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Widmung

»,Man sieht nur mit dem Herzen gut.”

(Antoine de Saint-Exupéry)

Gewidmet ist diese Arbeit den Arzten und Forschern,
die durch ihren taglichen Einsatz die Diagnostik und Therapie der Herzerkrankungen
verbessern und somit Patienten das Leben retten und den Betroffenen und ihren

Familien Lebensqualitat schenken.
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1. Einleitung

1.1. Diagnostik von Herzinfarkt und
akutem Koronarsyndrom

1.1.1. Uberblick

In Deutschland sind Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems ahnlich wie in anderen
industrialisierten Landern weiterhin die haufigste Todesursache. Eine entsprechende
Statistik des zustandigen Bundesamts in Wiesbaden ergibt, dass lber 47 Prozent aller
Todesfalle durch Herz-Kreislauferkrankungen bedingt sind.

Bildet man eine Rangliste der 10 haufigsten Todesursachen, so wird sowohl Platz 1 als auch
Platz 2 durch Erkrankungen des Herzens belegt: Die haufigste Todesursache ist die
chronische ischamische Herzkrankheit mit einem Anteil von 11,2%. Der akute Myokardinfarkt
folgt auf Platz 2 mit 7,9% aller Todesfalle. Chronisch ischamische Herzkrankheit sowie
akuter Myokardinfarkt fuhren somit zum Tod von jahrlich Gber 150.000 Menschen in
Deutschland und stellen eine Herausforderung fir klinische Medizin, Forschung und
Gesellschaft dar.(81)

Betrachtet man die klinische Diagnose eines akuten Herzinfarkts (AMI), so basiert diese auf
folgenden drei Saulen:

e Klinische Symptomatik,

o Elektrokardiographische Befunde und

e Erhodhte Blutwerte biochemischer Marker.

Wird ein Patient mit Verdacht auf Herzinfarkt in die Notaufnahme eines Krankenhauses
eingeliefert, empfiehlt der WHO-Diagnosealgorithmus(79) als wesentlichen Bestandteil der
Diagnosefindung die schnellstmégliche Abnahme von Blut zur Untersuchung von Markern
des myokardialen Zelluntergangs. Durch grof3e Studien zur Prognose von Patienten mit
koronarer Herzerkrankung und der Etablierung neuer, spezifischerer und empfindlicherer
Marker des myokardialen Zelluntergangs sind in den letzten Jahren jedoch einige
Neudefinitionen notwendig geworden.

So ist zum Beispiel das sog. ,akute koronare Syndrom* (engl.: acute coronary syndrome -
ACS) ein erst kirzlich eingefuhrter Begriff entstanden. Das ACS beschreibt eine
Konstellation von Symptomen, die mit einer akuten myokardialen Ischamie kompatibel sein
kénnen. Es umfasst sowohl die instabile Angina pectoris, als auch den Myokardinfarkt mit

oder ohne ST-Hebung und eventueller Q-Welle. Siehe auch Abbildung 1.
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Acute Coronary Syndrome I
XY
S

No ST Elevation

‘NSTEMI

T Elevation |

Mpyocardial Infarction
Unstable Angina NQMI QwMI

Abbildung 1:Klinische Klassifikation des ACS'(2)

Leitsymptom des ACS ist der akute Brustschmerz. Stellt sich ein Patient mit ACS vor, ist die
rasche Diagnostik eine der vordringlichsten Aufgaben. Ist die Diagnose ACS bestatigt, kann
ein sofortiger medikamentdser, invasiver oder operativer Reperfusionsversuch unternommen
werden.(/2) Die akkurate Diagnosefindung beim ACS stellt jedoch eine der groRten
Herausforderungen an den Kliniker dar.(68) In einer innerhalb der ACI-TIPI-Studie?
veroffentlichten Untersuchung wurde nachgeprift, wie viele der insgesamt 10.689 sich mit
Brustschmerz in der Notaufnahme vorstellenden Patienten mit einem nicht erkannten
Herzinfarkt entlassen wurden. Zwei Prozent der Patienten mit Herzinfarkt wurden nach
Hause geschickt.(59) Solche Fehldiagnosen haben sowohl fir die Patienten als auch fir das
medizinische Personal drastische Konsequenzen: Nicht diagnostizierte Herzinfarkte stellen
in den Vereinigten Staaten die fiihrende Ursache fiir Haftungsklagen gegen Arzte dar.(61)
Andererseits sind Patienten, die auf Grund ihrer klinischen Symptomatik mit Verdacht auf
eine koronare Herzkrankheit aufgenommen wurden, retrospektiv jedoch koronargesund
waren, Ursache flr unnétige und exorbitant hohe Krankenhauskosten.(68, 40)

Deshalb sind zur Diagnosefindung neben der Anamnese und der kérperlichen Untersuchung
sowohl die mittels EKG gewonnenen elektrophysiologischen Befunde als auch die Messung
von Biomarkern zur Erfassung myokardialer Zellschaden essentiell.(79)

Durch Integration der aus Serumanalysen der Herzmarker, Anamnese, klinischer
Untersuchung und EKG gewonnenen Informationen kénnen diese Patienten mit

Brustschmerz in vier Gruppen eingeteilt werden:

Nicht-kardiale Diagnose
Chronische stabile Angina
Mégliches ACS

Sicheres ACS.

! Zu finden auf Seite 962 des Originalartikels

2 ACI-TIPI-Studie = Acute Cardiac Ischemia - Time-Insensitive Predictive Instrument

8
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1.1.2. Entwicklung innerhalb der ,kardialen Marker”

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definierte im Jahre 1979 Standards flir die
Diagnose ,akuter Myokardinfarkt“. Dabei nahmen Biomarker zum ersten Mal einen festen
Platz in der AMI-Diagnostik ein. Innerhalb der Gruppe dieser kardialen Marker gab es jedoch
in den letzten Jahrzehnten eine stetige Weiterentwicklung mit Etablierung ,neuer”,
spezifischer und/oder sensitiver Marker, welche die bis dahin verwendeten Marker erganzten
und teilweise ersetzten.

Der ,ideale" Marker zur Erkennung von Lasionen des Herzmuskelgewebes soll folgende
Eigenschaften haben:(57°)

1. Eine hohe Konzentration im Herzmuskelgewebe und keine Prasenz in nicht-kardialen
Geweben, um eine hohe Organspezifitat zu erreichen.

2. Nach Lasion eine schnelle Freisetzung in den Blutstrom, um eine optimale
Sensitivitdt in den ersten Stunden nach einem kardialen Ereignis gewahrleisten zu
kdénnen.

3. Erhéhung der Blutspiegel wahrend mehrerer Tage nach kardialem Ereignis, um auch
solche Lasionen diagnostizieren zu kdnnen, die bereits einige Tage zurlckliegen.

