99.
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Perzentile zwischen dem cobas e 411 und e 601 und der Assay-Version von 18 Minuten
und der STAT-Version feststellen [83]. Fir die grolkeren Gerate (cobas e 601, E170) und
fur die 18-Minuten-Version konnte eine hohere Prazision als fur die kleineren Gerate (cobas
€411 und Elecsys 2010) und die STAT-Version nachgewiesen werden [82,108].

Die Proben der BIC-1-Studie wurden nach der Entnahme zunachst flir héchstens eine
Woche bei -20°C und anschlie®end bei -70°C aufbewahrt und erst sieben Jahre spater
gemessen. In 17 weiteren Studien wurden die Proben vor der Messung bei meist -70°C bis
-80°C eingefroren. Eine Ubersicht ist in Tabelle 11 dargestellt. Gillis et al. konnten zeigen,
dass der Transport und das Einfrieren keinen Einfluss auf die Messwerte von hsTnT haben
[109].

Einfrieren Messmedium Messgerat
Mingels et al. [86] -80°C Serum Elecsys 2010
Giannitsis et al. [5] Keine Angabe Serum, Plasma Elecsys 2010, cobas e
411, cobas e 601
Koerbin et al. [87] -80°C Serum cobas e 411
Saenger et al. [82] Keine Angabe Keine Angabe Elecsys 2010, cobas e
601, cobas e 411
Chenevier-Gobeaux et al. [88] -40°C Lithium-Heparin cobas e 601
Collinson et al. [89] -70°C Keine Angabe Elecsys 2010
Hammarsten et al. [90] Keine Angabe Keine Angabe E170
Apple et al. [62] -70°C Lithium-Heparin cobas e 601
Koerbin et al. [91] -80°C Serum cobas e 411
Fan et al. [92] -80°C Serum Elecsys 2010
Gore et al. [93] -70°C Keine Angabe Elecsys 2010
Gaggin et al. [94] -80°C EDTA, Serum keine Angabe
Franzini et al. [95] -80°C Lithium-Heparin cobas e 411
Kimenai et al. [96] -80°C Serum cobas e 601
Mueller et al. [97] -80°C EDTA E170
Ungerer et al. [98] -80°C Serum cobas e 601
Ko et al. [99] -70°C Lithium-Heparin E170
Gunsolus et al. [100] -70°C Lithium-Heparin cobas e 602
Aw et al. [101] -70°C Serum cobas e 602
Zhang et al. [85] Kein Einfrieren Serum E170
Giannitsis et al. [84] -80°C Serum, Plasma cobas e 602
Fitzgerald et al. [83] -80°C Serum, Lithium- cobas e 411, cobas e 601
Heparin

Tabelle 11: Praanalytische und analytische Charakteristika in Referenzwertstudien
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4.2.5 Statistische Analyse

Die Auswahl der statistischen Methoden hat einen gro3en Einfluss auf die 99. Perzentile
von hsTn [80,81]. Fur die Berechnung der 99. Perzentile des hsTnT dieser gesunden
Referenzpopulation wurde wie von AACC und IFCC empfohlen die einseitige, nicht-
parametrische Methode verwendet [19,68]. Diese Methode wurde auch in 16 weiteren
Studien zur Referenzwertbestimmung des hsTnT angewendet [62,82-87,89-92,95—
98,100,101]. Fur sechs Studien wurde die statistische Methode nicht angegeben
[5,88,93,94,99]. Mdgliche Methoden neben der nicht-parametrischen sind der Harrell-Davis-
Schatzer mit ahnlichen Ergebnissen bei hoherem Rechenaufwand und robuste
Schatzverfahren, die eher fir symmetrisch verteilte Daten geeignet sind [67,80,81]. Fur die
99. Perzentile wurden in dieser Arbeit wie in den Studien von Hammarsten et al. [90], Gore
et al. [93], Franzini et al. [95], Kimenai et al. [96], Gunsolus et al. [100] und Fitzgerald et al.
[83] die 95%-KI berechnet. In anderen Studien wurden stattdessen die 90%-KI berechnet
[62,84,85,98,101]. Fur zehn Studien erfolgte keine Erhebung von Kl [5,82,86—
88,91,92,94,97,99].

Die Auswahl der Methode zur Outlier-Detektion wirkt sich besonders stark auf hsTn aus:
Hickman et al. konnten je nach Methode Unterschiede in der 99. Perzentile von Uber 200%
fur hsTnT und Uber 300% fur hsTnl feststellen [80]. Sie empfehlen die Anwendung der nicht-
parametrischen Methode nach Dixon und Reed. Parametrische Methoden oder die Methode
nach Tukey eignen sich hingegen nicht, da sie bei nicht normalverteilten Werten wie den
hsTn zu viele Probanden identifizieren [80,81]. In dieser Arbeit wurde die Methode nach
Reed et al. verwendet, mit der ein Proband der NOKO-1 identifiziert wurde. Dabei handelt
es sich um eine Modifikation des Dixon-Q-Tests [103]. Sie wurde auch in den Studien von
Apple et al. [62], Chenevier et al. [88], Kimenai et al. [96], Gunsolus et al. [100], Zhang et al.
[85] und Giannitsis et al. [84] verwendet. Mingels et al. [86] und Franzini et al. [95] nutzten
parametrische Methoden zur Identifizierung von Outliern (Mittelwert + 2 oder 3
Standardabweichungen). Die Methode nach Tukey wurde von Ko et al. [99], Franzini et al.
[95], Kimenai et al. [96] und Giannitsis et al. [84] angewandt. Mueller et al. [97], Aw et al.
[101] und Fitzgerald et al. [83] identifizierten keine Outlier, um sie von der Analyse
auszuschlielen. In elf Studien finden sich keine Angaben zur Outlier-ldentifikation
[5,82,87,89-94,98]. Die heterogene Auswahl der Methode zur Identifizierung von Outliern
kann zur hohen Variabilitat der in Studien erhobenen Referenzwerte des hsTnT beitragen.

Diese Annahme wird durch verschiedene Studien gestitzt, die verschiedene Methoden
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angewandt haben und unterschiedliche 99. Perzentilen fur dieselbe Population erhielten
[80,84,95,96].