4. Gute und schnelle Bestimmbarkeit.

Die ersten kardialen Biomarker waren die Enzyme Creatinkinase (CK), Aspartat-
Aminotransferase (ASAT/GOT), sowie Laktatdehydrogenase (LDH). Das Problem dieser
ersten Marker war jedoch eine mangelnde Spezifitat fir das Herzgewebe und somit eine
Erhéhung der Serumspiegel bei einer Reihe von anderen Krankheiten.

Auch das als Herzmarker eingesetzte Myoglobin ist nicht spezifisch fir Herzgewebe,
sondern ist vor allem mit hohen Konzentrationen in der Skelettmuskulatur ubiquitar
vorhanden. Bei Schadigung der Skelettmuskulatur oder bei Patienten mit
Muskelerkrankungen wie auch bei Niereninsuffizienz ist das Myoglobin haufig erhéht. Vorteil
des Myoglobins ist jedoch, dass es der ,schnellste® Herzmarker ist und es bereits wenige
Stunden nach einem kardialen Ereignis Werte oberhalb des Referenzbereichs anzeigt.
Allerdings ist seine Halbwertszeit im Blut sehr gering, so dass es nach initialer Freisetzung
rasch wieder aus der Blutbahn eliminiert wird. Aus diesen Grinden ist es lediglich als
FrGhmarker einsetzbar oder dient bei negativem Untersuchungsergebnis zum Ausschluss
eines akuten Geschehens.(57)

Durch die Entwicklung spezifischer Testsysteme zur Erkennung von herzmuskelspezifischen
Isoformen der CK und LDH wurde versucht, die Spezifitdt zu erhdhen. Da diese Parameter

jedoch ebenfalls keine 100%ige Herzmuskelspezifitdt besitzen, war auch hier die

3 Seite 19 des Artikels
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gewunschte Organspezifitdt nicht erfullt.(48) Dies gilt auch fur das MB-Isoenzym der CK,
welches bis dahin die hdchste Herzmuskelspezifitat hatte, jedoch zwei Nachteile aufweist:
Zum einen ist es nicht spezifisch fir Herzmuskelschaden und ist so auch bei Skelettmuskel-
Lasionen, Traumata oder nach Operationen erhéht. Zum anderen sinkt der messbare
Blutspiegel relativ schnell ab, so dass es nicht zur ,Spatdiagnostik® myokardialer Infarkte
benutzt werden kann.

Insgesamt erflillt keiner dieser Parameter alle geforderten Kriterien fir den idealen Marker.
Vor allem die Kernforderung einer maximalen Kardiospezifitat ist nicht erfuillt.

Die Freisetzung nach AMI ist in Abbildung 2 fiir die wichtigsten routinemafig eingesetzten

Marker graphisch dargestellt:

™\

T
=
.-v""-‘

Sl lodimar

Vielfche der oberen Beferenzhers

Referinzherech
T T

1 2 3 4 3 & 7 10
Lrit: Tage mactt [rifarkt

Abbildung 2: Kurvenverlauf der Freisetzung der kardialen Biomarker(10)

1.1.3. Kardiale Troponine als neue Marker in der
kardialen Diagnostik

Die ungenligende Spezifitdt der bislang verfligbaren biochemischen Marker zur Diagnose
einer Herzmuskelnekrose flihrte zur Entwicklung neuer, spezifischer Marker und damit zur
Entwicklung von spezifischen Assays zur Bestimmung der kardialen Troponine (cTn) T und I.
Nach einem Herzinfarkt kbnnen erhéhte cTn-Spiegel bereits nach drei bis sechs Stunden (h)
nachgewiesen werden, der Gipfel wird nach 14-20 h erreicht. Erst finf bis zehn Tage nach
einem Herzinfarkt unterschreiten die kardialen Troponine wieder die Grenze des
Referenzbereichs, was innerhalb der Herzmarker eines der grof3ten diagnostischen Fenster
darstellt. Dabei ist die relative Erhéhung des Troponins um das Finf- bis Zehnfache deutlich
groBer als beispielsweise diejenige der CK-MB.

Auf Grund der hohen kardialen Spezifitdt der Troponine wurde von Cummins et al. im Jahr
1987 ein Radio-Immunoassay zur Detektion von c¢Tnl entwickelt, um damit Gewebeschaden

des Herzmuskels erkennen zu kénnen.(/7) Die Entwicklung von monoklonalen Antikdrpern

10
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gegen cTnl und ¢cTnT machte daraufhin die Einfihrung der Troponine als Herzmarker
mdglich.(s8, 36) Nach zehn Jahren stetiger Weiterentwicklung stellen die Troponin-
Immunoassays das heutzutage beste Instrument zur Risiko-Stratifizierung flr Patienten mit
ACS dar.(28, 54)

Nachdem viele Untersuchungen die sehr hohe kardiale Spezifitdt der cTn bestatigten,(3, 4,
24, 33, 69, 73) wurde dies in einem gemeinsamen Konsensusprotokoll der European Society
of Cardiology und des American College of Cardiology zur Neudefinition des AMI
dokumentiert.

Sinngemaf Ubersetzt formuliert das Konsensusdokument:(2)

-Ein Herzinfarkt wird diagnostiziert, wenn Blutspiegel von sensitiven und spezifischen
Biomarkern, wie z.B. der kardialen Troponinen ... in der klinischen Situation einer akuten
Ischamie erhoht sind. Der ... bevorzugte Biomarker ist hierbei das kardiale Troponin (I oder
T), welches ... einerseits spezifisch fliir myokardiales Gewebe ist und andererseits sehr
sensitiv hierflr ist und dadurch Zonen myokardialer Nekrose wiederspiegelt." Weitere
Vorschlage des Konsensusdokuments gehen dahin, Blutabnahmen sofort bei Einlieferung
ins Krankenhaus, 6-9 h nach Auftritt der Symptome sowie nochmals 12-24 h nach
Symptombeginn durchzufuhren, falls die vorherigen Proben negativ waren und ein hoher
Verdacht auf AMI besteht.

Stellen sich Patienten frihzeitig nach Symptombeginn in der Notaufnahme vor, sollen neben
den eher spater ansteigenden Troponinen auch friihzeitig auftretende Biomarker wie z.B. die
CK-MB Konzentration oder Myoglobin herangezogen werden. Die kardiale Spezifitat der cTn
erlaubt dem Arzt, einen AMI selbst bei unsicheren Symptomen innerhalb von 8-12 h nach

Initialbeschwerden auszuschlieRen oder zu diagnostizieren.

1.2. Kardiales Troponin | - biochemische
und physiologische Aspekte

1.2.1. Biochemie des kardialen Troponin |

Das Myokard besteht aus quergestreiften Muskelfasern, die folgende wesentliche
Bestandteile besitzen:

e die (herzspezifischen) kontraktilen Proteine Aktin und Myosin

e das muskelspezifische Energietragerprotein Myoglobin

e die Enzyme Creatinkinase und Laktatdehydrogenase (LDH)

e die regulierenden Proteine Troponin und Tropomyosin.

* Sinngemake Ubersetzung von Text der Seiten 961 und 962 des Artikels (2).

11
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Der von Setsuro Ebashi(20) entdeckte Troponinkomplex besteht aus den drei Protein-
Untergruppen T, | und C, dargestellt in Abbildung 3. Troponin T, ein 37 kDa Protein
interagiert dabei mit dem Tropomyosin. Das Troponin |, ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 24 kDa interagiert mit dem Aktin und das 18 kDa schwere Troponin C

bindet Calciumionen und reguliert somit die Aktivitat der Troponine T und I.(14)

Troponin C

Tropomyosin
Abbildung 3: Struktur des Troponin-Komplexes(46)

Troponine | und T besitzen im Gegensatz zu Troponin C verschiedene Isoformen im Herz-,
beziehungsweise im Skelettmuskel. Wahrend es zwei Isoformen fiir sogenannte schnelle
bzw. langsame Muskelfasern in der Skelettmuskulatur gibt, kann noch eine dritte, fir das
Herz spezifische Isoform nachgewiesen werden. Diese genetisch unterschiedlichen
Isoformen driicken sich in verschiedenen Aminosaure-Sequenzen aus. Auf Grund dieses
Unterschieds kann man durch Einsatz von ausschliel3lich gegen kardiale Isoformen des
Troponin | (cTnl) und Troponin T (cTnT) gerichtete Antikorper diese kardialen Isoformen
spezifisch messen.(i14, 23)

Die gewebsspezifische Expression der Troponine hangt von der Entwicklungsstufe ab. Im
Herzmuskelgewebe von Foéten wird sowohl kardiales als auch skelettales Troponin
exprimiert. Nach der Geburt verstarkt sich jedoch die Produktion von kardialen Isoformen, bis
ab ungefahr dem neunten Monat kardiales Tn ausschlieBlich im Herzmuskelgewebe
produziert wird.(23) AulRerdem gibt es Hinweise darauf, dass cTnT bei bestimmten
Erkrankungen auch in der Skelettmuskulatur des Erwachsenen exprimiert werden kann.(73,
4) Daruber hinaus gibt es Berichte, dass es bei definierten genetischen Erkrankungen der
Skelettmuskulatur zu einer Expression von c¢TnT und cTnl kommen kénnte. Dies wurde
zumindest auf RNA-Ebene gezeigt.(50)

Der Gehalt an cTnl im menschlichen Myokard betragt ca. 4,0-6,0 mg/g Frischgewicht.
Hiervon sind 3-6% im Zytosol zu finden. Demgegeniber hat cTnT eine Konzentration von ca.
10,8 mg/g im Myokard mit einem zytosolischen Anteil von ca. 6-8%.(74, 37, 18)

Menschliches cTnl im Herzmuskelgewebe hat, wie bereits erwahnt, ein Molekulargewicht

von 24kDa und besteht aus 209 Aminosauren. cTnl besitzt zwei Serine in den Positionen 23

12
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und 24. Diese koénnen in vivo durch Proteinkinase A und andere Proteine phosphoryliert
werden.(34)

Durch diese Phosphorylierung kénnen bis zu vier Formen entstehen (nicht phosphoryliert,
phosphoryliert entweder in Position 22 oder 23 und doppelt phosphoryliert). Die
Phosphorylierung verandert die Konformation des Proteins und ist somit auch im Bezug auf

Antikoérpererkennung wesentlich.(53)

1.2.2. Pathophysiologie des kardialen Troponin |

Zusammen mit Tropomyosin und unter Calcium-Einfluss reguliert der Troponinkomplex die
Muskelkontraktion:

- Troponin | lagert sich an Aktin an

- Troponin T lagert sich an Tropomyosin an

- Troponin C bindet Calciumionen.
Wahrend bei niedrigen Ca*-Konzentrationen im Zytoplasma keine Kontraktion stattfindet,
fuhren erhéhte Calcium-Konzentrationen zu einer Kontraktion.(23, 64)
Bei einer Schadigung des Herzmuskelgewebes werden neben anderen Bestandteilen der
Herzmuskelzellen auch Troponine freigesetzt. Diese Schadigung kann durch eine Vielzahl
von Atiologien wie z.B. Herzinfarkt, instabile Angina pectoris, Myokarditis, Trauma oder
herzchirurgische Eingriffe bedingt sein. Die haufigste Ursache fur einen erkennbaren Anstieg
des Troponinspiegels ist jedoch ein akutes Koronarsyndrom. Im Verlauf eines akuten
Myokardinfarkts kdnnen bereits vier Stunden nach Schadigung des Herzmuskelgewebes
Troponine im peripheren Blut nachgewiesen werden. Die cTn-Konzentrationen haben ihren
Gipfel ca. 14-36 h nach dem kardialen Ereignis erreicht und bleiben fir ca. sieben Tage
deutlich erhoht.(73)
Fur die schnelle Freisetzung scheint die Ausschittung zytosolischen Troponins
verantwortlich zu sein, wahrend die langsame Ausschittung durch eine kontinuierliche
Freisetzung des myofibrillar gebundenen Anteils der cTn bedingt ist. Da die Serum-
Halbwertzeit von cTnT und cTnl ca. 2h betragt, kann diese lange Nachweisbarkeit nur durch
die permanente Freisetzung bis zur Vernarbung des infarzierten Gebietes erklart werden.(74)
Freigesetztes cTnl im Serum ist keineswegs nur als freie Form zu finden. Der
Uberwaltigende Anteil (>97%) wird als sekundarer Komplex entweder mit TnC oder als
ternarer Komplex mit sowohl ¢cTnT als auch TnC ausgeschittet. Nur drei Prozent lassen sich
als freies cTnl im Serum nachweisen und haben eine extrem kurze Halbwertszeit von ca. 5
Minuten.(34, 74)
Zusatzlich zur Phosphorylierung (siehe oben) und Komplexierung des cTnl kann nach
Freisetzung auch eine Oxidierung erfolgen. Diese geschieht intramolekular durch Disulfid-

Bildung zweier Cystein-Reste.(74)
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Sowohl das Carboxy- als auch das aminoterminale Ende des Proteins kann durch Proteolyse
abgespalten werden. Das Ausmal} der Proteindegradierung kénnte dabei mit dem Ausmal}
der kardialen Ischamie korrelieren.(34)

Formiert jedoch das ¢Tnl zusammen mit dem c¢TnT einen Komplex, so wird das n-terminale
Ende (AA 33-110) des cTnl stabil und nicht mehr spaltbar. Dieser Teil des cTnls wird dann
die ,stabile Region® und bietet somit einen idealen Angriffspunkt gegentber spezifischen

Antikorpern.