Die 97,5. Perzentile wird weniger stark von einzelnen hohen Werten beeinflusst als die 99.
Perzentile. Sie wird als Referenzwert fur viele Laborparameter genutzt und wurde wiederholt
auch fur das cTn diskutiert [79,80,110]. Die 97,5. Perzentile wurde fir diese
Referenzpopulation und in den Studien von Mingels et al. [86], Hammarsten et al. [90],

Kimenai et al. [96], Mueller et al. [97], Ungerer et al. [98] und Giannitsis et al. [84] berechnet.

4.3. Vergleich der Ergebnisse

4.3.2 99. Perzentile der Gesamtpopulation

Die 99. Perzentile des hsTnT dieser gesunden Referenzpopulation mit 546 Probanden liegt
bei 13ng/L (95%-KIl 10-16ng/L). Sie bestatigt somit den vom Hersteller fur Deutschland und
die EU angegebenen Referenzwert von 14ng/L [77], stimmt aber nicht mit dem von der FDA
empfohlenen Wert von 19ng/L Uberein [111]. Die 99. Perzentilen von 17 Populationen der
Referenzwertstudien liegen im erhobenen Ki [5,62,82,84-87,89,92—-96,98—101]. In keiner
Studie fand sich ein niedrigerer Wert, aber in sechs Studien wurden héhere Werte von 17-
28ng/L festgestellt [83,88,90,91,93,94]. Die Ergebnisse der Studien zum Referenzwert des
hsTnT sind in Tabelle 1 dargestellt.

Das mediane Alter der Population dieser Arbeit betragt 44 Jahre und das der
Referenzwertstudien, deren Ergebnisse im Kl liegen, 37-58 Jahre [82,89,95]. Bei den
Populationen, in denen hohere 99. Perzentilen erhoben wurden, fiel mit Ausnahme der
Studien von Gaggin et al. [94] und Fitzgerald et al. [83] ein hdheres medianes Alter von 52-
72 Jahren auf [88,93]. Die alteste Referenzpopulation ist die Cardiovascular Health Study
(CHS)-Kohorte von Gore et al., die auch die hochste 99. Perzentile fur hsTnT aufwies [93].
In den Populationen dieser Studien fiel kein héherer Anteil mannlicher Probanden auf (50%
in dieser Arbeit, 35-65% in Studien mit Ergebnissen im Bereich des Kl [98,101], 23-51% in
Studien mit Ergebnissen Uber dem Kl [90,94]). Sowohl in Studien mit 99. Perzentilen im als
auch Uber dem KI wurden entweder ausschliellich Fragebdégen oder auch umfangreiche
Diagnostik bis hin zur Bildgebung durchgefuhrt. Die CHS-Kohorte von Gore et al. [93] mit
der hochsten 99. Perzentile von 28ng/L wurde ebenso wie die Population von Aw et al.

[101], die die niedrigste 99. Perzentile von 11,9ng/L aufwies, anamnestisch, laborchemisch
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und bildgebend auf subklinisch erkrankte Individuen gescreent. Dies zeigt sich auch in den
Subkohorten dieser Arbeit: Die 99. Perzentile fur BIC-1 liegt bei 9ng/L, fir NOKO-1 bei
14ng/L und fir NOKO-2 bei 16ng/L. Die NOKO-1 unterscheidet sich in ihren medianen
hsTnT signifikant von NOKO-2 und BIC-1. Das mediane Alter ist fur die BIC-1-Kohorte mit
39 Jahren am geringsten und fur die NOKO-2 mit 53 Jahren am hodchsten. Die
Geschlechterverteilung unterscheidet sich hingegen nicht. Obwohl die BIC-1-Kohorte die
niedrigste 99. Perzentile dieser Arbeit hat, wurden die Probanden lediglich mit einem
Fragebogen gescreent und es wurden nicht wie bei der NOKO-1 und -2 anamnestische,
laborchemische und apparative Methoden angewandt. Eine mdgliche Erklarung hierfur ist
neben dem Alter die Tatsache, dass es sich bei den Probanden der BIC-1-Studie um eine
arbeitende Population aus dem Gesundheitssektor mit einem moglicherweise geringen
Anteil subklinisch erkrankter Individuen handelt.

Gaggin et al. verglichen in ihrer Studie die hsTnT-Werte einer viethamesischen mit denen
einer US-amerikanischen Population. FiUr die viethamesische Population mit einem
medianen Alter von 41 Jahren ergab sich eine 99. Perzentile von 19ng/L. Die der US-
amerikanischen Population, die ebenfalls ein medianes Alter von 41 Jahren aufwies, lag bei
15ng/L. Trotzdem hatten die US-amerikanischen Probanden im Median hdhere hsTnT-
Werte als die vietnamesischen. Die hohere 99. Perzentile ist auf drei zusatzliche Probanden
der vietnamesischen Population zurtckzufuhren, die hsTnT-Werte Uber 14ng/L aufwiesen.
Dies zeigt die Storanfalligkeit der 99. Perzentile fur einzelne hohe Werte. Die Autoren gaben
keine Auskunft zur Anwendung von Methoden zur Identifizierung von Outliern [94].
Fitzgerald et al. erhoben die hsTnT-Werte fur 1301 mit einem Fragebogen auf Erkrankungen
gescreenten Probanden mit verschiedenen Messmedien (Plasma, Serum), Geraten (cobas
e 601 und e 411) und Assay-Versionen (STAT und 18 Minuten). So erhielten sie 10402
Messergebnisse, aus denen sie die 99. Perzentile von 19ng/L berechneten, die von der FDA
ubernommen wurde [78]. Nach Ausschluss von hamolytischen Proben und von Probanden
mit einer GFR <60ml/min/1,73m? und einem NT-proBNP >125ng/L senkte sich die 99.
Perzentile auf 17,6ng/L ab. Sie liegt aber immer noch Uber dem in dieser Arbeit erhobenen
Kl. Eine mogliche Ursache ist neben geographischen Unterschieden, dass die Autoren auf
die Identifizierung von Outliern verzichteten [83].