1.3. Fragestellungen

Wie bereits beschrieben, haben innerhalb der Gruppe der Herzmarker die Troponine
verstarkt an Bedeutung gewonnen, weil sie sich als sensitive und spezifische diagnostische
Marker einer akuten Schadigung des Myokards erwiesen haben.
Meine Dissertation beschreibt die von mir unter der Betreuung von Oberarzt Privatdozent Dr.
Baum am Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie durchgefiihrte Evaluierung eines
vor der Markteinfiihrung stehenden Assays zur Detektion von kardialem Troponin I. Diese
Studie wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Byk-Sangtec als bizentrische Studie an den
klinisch-chemischen Instituten der Technischen Universitdt Minchen und der Universitat
Mainz durchgefuhrt.
Die drei zu prifenden Hypothesen waren:

1. Der Liaison-cTnl-Assay ist analytisch zuverlassig.

2. Der Liaison-cTnl-Assay ist klinisch zuverlassig.

3. Der Liaison-cTnl-Assay ist mit anderen modernen cTnl/cTnT-Assays vergleichbar.
Um diese Fragen zu beantworten, wurden anhand eines Studienprotokolls entsprechende
Experimente geplant und durchgeflhrt. Zur Beantwortung der zusatzlichen Fragestellung

wurde der Assay mit drei weiteren cTnl und einem cTnT-Assay verglichen.
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2. Material und Methodik

2.1. Materialien

2.1.1. Versuchsmaterialien

Der hier evaluierte cTnl-Assay wird auf dem Liaison-Analyser durchgefiihrt. Fir die
analytische und klinische Evaluierung wurden definierte Patientenseren mit cTnl-Spiegeln
aus dem ganzen Spektrum verwendet, im analytischen Teil zusatzlich Kalibratoren sowie

Kontrollseren der Firma Byk-Sangtec.

2.1.1.1. Analyser

Der Liaison-Analyser ist ein sogenannter Random Access Analyser zur Durchfiihrung von
immunologischen Testungen (siehe auch Abbildung 4). Die Detektion erfolgt luminometrisch.
Die Reagenzien zur Durchfiihrung eines Tests sind dabei in einem sog. ,Reagenzienintegral®

untergebracht. Der Liaison-Analyser wurde von der Firma Byk-Sangtec in Dietzenbach

hergestellt.

Abbildung 4: Liaison-Analyser(76)
Die Proben werden in 12x75 mm Kunststoff-Reagenzglasern in Zehner-Racks gemessen.
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2.1.1.2. Reagenzienintegral

Das Reagenzienintegral Liaison Troponin | besteht aus aneinandergefiigten Behaltnissen zur
Aufnahme von 2,3 ml magnetischer Suspensionslosung mit Magnetpartikeln, die mit
Antikérpern gegen Troponin | beschichtet sind. Das Reagenzienintegral enthalt aullerdem 23
ml Tracer, bestehend aus einem polyklonalen Ziegen-Anti-Troponin-l Antikdrper, der mit
Isoluminol markiert ist (siehe Abbildung 5).

Bis auf die Messungen fur die
Lagerungsstabilitat wurden
Reagenzienintegrale der
Charge A verwendet. Fir die
Lagerungsstabilitdt wurde die
kommerziell verfigbare Charge
B eingesetzt.

Ein einzelnes Reagenzien-
integral reicht fur insgesamt 100

Einzelmessungen aus.

Abbildung 5: Beispiel fiir ein Reagenzienintegral.(76)

2.1.1.3. Kalibratoren

Kalibriert wurde das Gerat mit lyophilisierten Liaison Troponin | Cal — Kalibratoren ,Jow“ und
,high“ der Firma Byk-Sangtec. Diese Kalibratoren wurden in 1 ml destilliertem Wasser
aufgeldst und auf gleiche Weise wie Patientenseren auf dem Analyser getestet. Sie reichen
fur maximal 8 einzelne Bestimmungen aus. Die rekonstituierten Kalibratoren wurden

maximal 2 Wochen bei +4°C gelagert.

2.1.1.4. Kontrollseren zur Qualitatskontrolle
Als Kontrollseren zur Qualitatskontrolle wurden insgesamt acht kommerziell erhaltliche
Produkte eingesetzt. Dies waren zum einen die von der Firma Byk-Sangtec produzierten

Liaison Kontrollseren mit finf Abstufungen:
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e LL (low-low: sehr niedrige Troponin-I-Werte, #9375-LL).

e L (low: niedrige Troponin-I-Werte, #9375-L)

e M (medium: mittlere Troponin-I-Werte, #9375-M)

¢ H (high: hohe Troponin-I-Werte, #9375-H)

¢ HH (high-high: sehr hohe Troponin-I-Werte, #9375-HH).

Diese lyophilisierten Kontrollseren wurden bei +4°C aufbewahrt und bei Verwendung mit 0,5
ml destilliertem Wasser rekonstituiert. Die rekonstituierten Kontrollen wurden nicht langer als
1 Woche bei +4°C gelagert.

Der Zielbereich der Liaison Kontrollseren ist in Tabelle 1 zusammengefasst:

Tabelle 1: Zielbereiche der Liaison Kontrollseren

Kontrollserum LL L M H HH

Zielbereich (ng/mi) 0,07-0,11 0,14-0,48 0,76-1,14 7,10-10,10 58,90-83,40

Zum anderen wurden auch die von der Firma BioRad, Minchen hergestellten Kontrollmarker
Liquicheck® der Abstufungen L1, L2, L3 (#30641, #30642, #30643) als Kontrollseren
eingesetzt. Die 3 ml enthaltenden Flaschchen wurden bei —20°C aufbewahrt.

Zielbereiche fir die Liquicheck®-Seren werden in Tabelle 2 zusammengefasst:

Tabelle 2: Zielbereiche der Liquicheck® Kontrollseren
Kontrollserum L1 L2 L3

Zielbereich (ng/ml) 0,37-0,97 5,95-15,74 29,98-57,98

Alle Kontrollseren wurden auf gleiche Weise wie Patientenseren im Analyser gemessen.

2.1.1.5. Sonstiges Versuchsmaterial

Innerhalb des analytischen Versuchsteils wurde ein Liaison Troponin | Diluent verwendet,
welches in 10 ml Flaschchen von der Firma Byk-Sangtec zur Verfiigung gestellt wurde.
Aullerdem wurde in den Bestimmungen zum Einfluss der endogenen Interferenzen ein
Liaison Troponin-lI-Konzentrat (,spike solution“) eingesetzt, welches in lyophilisierter Form
von der Firma Byk-Sangtec zur Verfugung gestellt wurde und zum Auflésen mit 300 pl

destilliertem Wasser bestimmt war.

2.1.1.6. Mit dem Liaison verglichene Analyser
Zum Methodenvergleich und zur Uberprifung der klinischen Signifikanz des Liaison
Troponin | Assays wurden folgende Assays herangezogen:

e Dimension Troponin | der Firma Dade Behring

e Stratus Troponin | der Firma Dade Behring

¢ Immulite Troponin | der Firma DPC Biermann

e Elecsys Troponin T der Firma Roche Diagnostics.
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2.1.2. Analytisches Probenmaterial von Patienten

Die verwendeten Patientenproben wurden entweder im Klinikum rechts der Isar, im
Deutschen Herzzentrum oder am Universitatsklinikum Mainz abgenommen und bei -80°C
gelagert, falls im Protokoll nicht ausdriicklich frische Seren gefordert wurden. Dabei handelte
es sich um fir Routineuntersuchungen abgenommene Materialien, die nach Abschluss der

Routineuntersuchungen zur Entsorgung bereitstanden.

2.1.2.1. Verdunnungslinearitat

Das Testmaterial besteht aus sechs von Patienten abgenommenen Serumproben mit
urspriinglichen cTnl-Konzentrationen zwischen 20-80 ng/ml. Jedes Probenvolumen
entsprach einer Menge > 1,25 ml.

Dieser Experiments-Abschnitt wurde nur in Miinchen durchgeflihrt.

2.1.2.2. Funktionelle Sensitivitat

Hierflr wurden sechs Serumproben mit cTnl-Konzentration von 2-5 ng/ml und mindestens 3

ml Volumen pro Probe eingesetzt.

2.1.2.3. Einfluss von Probenmaterial

Hierflr wurden verwendet:

e Gepaarte Blutproben als Serum und als Citrat-Plasma (18 in Munchen, 19 in Mainz)

o Gepaarte Blutproben als Serum und als EDTA-Plasma (18 in Miinchen, 27 in Mainz)

o Gepaarte Blutproben als Serum und als Heparin-Plasma (keine in Miinchen, 24 in Mainz).
Die Troponinwerte dieser Blutproben sollten Gber dem nach der ,In-Haus-Methode®
gemessenen Cut-Off Wert liegen (£10%).

Wahrend die Citrat- und EDTA-Plasmen von Patienten aus dem Krankenhaus rechts der
Isar, dem Deutschen Herzzentrum oder der Uniklinik Mainz stammten, kamen die
Heparinproben ausschlief3lich von der Uniklinik Mainz. Ein Teil hiervon wurde zur Messung

nach Minchen versandt.

2.1.2.4. Einfluss von Lagerungsdauer und
Lagerungstemperatur

Fir den ersten Teil dieser Bestimmung wurden 10 Seren mit breiter Verteilung von cTnl Gber
die ganze Konzentrationsspanne aus der taglichen Routine herausgesucht. Das
Mindestvolumen je Probe war 1,6 ml.

Fur den zweiten Teil des Experiments wurden 49 willkirlich herausgesuchte klinische

Patientenseren mit verschiedensten cTn-Werten herangezogen.
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2.1.2.5. Einfluss endogener Storsubstanzen

Es wurden jeweils finf Serumproben (je >1,5 ml) aus folgenden vier Gruppen verwendet:
¢ 5 nicht-hamolytische, nicht-lipamische, nicht-ikterische Seren

¢ 5 hamolytische Seren (Hb > 50 mg/dl)

e 5 lipamische Seren (Triglyceride > 300 mg/dl)

¢ 5 ikterische Seren (Bilirubin > 3,5 mg/dl).

Zusatzlich wurden vier Seren von Patienten mit Paraproteinen auf Interferenzen untersucht.

2.1.2.6. Referenzbereich

Um fur den Liaison cTnl und die Vergleichsassays einen Referenzbereich zu ermitteln,
wurde Serum von Personen ohne Hinweis auf das Vorliegen einer Herzerkrankung

herangezogen. In der Tabelle 3 sind diese genauer charakterisiert.

Tabelle 3: Materialiibersicht ,, Gesunde Patienten ohne Herzkrankheiten fiir Referenzbereich

Anzahl Patienten 291 herzgesunde Personen, davon 141 in Minchen und 150 in Mainz
mit ausgeglichenem Geschlechtverhaltnis (insgesamt 148 m/143 w)

Einschlusskriterien | > 40 Jahre, gesund

Ausschlusskriterien | Herzkrankheiten oder Myopathien (Ischamie, Herzversagen,
Kardiomyopathie), Niereninsuffizienz

Details Die 141 Serumproben stammen in Minchen hauptsachlich von
Patienten aus der Augenklinik; die 150 in Mainz von Blutspendern.

Methoden Liaison Troponin | und ,In-Haus-Methode*

Klinische Daten Alter und Geschlecht

2.1.2.7. Analytischer Methodenvergleich

Es wurden die im klinischen Versuchsteil beschriebenen Patientenseren verwendet.

2.1.3. Klinisches Probenmaterial

Die bei der klinischen Evaluierung zu messenden Sera wurden im Krankenhaus rechts der
Isar und dem Deutschen Herzzentrum der Technischen Universitat Minchen, sowie an der
Universitatsklinik Mainz gemall den Anforderungen an die entsprechenden
Patientengruppen abgenommen und anschlieffend bei —80 °C gelagert. Alle Patientenproben
waren bis auf den Versuchsteil ,Einfluss des Probenmaterials® Serumproben. Die Seren
wurden mit einer eindeutigen und anonymisierten ldentifikationsnummer versehen und
aufbewahrt. Der Umgang mit dem klinischen Probenmaterial wurde entsprechend den
Richtlinien fur wissenschaftliche Studien des Klinikums rechts der Isar sowie der

Universitatsklinik Mainz durchgefuhrt.
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Nachfolgende Ubersicht stellt die getesteten Patientengruppen dar. Diese wurden in

Minchen und Mainz jeweils nach einem analogen Schema eingeteilt. Dabei wurden nicht

alle Gruppen an beiden Zentren durchgefiihrt.

Patienten mit elektrokardiographisch bestatigtem AMI
Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK), Angina pectoris oder Non-Q-Wave AMI
o Patienten mit stabiler Angina pectoris oder asymptomatischer KHK
o Patienten mit instabiler Angina pectoris oder Non-Q-Wave-Infarkt
Patienten mit herzchirurgischem Eingriff mit
o Aortenklappen-OP
o Koronarer Bypass-Operation mit extrakorporaler Zirkulation
o Koronarer Bypass-Operation ohne extrakorporale Zirkulation
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
Patienten mit V. a. Myopathie, darunter auch Patienten mit maligner Hyperthermie
Patienten mit chronischer Muskeldystrophie Typ Duchenne
Patienten mit Polymyositis/Dermatomyositis
Patienten mit nicht-herzchirurgischem operativem Eingriff.