Die 97,5. Perzentile der Population dieser Arbeit liegt bei 9ng/L (95%-KI 9-11ng/L) und damit
deutlich unter dem aktuellen Referenzwert von 14ng/L. Die in funf weiteren Studien
bestimmten 97,5. Perzentilen lagen etwas hoher bei 11-14ng/L [86,90,98].
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Collinson et al. konnten bei einer multinationalen Umfrage feststellen, dass nur 50,3% der
befragten Labore den Referenzwert von 14ng/L flir das hsTnT verwenden. Die meisten
anderen URL lagen deutlich Uber den in Referenzwertstudien bestimmten 99. Perzentilen
bei 30ng/L, 50ng/L und 100ng/L [112]. Die héheren Cutoff-Werte sind unter anderem auf
Studien von Reichlin et al. [113] und Mueller et al. [114] zurickzuflhren, die fur einen Cutoff
von 52ng/L ein Rapid-Rule-In-Protokoll mit einer hohen Spezifitat von 97% bzw. 96% und
einem positiv pradiktiven Wert von 84% bzw. 77% evaluierten. Es erlitten jedoch auch
22,5% der Patienten in der Observationsgruppe mit einem hsTnT von 12-51ng/L einen AMI
[114]. Problematisch fiur die Diagnostik ist das Auftreten erhdhter hsTn-Werte bei weiteren
akuten oder chronischen Erkrankungen wie Herzrhythmusstérungen,
Lungenarterienembolie oder chronischer Niereninsuffizienz [42,46,47]. Die Verwendung
verschiedener Referenzwerte fuhrt zu einer inkonsistenten Diagnose des AMI mit
therapeutischen und 6konomischen Folgen und Auswirkung auf klinische Endpunkte in der
Forschung. Hohere Cutoff-Werte verbessern die Spezifitat auf Kosten der Sensitivitat und
sollten daher ausschlieRlich zum Rule-In in den fir sie getesteten Situationen angewandt
werden. Die Expertengruppe der ESC/ACC/AHA/WHF flr die Myokardinfarktdefinition halt
seit Uber 20 Jahren an der 99. Perzentile fest [1-4]. In der individuellen
Entscheidungsfindung sind neben dem absoluten Wert immer das klinische Gesamtbild aus
der Differenz Delta, Symptomatik und Ergebnissen weiterer Untersuchungen

einzubeziehen.

4.3.3 Geschlechtsspezifische Referenzwerte

In der vierten Version der Myokardinfarktdefinition von ESC/ACC/AHA/WHF und von der
AACC/IFCC werden geschlechtsspezifische URL fur hsTn-Assays empfohlen, da fur Frauen
niedrigere Werte nachgewiesen wurden als fur Manner [1,68]. Dies bestatigen auch die
Ergebnisse dieser Arbeit: Die 99. Perzentile fur die 272 Frauen liegt bei 9ng/L und flr die
274 Manner bei 14ng/L. Die 95%-KI von 7-20ng/L bzw. 11-18ng/L Uberschneiden sich,
wobei die Aussagekraft der Kl aufgrund der Probandenzahl <300 nicht ausreichend ist
[19,68]. Das groRe Kl der Frauen ist auf eine Probandin mit einem hsTnT-Wert von
19,67ng/L zuruckzufuhren. In den Medianen fand sich ein signifikanter Unterschied der
hsTnT-Werte von 3ng/L bei Frauen und 4,84ng/L bei Mannern (p < 0,001). Die in dieser
Arbeit erhobenen 99. Perzentilen bestatigen die aulerhalb der USA verwendeten
geschlechtsspezifischen Referenzwerte von Saenger et al. von 9ng/L fur Frauen und 16ng/L
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fur Manner [82]. In der Herstellerinformation findet sich noch keine Angabe zu
geschlechtsspezifischen URL [77]. Die FDA hingegen empfiehlt nach Fitzgerald et al. [83]
hohere Werte von 14ng/L fur Frauen und 22ng/L fur Manner [78].

Die 99. Perzentilen anderer Referenzwertstudien lagen mit 8-25ng/L fur Frauen und 13-
34ng/L fir Manner im oder uber dem in dieser Arbeit erhobenen Kl. Mit Ausnahme der
mannlichen Population von Apple et al. [62] handelt es sich bei den Studien mit
Referenzwerten tber dem Kl um dieselben, die auch fir die Gesamtperzentile hdhere Werte
erhoben haben [83,91,93,94]. Nur Koerbin et al. [91], Gaggin et al. (nur vietnamesische
Population) [94] und Franzini et al. [95] erhoben hoéhere 99. Perzentilen fir Frauen als fur
Manner. Die einzelnen Studienergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt.

Mogliche Ursachen fur die Geschlechtsunterschiede der hsTn-Werte sind die hohere
Herzmasse der Manner [115] sowie Unterschiede in der Pathophysiologie des AMI mit
einem hdheren Anteil von Plaqueerosionen und Typ 2-Infarkten bei Frauen [116].
Einheitliche Referenzwerte fur hsTn-Assays kénnen bei Mannern zu falsch-positiven und
bei Frauen zu falsch-negativen Ergebnissen mit therapeutischen und prognostischen
Konsequenzen fuhren. Die Kombination aus atypischen Symptomen und niedrigeren
Biomarkerwerten kdnnte also die weniger invasiven Therapiemallnahmen und die héhere
Mortalitat von Frauen bei einem AMI erklaren [117]. Dennoch ist der klinische Nutzen der
Anwendung geschlechtsspezifischer Referenzwerte nicht gesichert [105,118]. Eggers et al.
[119] und Mdlller-Hennessen et al. [120] haben bei ACS-Patientinnen nach Anwendung
geschlechtsspezifischer URL fur das hsTnT zwar einen Anstieg der AMI-Diagnosen um 8-
9% registriert. Dieser wirkte sich jedoch nicht auf die Prognose aus. Dieses Bedeutung
geschlechtsspezifischer Referenzwerte konnte fur hsTnl groRer sein als fur hsTnT, da die
Unterschiede zwischen Mannern und Frauen in der 99. Perzentile fur hsTnl grof3er sind
[84,102]. Ein weiteres Problem ist, dass bei Anwendung geschlechtsspezifischer
Referenzwerte fur das hsTnT der Wert fur Frauen mit 9ng/L unter dem Wert mit einem CV
von 10% (11-13ng/L [5,108]) liegt und damit nicht die Voraussetzung fur ein hochsensitives
Assay erfullen warde [1,60,68].