2.1.3.1. Patienten mit bestatigtem AMI

Tabelle 4: Materialiibersicht ,, Patienten mit AMI“

Anzahl Patienten 22 Patienten

Einschlusskriterien Patienten mit (nach) akutem Myokardinfarkt (innerhalb von 12 h nach

Auftritt der Symptome);
WHO-Kriterien fir AMI und/oder angiographisch bestatigte Diagnose

Ausschlusskriterien |-

Details Nur in Mdnchen durchgefuhrt

2-4 Proben pro Patient innerhalb 24 h nach Krankenhaus-Aufnahme
Methoden Liaison Troponin | und ,In-Haus-Methode*
Klinische Daten Alter, Geschlecht, Diagnose, Zeitdauer nach Auftritt der Symptome,

Zeitpunkt der Probenentnahme

2.1.3.2. Patienten mit stabiler Angina pectoris, asymptomati-
scher KHK, instabiler Angina pectoris und Non-Q-Wave Infarkt
Tabelle 5: Materialiibersicht ,, Patienten mit Angina pectoris, KHK oder Non-Q-Wave AMI*

Anzahl Patienten 115 Patienten, davon

e 32 Patienten mit stabiler Angina pectoris
e 19 Patienten mit asymptomatischer KHK
sowie

e 45 Patienten mit instabiler Angina pectoris
¢ 19 Patienten mit non-Q-wave Infarkt

Einschlusskriterien | Angiographisch bestatigte Stenose/Verschluss zusammen mit

korrespondierenden klinischen Befunden (EKG, Ergometrie,
Anamnese)
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Ausschlusskriterien

2-4 Proben pro Patient innerhalb von 24 h nach Aufnahme ins
Krankenhaus (vor Erweiterung/Offnung des Verschlusses; 4, 12 und
24 h nach Offnung)

Details

Auswertbare Patienten, davon

Stabile Angina pectoris: 20 aus Mainz, 12 aus Mlinchen

o Asymptomatische KHK: 19 aus Mlnchen

¢ Instabile Angina pectoris: 20 aus Mainz, 25 aus Minchen
o Non-Q-Wave-Infarkt: 19 aus Mainz

Methoden

Liaison Troponin | und ,In-Haus-Methode*®

Klinische Daten

Alter, Geschlecht, Diagnose, Zeitdauer nach Auftritt der Symptome,
Zeitpunkt der Probenentnahme

2.1.3.3. Patienten mit herzchirurgischem Eingriff

Tabelle 6: Materialiibersicht ,, Patienten mit herzchirurgischem Eingriff”

Anzahl Patienten

24 Patienten, davon

¢ 9 nach Aortenklappen-OP

¢ 10 nach koronarer Bypass-Operation mit extrakorp. Zirkulation
¢ 5 nach koronarer Bypass-Operation ohne extrakorp. Zirkulation

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

Angina pectoris oder AMI innerhalb der vorhergehenden 6 Monate

Details Nur in Mainz durchgefuhrt. Probenentnahme vor Anasthesie, vor
Abklemmen der Aorta; anschlieend 6, 12, 24 und 48 h nach
Abklemmen der Aorta

Methoden Liaison Troponin | und ,In-Haus-Methode*

Klinische Daten

Alter, Geschlecht, Diagnose, Zeitpunkt der Probenentnahme, Art des
operativen Eingriffs

2.1.3.4. Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

Tabelle 7: Materialiibersicht ,, Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

Anzahl Patienten

35 Patienten

Einschlusskriterien

Langzeit-Dialyse

Ausschlusskriterien

Begleitende Herzerkrankungen oder Myopathien

Details

20 aus Miinchen, 15 aus Mainz

Methoden

Liaison Troponin | und ,In-Haus-Methode*

Klinische Daten

Alter, Geschlecht

2.1.3.5. Patienten mit V. a. Myopathie und maligner

Hyperthermie

Tabelle 8: Materialiibersicht ,, Patienten mit V. a. Myopathie und maligner Hyperthermie *

Anzahl Patienten

18 Patienten, davon 5 Patienten mit maligner Hyperthermie

Einschlusskriterien
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Ausschlusskriterien

Begleitende Herzerkrankungen

Details

Nur in Minchen durchgefihrt

Methoden

Liaison Troponin | und ,In-Haus-Methode*®

Klinische Daten

Alter, Geschlecht

2.1.3.6. Patienten mit chronischer Muskeldystrophie Typ

Duchenne

Tabelle 9: Materialiibersicht ,, Patienten mit chronischer Myopathie “

Anzahl Patienten

10 Patienten mit chronischer Muskeldystrophie Typ Duchenne

Einschlusskriterien

CK-Aktivitat > 1.000 U/I; keine begleitenden Herzerkrankungen

Ausschlusskriterien

Details

Nur in Mainz durchgefiihrt

Methoden

Liaison Troponin | und ,In-Haus-Methode*®

Klinische Daten

Alter, Geschlecht, Diagnose

2.1.3.7. Patienten mit Polymyositis/Dermatomyositis

Tabelle 10: Materialiibersicht ,, Patienten mit Polymyositis/Dermatomyositis *

Anzahl Patienten

12 Patienten mit Polymyositis/Dermatomyositis

Einschlusskriterien

Histologisch gesicherte Diagnose

Ausschlusskriterien

Keine begleitenden Herzerkrankungen

Details

Nur in Mdnchen durchgefuhrt

Methoden

Liaison Troponin | und ,In-Haus-Methode*

Klinische Daten

Alter, Geschlecht, Diagnose

2.1.3.8. Patienten mit nicht-herzchirurgischem operativem

Eingriff

Tabelle 11: Materialiibersicht ,, Patienten mit nicht-herzchirurgischem operativen Eingriff”

Anzahl Patienten

20 Patienten

Einschlusskriterien

Eingriff am gleichen Tag

Ausschlusskriterien

Details Nur in Minchen durchgefiihrt. Probenabnahme praoperativ und 6-8 h
postoperativ
Methoden Liaison Troponin | und ,In-Haus-Methode*

Klinische Daten

Alter, Geschlecht, Zeitpunkt der Probenabnahme
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2.2. Methodik
2.2.1. Grundlegende Methodik

2.2.1.1. Prinzipielle Funktionsweise des Assays

Der Liaison Troponin | Assay ist ein Immunolumineszenz-Assay, der nach dem sogenannten
Sandwich-Prinzip funktioniert.(39)

Die solide Phase (Magnetpartikel) ist mit einem monoklonalen Maus-Antikérper gegen cTnl
beschichtet. Der Nachweisstoff (Tracer) ist an einen polyklonalen anti-cTnl Ziegenantikérper
gebunden. Wahrend der Inkubation binden beide Antikdrper gleichzeitig an das in der
Serumprobe vorhandene cTnl. Dabei werden 100 ul Probenvolumen mit 200 pl Tracer und
20 ul Magnetpartikeln versetzt. Nach der zehn Minuten dauernden Inkubationsphase wird ein
Magnetfeld angelegt und der nicht gebundene Tracer weggewaschen. AnschlieRend wird die
Starter-Reagenz hinzugefligt, um die Chemilumineszenz-Reaktion zu starten. Das
Lichtsignal wird in relativen Lichteinheiten gemessen und ist zum cTnl-Gehalt der
Serumprobe direkt proportional. Die Zeitdauer bis zum ersten Messergebnis betragt ca. 17
Minuten, die eigentliche Messung dauert dabei nur 3 Sekunden. Aufeinanderfolgende
Messungen werden im Abstand von 20 Sekunden durchgefihrt und das Ergebnis
anschlieliend am Bildschirm ausgegeben und bei Bedarf ausgedruckt.

Die verwendeten Antikérper sind gegen Epitope in der stabilen Region des cTnl gerichtet.
Diese befinden sich zwischen den Aminosauren 33 und 110.(39)

Der als Tracer verwendete polyklonale Ziegen-Antikérper bindet an die AS 27-39. Der fir die
feste Phase benutzte monoklonale Maus-Antikérper ist gegen den C-terminalen Abschnitt
der stabilen Region des cTnl gerichtet (AS 80-110).

Pro cTnl-Bestimmung wird ein Probenvolumen von 100 pl bendtigt. Ein zusatzliches
Totvolumen von 100 ul, sowie ein Toleranzvolumen von weiteren 100 ul ergeben das

empfohlene Minimalvolumen von 300 pl pro Patientenserum.

2.2.1.2. Ablauf einer Versuchsreihe

Fir jedes neu verwendete cTnl-Reagenzienintegral muss eine Kalibration erfolgen. Die
Kalibration des Assays erfolgte mit den beiden vorhandenen Kalibratoren L und H in jeweils
dreifacher Bestimmung. Um wahrend der Studie eine standardisierte Qualitatskontrolle zu
gewahrleisten, wurde bei der Verwendung jedes Integrals eine Qualitatskontrolle mit allen
funf Kontrollseren durchgefihrt, wobei diese Bestimmungen jeweils im Duplikat durchgeflihrt

wurden.
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Anschliel3end konnten 40 Proben jeweils im Duplikat bestimmt werden, gefolgt von zwei im
Duplikat gemessenen Qualitatskontroll-Seren (K-L und K-H). Diese letzten beiden
Qualitatskontrollen dienen der Erkennung einer eventuellen Drift innerhalb einer Messreihe.

Eine typische Messreihe sieht dann wie in der Tabelle 12 aufgezeichnet aus:

Tabelle 12: Ubersicht typische Messreihe auf Liaison Troponin I

Abkiirzungen:

Kal 0:  Kalibrator low (niedriger Spiegel) K-HH: Kontrollserum very high (#9375-HH)
Kal 1:  Kalibrator high (hoher Spiegel) K-M:  Kontrollserum medium (#9375-M)
K-L:  Kontrollserum low (#9375-L) K-LL: Kontrollserum very low (#9375-LL)

K-H:  Kontrollserum high (#9375-H)

Liaison Troponin |

Kal 0| Kal 1| K-L [K-H |K-HH| K-M | K-LL 40 Proben K-L K-H
Je dreifach Duplikate Duplikate Duplikate
1-6 7-16 17-96 97-100
Qualitatskontrolle Qualitatskontrolle

Wurden in manchen Teilen der Studie weniger als 40 Proben innerhalb einer Reihe
bestimmt, so wurden die freien Platze mit Leerproben aufgefillt, um die Serienlange
konstant zu halten. Die Ergebnisse wurden sofort nach Vervollstdndigung der Messreihe auf
Diskette gespeichert. Zusatzlich wurden sie auf Papier ausgedruckt.

Die Ergebnisse des klinischen Teils wurden zusatzlich auch in einer aggregierten Excel-

Form gespeichert.

2.2.2. Analytische Evaluierung

Ziel der analytischen Evaluation des Liaison cTnl Assays war das Testen der Hypothese,

dass der Assay analytisch zuverlassig ist. Die Evaluation bestand aus folgenden Teilen.

e Prazisionsbestimmung (intra- und inter-assay) — Miinchen und Mainz
e Verdinnungslinearitat — nur Minchen

¢ High-Dose-Hook Effekt — nur Miinchen

e Funktionelle Sensitivitdt — Minchen und Mainz

e Einfluss von Probenmaterial — Minchen und Mainz

e Lagerungsdauer und -temperatur — Minchen und Mainz

¢ Einfluss endogener Stérsubstanzen — nur Miinchen.

2.2.2.1. Intra-Assay Prazisionsbestimmung

Prinzipiell unterscheidet man zwei Arten der Prazision: die infra- und die inter-assay
Prazision. Bei der intra-assay Prazision wird der Variationskoeffizient bei
aufeinanderfolgenden Messungen des gleichen Serums innerhalb einer Versuchsreihe

gemessen.
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Die bereits beschriebenen lyophilisierten Qualitatskontrollseren (LL, L, M, H, HH und L1, L2,
L3) mit verschiedenen Troponinkonzentrationen wurden hierzu mit je 3 ml destilliertem
Wasser aufgelést und nach dem in Tabelle 13 dargestellten Ladeschema als Einzelwerte

gemessen:

Tabelle 13: Ladeschema fiir die Intra-Assay-Prdzisionsbestimmung

Rack .
N 1 2 3 10

Pos. | Probe |Ergebn. | Pos.| Probe |Ergebn.|Pos.| Probe | Ergebn. Pos. | Probe | Ergebn.
in Nr. in Nr.. in Nr. in Nr..

Rack Rack Rack Rack
1 L1 7 1 L1 15 1 L1 23 1 L1 86
2 L2 8 2 L2 16 2 L2 24 2 L2 87
3 L3 9 3 L3 17 3 L3 25 3 L3 88
4 LL 10 4 LL 18 4 LL 26 4 LL 89
5 L 11 5 L 19 5 L 27 5 L 90
6 M 12 6 M 20 6 M 28 6 M 91
7 H 13 7 H 21 7 H 29 7 H 92
8 HH 14 8 HH 22 8 HH 30 8 HH 93
9 9 9 9
10 10 10 10

Somit wurde innerhalb einer Versuchsreine zehn Mal der Wert von acht identischen

Kontrollsera gemessen.

2.2.2.2. Inter-Assay-Prazision

Um die Inter-Assay Prazision zu ermitteln, wird ein Kontrollserum in mehreren
unabhangigen Versuchsreihen gemessen. Hieraus wird dann der Variationskoeffizient der
Messwertstreuung berechnet.

Um die inter-assay Prazision des Liaison cTnl-Assay zu bestimmen, wurden die
Wertabweichungen der nach Protokollvorgabe gemessenen Kontrollseren der verschiedenen
Messlaufe zwischen dem 20.11.2001 und 2.2.2002 analysiert.