4.3.4 Altersspezifische Referenzwerte

Sowohl in der Gesamtpopulation als auch in gesunden Referenzpopulationen hat sich ein
Einfluss des Alters auf hsTn-Werte gezeigt [54,104,118]. Dieser scheint fur hsTnT groRer
zu sein als fur hsTnl [96]. Fitzgerald et al. stellten sogar einen groleren Effekt des Alters als
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des Geschlechts auf das hsTnT fest [83]. Collinson et al. haben eine Korrelation nach
Spearman von 0,44 fur das hsTnT mit dem Alter erhoben [89]. Auch in dieser Arbeit konnte
eine mittelstarke Korrelation zwischen hsTnT und dem Alter festgestellt werden
(Korrelationskoeffizient nach Spearman 0,30).

Obwohl die Fachgesellschaften aktuell keine altersspezifischen Referenzwerte fur hsTn-
Assays empfehlen [1,68], hat sich gezeigt, dass die 99. Perzentile des hsTnT flr altere
Subgruppen insbesondere bei Mannern Uber der fur jlingere liegt [84,85,87,90—
93,95,96,98]. Gore et al. stellten fest, dass flr >10% der Manner zwischen 65 und 74 Jahren
trotz Ausschluss einer kardiovaskularen Erkrankung das hsTnT Uber dem aktuellen
Referenzwert von 14ng/L lag. Sie schlugen deshalb einen héheren Cutoff von bis zu 31ng/L
fur Manner =250 und Frauen 265 Jahren vor [93]. Giannitsis et al. erhoben signifikant
unterschiedliche URL fur <55-Jahrige von 12,7ng/L und fur >55-Jahrige von 16,8ng/L [84].
Franzini et al. erhoben ahnliche, leicht hdhere Werte fur Probanden <65 Jahren von
13,3ng/L und 265 Jahren von 17,8ng/L [95]. Zur Bestimmung altersspezifischer 99.
Perzentilen in dieser Arbeit wurde die Gesamtpopulation in zwei ahnlich grolle
Subpopulationen mit Probanden im Alter von <45 Jahren und 245 Jahren aufgeteilt. Trotz
der Korrelation zwischen hsTnT und Alter zeigt sich flr die Subpopulationen kein deutlicher
Unterschied in der 99. Perzentile (13,97ng/L vs. 12,48ng/L). Eine mogliche Erklarung ist,
dass beide Populationen ein relativ niedriges medianes Alter von 35 und 53 Jahren
aufweisen. Hammarsten et al. konnten zwar einen deutlichen Anstieg des hsTnT feststellen,
aber erst ab einem Alter von 60 Jahren [90]. Dies zeigte sich auch in der Studie von Kimenai
et al., wobei der Effekt nach Ausschluss von Outliern mit der Methode nach Reed et al. [103]
vor allem bei den Frauen deutlich abnahm [96].

Mégliche Ursachen fur die héheren hsTn-Werte bei Alteren auch nach Ausschluss
subklinischer Erkrankungen mittels umfangreicher Diagnostik sind die vermehrte cTn-
Freisetzung aus Kardiomyozyten sowie ein verminderter Zellturnover beispielsweise bei
verringerter Nierenfunktion [121].

In der AMI-Diagnostik zeigt sich ein Vorteil durch die Anwendung altersspezifischer
Referenzwerte: Reiter et al. bestimmten flr 51% der >70-jahrigen Notaufnahme-Patienten
ohne AMI, die sich aber mit AMI-typischen Symptomen vorstellten, hsTnT-Werte Gber dem
Referenzwert von 14ng/L. Sie empfehlen daher fur diese Altersgruppe einen mittels
Receiver Operating Characteristic (ROC)-Analyse errechneten Cutoff von 54ng/L [122].

Muller-Hennessen et al. konnten in einer Subanalyse der TRAPID-AMI-Studie zeigen, dass

72



die Anwendung eines URL von 28ng/L fur 265-Jahrige die Diagnose AMI um >10% senkte
und zugleich die Prognosevorhersage verbesserte (106).

Obwohl es Hinweise auf Altersunterschiede in den hsTn-Werten und einen klinischen
Nutzen von altersspezifischen Referenzwerten gibt, sprechen sich AACC und IFCC gegen
die Anwendung derselben aus [68]. Die verschiedenen Altersgrenzen in den
Referenzwertstudien erschweren die Auswahl des passenden Cutoffs fur das hsTnT und
auch der geeigneten Subgruppen. Zudem sind mindestens vier verschiedene
Referenzwerte nach Alter und nach Geschlecht nicht praktikabel und kdnnen zu Verwirrung
in der klinischen Anwendung fuhren. Dennoch sollte die Einfuhrung altersspezifischer
Referenzwerte erneut diskutiert und die Empfehlung gegebenenfalls angepasst werden. Die
individuelle Entscheidung liegt beim behandelnden Arzt, der sich der Problematik des

Einflusses von Geschlecht und Alter auf hsTn-Assays bewusst sein sollte.

4.3.5 Detektierbare und messbare hochsensitive Troponin T-Werte

In den letzten Jahren kamen vermehrt Zweifel auf, ob das hsTnT die Kriterien fir ein
hochsensitives Assay erfullt [67,100,106,123]. Die Bezeichnung ,hochsensitives cTn-
Assay“ erfordert einen CV £10% an der 99. Perzentile sowie messbare hsTn-Werte Uber
dem LOD bei 250% der gesunden Referenzpopulation [19,60]. Nach den neuen
Empfehlungen von AACC und IFCC von 2018 sollte dies sowohl fur mannliche als auch
weibliche Probanden zutreffen [68]. Giannitsis et al. fanden in der ersten Studie zur
analytischen Validierung des hsTnT eine 99. Perzentile von 13,5ng/L, einen CV von 10%
bei 13ng/L fur das Elecsys 2010, ein LOB von 3ng/L und ein LOD von 5ng/L. Die Zahl der
Probanden mit einem hsTnT-Wert Uber dem LOD wurde nicht angegeben [5]. Saenger et
al. erhoben ebenfalls ein LOB von 3ng/L und ein LOD von 5ng/L und konnten nur bei 32%
der Probanden Werte Uber dem LOD erheben. Mit Ausnahme von einem der acht Standorte
der Multicenter-Studie fand sich immer ein CV <10% an der 99. Perzentile [82]. In dieser
sowie in den meisten anderen Studien waren bei weniger als 50% der Probanden hsTnT-
Werte Uber dem LOD nachweisbar [62,87,88,93,94,96,98—100]. Nur Gore et al. konnten fur
die CHS-Kohorte ihrer Studie bei 52,3% der gesunden Probanden messbare hsTnT-Werte
feststellen [93]. In dieser Arbeit fand sich nur bei 27,3% der Probanden ein Wert GUber dem
LOD von 5ng/L. 43,1% der Manner und 11,4% der Frauen wiesen messbare hsTnT-Werte

auf. Damit erfullt das hsTnT nicht die Kriterien fur ein hochsensitives Assay. Zudem liegt
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zwar die erhobene 99. Perzentile von 13ng/L im Bereich des CV von 10%, die fur Frauen
mit 9ng/L liegt aber darunter.

Fitzgerald et al. untersuchten in einer von 2019 veroffentlichten Studie das LOB und das
LOD fur zwei verschiedene Gerate: FlUr das cobas e 411 erhielten sie analog zu friheren
Studienergebnissen ein LOB von 3ng/L und ein LOD von 5ng/L. Fur das cobas e 601 und e
602 hingegen bestimmten sie ein LOB von 2,5ng/L und ein LOD von 3ng/L. Der hsTnT-Wert
mit einem CV von 10% lag bei 11ng/L [108]. Giannitsis et al. wiesen mit diesen neuen
Malen mit dem cobas 602 bei 88,4% der Probanden (81,4% der Frauen, 96,5% der
Manner) hsTnT-Werte Uber dem LOD von 3ng/L nach. Fur das cobas e 411 konnten sie
hingegen nur bei 43% der Probanden (36,8% der Frauen, 50,2% der Manner) Werte Uber
dem LOD von 5ng/L messen [84]. Fitzgerald et al. mal3en ebenfalls fir das cobas e 601 bei
55,1% und fur cobas e 411 bei 35,0% ihrer Probanden hsTnT-Werte Uber 3ng/L [83].
Gunsolus et al. hingegen konnten mit dem cobas e 602 nur bei 44,5% der Probanden (65%
der Manner, 21% der Frauen) hsTnT-Werte Uber dem LOD erheben [100]. Chenevier-
Gobeaux et al. [88] und Ungerer et al. [98] haben in ihren Studien das cobas e 601
verwendet und konnten nur bei 38,0% bzw. 44,1% der Probanden Werte Uber 3ng/L
feststellen.

Ob das hsTnT die Kriterien fur ein hochsensitives Assay erfullt, hangt vom Messgerat ab.
Mit dem fur NOKO-1 und -2 verwendeten cobas e 411 kann es nicht als hochsensitives
Assay eingestuft werden, da bei <50% gesunder Probanden Werte tUber dem LOD von
5ng/L erhoben wurden. Zu dem fur die BIC-1-Kohorte verwendeten Gerat cobas e 801 gibt
es bisher keine Informationen. Zu cobas e 601 und e 602 hingegen finden sich
widerspruchliche Studienergebnisse [83,84,88,98,100].

Obwohl nicht sicher festzustellen ist, ob es sich nach aktuellen Kriterien beim hsTnT um ein
hochsensitives Assay handelt, sind schon niedrige, detektierbare Werte Gber dem LOB von
3ng/L mit einer héheren Mortalitat in der Gesamtbevolkerung assoziiert [53,54]. Die
Bedeutung und klinische Anwendung von hsTn-Assays in der Risikostratifizierung sind
derzeit noch unklar [124]. Es fehlen auferdem Richtlinien fur die erforderliche Prazision im

Messbereich unter der 99. Perzentile [68].
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4.4 Einflussfaktoren auf hochsensitive Troponin T-Werte

4.4.1 Kérpermesswerte

Der BMI ist bei den Teilnehmern der Artherosclerosis Risk in Communities (ARIC)-Studie
ohne kardiovaskulare Vorerkrankungen auch nach Ausschluss weiterer kardiovaskularer
Risikofaktoren positiv mit dem hsTnT assoziiert [125]. Eine mogliche Ursache ist der
konzentrische Umbau des Myokards mit erhohter linksventrikularer Masse bei
zunehmendem BMI und Waist-to-Hip-Ratio [126].

Fir die gesunden Probanden dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass der BMI und die Waist-to-
Hip-Ratio nicht mit dem hsTnT korrelieren. Die 99. Perzentile der Gbergewichtigen/adipésen
Probanden liegt geringfligig unter der fur unter-/normalgewichtige Probanden (11ng/L vs.
14ng/L), wobei dieser Unterschied nicht statistisch signifikant ist. Der Median des hsTnT
adipéser Probanden liegt aber signifikant Uber dem unter-/normalgewichtiger und
ubergewichtiger Probanden. Auch Fitzgerald et al. konnten keinen Unterschied an der 99.
Perzentile zwischen normalgewichtigen und ubergewichtigen Probanden zeigen. Fur die
sehr kleine Gruppe adipdser Probanden stieg die 99. Perzentile um etwa 6ng/L an [83].
Zhang et al. konnten durch den Ausschluss von Probanden mit einem BMI 225kg/m? eine
nicht signifikante Absenkung der 99. Perzentile um 1ng/L feststellen [85]. Obwohl der BMI
in dieser Arbeit nicht mit dem hsTnT korreliert, gibt es Hinweise fur hohere hsTnT-Werte bei
Individuen mit einem BMI 235kg/m?. Dies sollte in Zukunft weiter evaluiert werden, da die
geringe Zahl gesunder adipdser Probanden in den meisten Studien aktuell keine weiteren
Schlussfolgerungen erlaubt. Die mittelstarken Korrelationen fur GroRe und Gewicht

entstehen maoglicherweise durch den Einfluss des Geschlechts auf das hsTnT.

4 4.2 Anamnestische Daten

Die hsTnT-Werte von Rauchern und Nichtrauchern unterscheiden sich nicht signifikant.
Durch den Ausschluss der rauchenden Probanden lie3 sich die 99. Perzentile nicht
absenken. Dies bestatigt die Ergebnisse von Aw et al., die fur ihre gesunden Probanden
keine Assoziation zwischen dem Raucherstatus und dem hsTnT und hsTnl zeigen konnten

[101]. Auch in der Gesamtbevolkerung konnten fur Raucher keine hdheren hsTnT-Werte
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nachgewiesen werden als fur Nichtraucher [53,54]. Nur Krintus et al. stellten fest, dass das
hsTnl mit der Raucheranamnese assoziiert ist [104].

Auch der Alkoholkonsum und die Familienanamnese hatten keine Auswirkung auf das
hsTnT und dessen 99. Perzentile. Hierzu lie3en sich in der wissenschaftlichen Literatur
bisher keine Informationen finden.

Die Sportanamnese wirkt sich in dieser Arbeit ebenfalls nicht auf die hsTnT-Werte und deren
99. Perzentile aus. Es hat sich aber gezeigt, dass exzessiver Sport wie ein Marathonlauf
aber auch kurzere, intensive Sporteinheiten zu cTn-Erhéhungen fuhren kdnnen. Die
hdchsten cTn-Werte fanden sich 2-6 Stunden nach der Belastung und nach spatestens 48
Stunden kam es zur Normalisierung der Werte [127]. Die Aufnahme von gesunden Sportlern
in die Referenzpopulation kann daher je nach zeitlichem Abstand zur letzten Sporteinheit
die 99. Perzentile von cTn-Assays beeinflussen.

In dieser Arbeit zeigt sich kein Einfluss des Nikotin- und Alkoholkonsum oder der Familien-
und Sportanamnese auf das hsTnT. Fur einen UbermafRiger Alkoholkonsum von >3
Getranken pro Tag oder sportliche Aktivitat vor der Blutentnahme kann ein Einfluss auf das

Bestimmung der 99. Perzentile cTn-Assays nicht ausgeschlossen werden.

4.4.3 Vitalparameter

Arterielle Hypertonie geht in der Gesamtbevolkerung mit hdheren hsTnT-Werten einher
[53,54]. In vielen Referenzwertstudien wird das Vorliegen einer arteriellen Hypertonie als
Vorerkrankung mittels Fragebogen evaluiert [62,82—-85,87,89,91,92,97,100]. Aw et al.
konnten durch Ausschluss von Probanden mit bekannter arterieller Hypertonie die 99.
Perzentile des hsTnT ihrer im kardialen MRT unauffalligen gesunden Probanden von
15,2ng/L auf 13,7ng/L senken [101]. Auch fur die Probanden aller drei Kohorten dieser
Arbeit wurde das Vorliegen einer arteriellen Hypertonie mittels Fragebogen erhoben.
Zusatzlich wurden der systolische und diastolische Blutdruck sowie der Puls bestimmt. Das
hsTnT korreliert gering negativ mit dem Puls und gering positiv mit dem systolischen und
diastolischen Blutdruck. Auch Aw et al. konnten eine Assoziation zwischen systolischem
Blutdruck und hsTnT feststellen [101]. Durch den Ausschluss von Probanden mit einem
systolischen Blutdruck von 2140mmHg oder diastolischen Blutdruck 290mmHg zusatzlich
zur Anwendung eines Fragebogens konnte die 99. Perzentile des hsTnT in anderen Studien
um 1ng/L bzw. 2ng/L abgesenkt werden [85,89]. In dieser Arbeit fihrt die Anwendung dieser
Kriterien ebenfalls zu einer nicht signifikanten Absenkung der 99. Perzentile von 13ng/L auf
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12ng/L. Das Messen des Blutdrucks neben Anwendung eines Fragebogens kann zusatzlich
subklinisch vorerkrankte Probanden identifizieren und als einfache, kostenglnstige

Screeningmethode bei Referenzwertstudien angewandt werden.

4.4 4 Laborparameter

AACC und IFCC empfehlen die Bestimmung von GFR, NT-proBNP oder BNP und HbA1c
zusatzlich zur Nutzung eines Fragebogens zum Ausschluss subklinisch erkrankter
Probanden [68]. In dieser Arbeit wurden diese drei und weitere Laborparameter auf ihren
Einfluss auf das hsTnT und dessen 99. Perzentile fur die Probanden der NOKO-1 und -2
hin untersucht.

Eine Niereninsuffizienz kann durch kardiale Schadigung oder verminderte Clearance zu
erhdhten cTn-Werten flihren [50,128]. Sie hat einen groReren Einfluss auf das hsTnT als
auf das hsTnl [50,89,101]. AACC und IFCC empfehlen zur Rekrutierung gesunder
Probanden fiir die GFR einen Cutoff von 60ml/min/1,73m? oder 90ml/min/1,73m?. Sie
praferieren den niedrigeren Cutoff, da ein Wert von 90ml/min/1,73m? den Einschluss alterer
Probanden erschwert [68]. Collinson et al. stellten fest, dass der Ausschluss von Probanden
mit einer GFR <60ml/min/1,73m? zusétzlich zu einem Screening mit Fragebogen zur
Absenkung der 99. Perzentile des hsTnT von 20ng/L auf 14,4ng/L fuhrt [89]. Fur die
Probanden der NOKO-1 und -2 galt ein Kreatinin von >1,3mg/dl| als Ausschlusskriterium. In
dieser Arbeit korreliert die GFR der gesunden Probanden nicht mit dem hsTnT. Nur ein
Proband weist eine GFR von <60ml/min/1,73m? auf. Dessen Ausschluss fiihrt nicht zu einer
Absenkung der 99. Perzentile. Auch ein Cutoff von 90ml/min/1,73m? senkt die 99. Perzentile
in dieser Population nicht ab. Dies widerspricht den Ergebnissen von Aw et al., die bei ihren
Probanden mit unauffalligem kardialem MRT und einer GFR 260ml/min/1,73m? eine
signifikante Absenkung von 15ng/L auf 12ng/L erreichten [101]. Insbesondere eine niedrige
GFR von <60ml/min/1,73m? hat einen Einfluss auf das hsTnT [50,89]. Sie ist daher ein
geeigneter Biomarker zur ldentifizierung subklinisch vorerkrankter Probanden. Nach den
Ergebnissen dieser Arbeit fiihrt ein strengerer Cutoff von 90ml/min/1,73m? trotz des
Ausschlusses weiterer Probanden nicht zu einer Absenkung der 99. Perzentile des hsTnT.
Das NT-proBNP als Marker fur hAmodynamischen Stress ist in der Gesamtbevolkerung und
in Patienten mit Herzinsuffizienz mit dem hsTnT assoziiert [49,53,54]. AACC und IFCC
empfehlen flr die Rekrutierung einer gesunden Referenzpopulation altersspezifische
Cutoffs von 125ng/L fur <75-Jahrige und 450ng/L flr =75-Jahrige [68]. In anderen
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Referenzwertstudien wird haufig ein Gesamtcutoff von 125ng/L verwendet [83,96,100,101].
Collinson et al. konnten durch den Ausschluss von Probanden mit einem NTproBNP
<100ng/L die 99. Perzentile des hsTnT im Vergleich zu einem Cutoff von 250ng/L um 1ng/L
absenken [89]. Fir NOKO-1 und -2 galt ein NT-proBNP >450ng/L als Ausschlusskriterium.
In dieser Arbeit fuhrt die Anwendung der strengeren Cutoffs zu einer nicht signifikanten
Absenkung der 99. Perzentile des hsTnT um weniger als 1ng/L. Strengere Cutoffs
erscheinen nicht notwendig.

Zum Ausschluss von Probanden mit unerkanntem Diabetes mellitus sollte die Bestimmung
von Nuchtern-Glucose oder HbA1c erfolgen [79]. AACC und IFCC empfehlen fir den HbA1c
einen Cutoff von 6,5%. Auch 5,7% wird als Cutoff diskutiert [68]. Flur die Probanden der
NOKO-1 und -2 galt ein HbA1c 26,5% als Ausschlusskriterium. Bei einem Cutoff von 5,7%
war die Berechnung der 99. Perzentile aufgrund der geringen Probandenzahl nicht mehr
moglich. Bisher wurde nur in vier Referenzwertstudien fur die gesunden Probanden das
HbA1c bestimmt: Dabei wurden 6% [99] und 6,5% [84,100] als Cutoffs verwendet. Fir eine
Studie wurde der angewendete Cutoff nicht angegeben [87]. In weiteren Studien wurde statt
dem HbA1c die Nichtern-Glucose bestimmt [85,89,91,95]. Die Cutoffs variierten dabei von
90mg/dl bis 126mg/dl [85,91,95]. Der Ausschluss von Probanden mit einem Nuchtern-
Glucose von 126mg/dl und 90mg/dI flhrte in dieser Arbeit nicht zu einer Absenkung der 99.
Perzentile. In der Literatur werden verschiedene Cutoff-Werte fur HbA1c und Nuchtern-
Glucose verwendet. Diese Arbeit bestatigt den von IFCC und AACC empfohlen Cutoff von
6,5% fur HbA1c.

AACC und IFCC geben aktuell keine Empfehlung zur Bestimmung der Blutfette zur
Identifizierung subklinisch erkrankter Probanden [68]. Krintus et al. stellten in ihrer gesunden
Referenzpopulation bei 66% der Probanden eine Dyslipidamie fest und erhoben geringe bis
mittelstarke Korrelationen fur das hsTnl mit TAG, TC, HDL und LDL [104]. In dieser Arbeit
ist das hsTnT gering mit den TAG und dem LDL korreliert. Zhang et al. erreichten durch den
zusatzlichen Ausschluss von Probanden mit Dyslipidamie (26% der gesunden Population)
eine nicht signifikante Absenkung der 99. Perzentile des hsTnT um 2ng/L [85]. In dieser
Arbeit weisen 74% der Probanden der NOKO-1 und -2 eine Dyslipidamie auf. Nach
Ausschluss dieser Probanden ist die Berechnung der 99. Perzentile aufgrund der geringen
Anzahl verbleibender Probanden nicht mehr moglich. Der Ausschluss einer Dyslipidamie
zur Bestimmung der 99. Perzentile des hsTnT an einer gesunden Referenzpopulation fuhrt
zu einem Ubermaldigen Ausschluss von Probanden und kann daher nicht empfohlen

werden.
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4.4.5 Apparative Untersuchungen

Das EKG wird in verschiedenen Referenzwertstudien zur Identifizierung von Probanden mit
Myokardhypertrophie oder Herzrhythmusstorungen eingesetzt [84,85,89,93,95,96]. In der
Gesamtbevdlkerung ist eine im EKG nachgewiesene linksventrikulare Hypertrophie mit
hoheren hsTnT-Werten assoziiert [53]. Bei den Probanden der NOKO-1 dieser Arbeit wurde
ein  12-Kanal-EKG durchgefuhrt. Probanden mit ST-Strecken-Veranderungen,
atrioventrikularem Blockbild, Linksschenkelblock und Vorhofflimmern wurden von der Studie
ausgeschlossen. Die QRS- und PQ-Zeit korrelieren nicht mit dem hsTnT. Auch der Lagetyp
wirkt sich nicht signifikant auf die hsTnT-Werte aus. In einer Studie von Collinson et al. hat
sich gezeigt, dass die Hinzunahme des EKG-Befunds in einer mit einem Fragebogen
gescreenten Population die 99. Perzentile des hsTnT nicht zusatzlich absenken kann [89].
Das EKG eignet sich nicht als alleinige apparative Untersuchungsmethode zum Ausschluss
subklinisch erkrankter Probanden.

FiUr Patienten zeigt sich eine Assoziation zwischen hsTnT und LVEF [129]. Collinson et al.
konnten eine Absenkung der 99. Perzentile von 20ng/L auf 17,3ng/L durch den zusatzlichen
Ausschluss von Probanden mit einer LVEF >50% im Vergleich zu einem Fragebogen zeigen
[89]. Bei 157 Probanden der NOKO-1 und -2 wurde eine Stress-Echokardiographie oder ein
Kardio-MRT durchgefuhrt. Die LVEF dieser gesunden Probanden korreliert nicht mit dem
hsTnT. Auch Aw et al. konnten keine Assoziation fur das hsTnl oder hsTnT mit der im
kardialen MRT-bestimmten LVEF in ihrer Referenzpopulation detektieren. Es zeigte sich
aber eine signifikante Assoziation mit der linksventrikularen Masse und dem links- und
rechtsventrikularen Volumen [101]. Franzini et al. stellten ebenfalls eine geringe positive
Korrelation zwischen hsTnT und linksventrikularer Masse in der Kkardialen
Computertomographie (CT) fest [95]. AACC und IFCC empfehlen trotz des hohen
Kostenaufwands bildgebende Verfahren zum Ausschluss subklinisch erkrankter Probanden
[68]. Dafir kommen Echokardiographie, MRT und CT infrage. Aktuell gibt es weder
Empfehlungen fur die Auswahl der Untersuchungsmethode noch flr geeignete Kriterien
zum Ausschluss von Probanden. Neben der LVEF sollten kardiale Hypertrophie und

Herzklappenerkrankungen diskutiert werden.
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4.5 Limitationen

Als erste Limitation dieser Arbeit ist die PopulationsgrofRe zu nennen. Die Probandenzahl
von 547 reicht zur Bestimmung der 99. Perzentile mit Kl fur die Gesamtpopulation aus, aber
nach Einteilung in zwei Subgruppen konnte die Anzahl von mindestens 300 Probanden zur
Berechnung der Kl der 99. Perzentile mit ausreichender statistischer Sicherheit nicht mehr
erreicht werden. Die StichprobengrofRe ist aber ausreichend fur die Erhebung der 99.
Perzentile, den Vergleich der hsTnT-Werte in verschiedenen Subgruppen und zur
Darstellung von Korrelationen. Positiv hervorzuheben sind die breite Altersspanne und die
gleiche Geschlechterverteilung in der Population. Die Rekrutierung der Probanden erfolgte
in zwei Studiencentern innerhalb Deutschlands. Daher kdnnen diese Ergebnisse nicht
vorbehaltlos auf andere geographische Regionen und Populationen anderer Ethnizitaten
ubertragen werden. Sie geben aber Auskunft Uber hsTnT-Werte von Personen im
westeuropaischen Raum.

Eine weitere Limitation ist die Zusammensetzung der Population aus drei Subpopulationen
(BIC-1, NOKO-1, -2). Wahrend fur NOKO-1 und -2 strenge Ein- und Ausschlusskriterien mit
mehreren, teils aufwendigen Untersuchungsmethoden Uberpruft wurden, wurde die BIC-1-
Kohorte lediglich mittels Fragebogen gescreent. Da die hsTnT-Werte der BIC-1-Probanden
unter denen der Probanden der NOKO-1 und -2 liegen, ist der vermehrte Einschluss
subklinisch erkrankter Probanden unwahrscheinlich. Problematisch ist ferner, dass fur die
verschiedenen Subpopulationen unterschiedliche Parameter erhoben wurden. So sind fur
die BIC-1-Probanden vor allem anamnestische Informationen verfigbar, wahrend fur die
Probanden der NOKO-1 und -2 Laborergebnisse und Befunde der kardiologischen
Funktionsdiagnostik ausgewertet wurden. Wichtige Informationen wie Alter und Geschlecht
und auch Vitalparameter standen fur alle Probanden zur Verfligung. Die Variabilitat der
Parameter ermdglichte zudem die Auswertung vieler Einflussfaktoren auf das hsTnT, auch
wenn diese Informationen nicht flr die gesamte Population dieser Arbeit erhoben wurden.
In der Ergebnisdarstellung wurde stets beachtet, Informationen in gultigen Prozenten
anzugeben. Ein weiterer Kritikpunkt ist, dass die Proben der Subpopulationen auf
verschiedenen Geraten gemessen wurden. Dies erschwert insbesondere die Interpretation
der detektierbaren und messbaren hsTnT-Werte, da sich diesbezlglich Unterschiede
zwischen den Geraten zeigen. Es gibt bisher noch keine Informationen zum cobas e 801,
auf dem die Proben der BIC-1-Probanden gemessen wurden. Positiv zu erwahnen ist die

Verwendung von Lithium-Heparin-Plasma als einheitliches Messmedium.
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Als letzte Limitation ist zu nennen, dass in dieser Arbeit als statistische Methoden lediglich
univariate Korrelationen, aber keine multivariaten Regressionsmodelle gerechnet wurden.
Die Kausalitat der erhobenen Korrelationen ist daher nur eingeschrankt beurteilbar. Die
Fachgesellschaften empfehlen zur Berechnung von Referenzwerten des hsTnT
ausdrucklich die Anwendung nicht-parametrischer Methoden, da cTn-Werte nicht
normalverteilt sind. Zur Entwicklung eines Regressionsmodells hatten die Daten fur eine
annahernde Normalverteilung umgewandelt werden mussen, was wiederum zu
eingeschrankter Beurteilbarkeit gefuhrt hatte. Diese Arbeit erfullt die statistischen
Empfehlungen von AACC und IFCC.

4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Das hsTnT ist bereits seit mehr als 10 Jahren als laborchemischer Marker fur myokardiale
Zellschadigung in der Akutdiagnostik etabliert. Daruber hinaus gibt es erste Hinweise fur
einen Nutzen als prognostischen Marker in der Routinediagnostik. Dabei erfullt das hsTnT-
Assay formal nicht die Anforderungen an ein hochsensitives Assay, da <50% der gesunden
Probanden sowohl in der Gesamtauswertung als auch nach Genderstratifizierung keine
messbaren hsTnT-Werte Uber dem LOD aufweisen. Der Referenzwert des hsTnT ist noch
immer Gegenstand der wissenschaftlichen Debatte. Diese Arbeit bestatigt den auRerhalb
der USA genutzten Wert des Herstellers von 14ng/L, nicht aber den der FDA von 19ng/L.
Es zeigte sich ein Einfluss von Geschlecht und Alter auf das hsTnT, wobei nur bei Aufteilung
nach Geschlecht unterschiedliche 99. Perzentilen erhoben werden konnten. Der klinische
Nutzen subgruppenspezifischer Referenzwerte ist noch unklar und muss an Patienten im
klinischen Setting evaluiert werden. In dieser Arbeit erscheint ein Fragebogen als
Screeningmethode zur Identifizierung subklinisch erkrankter Probanden bei einer jungeren
Population durchaus als ausreichend. Fur altere Probanden hingegen sind laborchemische
und bildgebende Untersuchungen trotz des hohen Kostenaufwands indiziert. Der
Ausschluss weiterer Probanden durch Anwendung strengerer Kriterien fuhrte nicht zu einer
signifikanten Absenkung der 99. Perzentile. Es zeigten sich aber Hinweise auf einen
Einfluss von BMI-Werten 235kg/m? und Blutdruck-Werten 2140/90mmHg, die in Zukunft
weiter evaluiert werden sollten. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit missen die Vorgaben
von AACC und IFCC zur Referenzwertbestimmung nicht zusatzlich verscharft, sollten aber

zukunftig einschlieB3lich der Cutoff-Werte klar definiert werden.
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