2.2.2.3. Verdunnungslinearitat
Beim Testen dieser Eigenschaft geht es darum, eine Serumprobe mit relativ hoher cTnl-
Konzentration in definierten Schritten zu verdiinnen um dann bestimmen zu konnen, ob die

gemessenen Werte den Gesetzen der Linearitat folgen.
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Die Verdinnung von sechs Patientenproben wurde (wie in Tabelle 14 beschrieben) mit

Liaison Troponin | Diluent durchgefihrt:

Tabelle 14: Verdiinnungsschema fiir Versuchsabschnitt ,, Verdiinnungslinearitdit

Probennummer X (von 1 bis 6)

Konzentrationsstufe 1 2 3 4 5 6
Relative Konzentration des 1 0,8 0,4 0,2 0,1 0
Patientenserums

Serumvolumen (ul) 400 320 160 80 40 -
Zusatz von Diluent in pl - 80 240 320 360 400

Diese sechs mal sechs Proben wurden anschlief3end in einer Versuchsreihe gemessen.

2.2.2.4. Funktionelle Sensitivitat

Um die funktionelle Sensitivitdt zu bestimmen, wurden Patientenproben verdinnt und die
cTnl-Konzentration in jeder Verdiinnung bestimmt. Diejenige cTnl-Konzentration, die in der
Inter-Assay-Variabilitat einen Variationskoeffizient von 20% hat, wird als funktionelle
Sensitivitdt bezeichnet. Man kann sie auch als funktionelle Nachweisgrenze bezeichnen.

Die funf Patientenproben wurden entsprechend folgendem Protokoll (Tabelle 15) mit dem

Liaison Troponin | Diluent versetzt:

Tabelle 15: Verdiinnungsschema fiir Versuchsabschnitt ,, Funktionelle Sensitivitdt*
Probennummer X (von 1 bis 5)

Konzentrationsstufe 1 2 3 4 5 6
Verdunnungsquotient 1 1:3 1:9 1:27 1:81 0
Serumvolumen (ml) 3 < 1 < 1 < 1 < 1 -
+ ... Verdiinner (ml) - 2 2 f 2 [ o2 2
Volumen fiir nachste Verdiinng. (ml) 1 1 1 1 - -
Probevolumen (ml) 2 2 2 2 2 2
Aliquotierung des Probevolumens in |5x0,4 ml| 5x0,4 ml | 5x0,4 ml| 5x0,4 ml | 5x0,4 ml | 5x0,4 ml

Die sechs verschiedenen Konzentrationen der finf Proben wurden wiederum in jeweils funf
0,4 ml Aliquote A, B, C, D und E geteilt. Die finf mal 30 Aliquote wurden bei —20°C
eingefroren. Daraufthin wurden die Aliquote an finf unterschiedlichen Tagen (Tag A bis Tag
E) gemessen. Auf diese Weise konnte die Prazision der verschiedenen Konzentrationen
anhand von jeweils finf Ergebnissen gemessen an finf unterschiedlichen Tagen berechnet

werden.
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2.2.2.5. Einfluss von Probenmaterial

Zur Bestimmung von cTnl kdnnen verschiedene Probenmaterialien (Serum, EDTA-Plasma,
Citrat-Plasma, Heparin-Plasma, usw.) verwendet werden. Dabei kann das Probenmaterial
Auswirkungen auf die Messergebnisse haben. Es wurde untersucht, ob Serum im Vergleich
zu EDTA-Plasma, Citrat-Plasma oder Heparin-Plasma unterschiedliche Ergebnisse liefert.
Dazu wurden in Minchen und Mainz Serum/EDTA-Plasma und Serum/Citrat-Plasma

analysiert. Zusatzlich wurde in Mainz ein Vergleich Serum/Heparin-Plasma durchgefihrt.

2.2.2.6. Einfluss von Lagerungsdauer und

Lagerungstemperatur

Ein wesentliches Qualitdtsmerkmal in der labormedizinischen Diagnostik ist die Kenntnis

Uber den Einfluss von Lagerungsbedingungen auf den Analyten.

Der erste Teil dieses Experiments bestand daraus, jede Serumprobe in jeweils vier Portionen

zu 0,4 ml zu aliquotieren (Aliquot A, B, C, und D) und folgenden unterschiedlichen

Lagerungsbedingungen zu unterwerfen:

e Aliquot A: Lagerung flr 8 h bei 2-8°C, anschliefiend Aufbewahrung bei -20°C

e Aliquot B: Lagerung fir 1 d bei Raumtemperatur, anschliefiend Aufbewahrung bei -20°C

e Aliquot C: Lagerung fur 2 d bei —20°C, einstindiges Auftauen bei Raumtemperatur,
anschliefiend Aufbewahrung bei —20°C

e Aliquot D: Lagerung flr 7 d bei 2-8°C, anschlieRend Aufbewahrung bei —20°C.

Nachdem alle Proben mindestens einen Tag bei —20°C gelagert waren, wurden sie aufgetaut

und in einer Versuchsreihe gemessen.

Der zweite Teil des Experiments bestand darin, die Langzeitstabilitdt des klinischen
Probenmaterials zu untersuchen. Dazu wurden Patientenseren mit verschiedensten cTnl-
Werten nach > 24 Monaten Lagerung bei —20 °C aufgetaut und auf dem Liaison cTnl noch
einmal gemessen. Die gemessenen Werte wurden dann mit den im frischen Material

gemessenen Werten verglichen.

2.2.2.7. Einfluss endogener Storsubstanzen

Finden sich in einer Serumprobe extrem hohe Werte von méglichen Interferenzmaterialien
wie zum Beispiel Triglyceride oder Bilirubin, kann dies die Messergebnisse eines Assays
beeinflussen bzw. stdren.

Die hier untersuchten vier Gruppen beinhalteten jeweils finf hamolytische, lipadmische und
ikterische Seren. Zum Vergleich wurden funf Serumproben ohne potenzielle Stérsubstanzen

untersucht. Dieser Versuchsteil wurde nur in Minchen durchgefihrt.
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Die Seren wurden nach dem in Tabelle 16 dargestelltem Schema mittels Liaison Troponin-I-
Konzentrat (,spike solution“) mit cTnl angereichert und dann gegebenenfalls mit dem Liaison

Diluent verdiinnt.

Tabelle 16: Verdiinnungsschema fiir Versuchsabschnitt ,, Einfluss endogener Stérsubstanzen "

Probe: ohne cTnl angereichert | angereichert, | angereichert,
1:2 1:4
Probenvolumen 1500 pl }000 ul ;00 ul ;OO ul
Zusatz von Verdinner - / - 500 pl /500 ul
Zusatz von cTnl-Konzentrat - / 10 pl / - / [ -
Volumen fiir nachsten Schritt ‘IOOOQ 500 u/l 500 p( -
Restvolumen fir Messung 500 pl 510 ul 500 ul 1000l

Somit erhielten wir flr jede der vier verschiedenen Gruppen (hamolytisch, lipamisch,
ikterisch, normal):

e Finf Seren ohne cTnl jedoch mit hohem Gehalt an Interferenzmaterial

e Finf Seren mit cTnl und hohem Gehalt an Interferenzmaterial

e Finf Seren mit sowohl cTnl als auch Interferenzmaterial in Verdiinnung 1:2

e Funf Seren mit sowohl cTnl als auch Interferenzmaterial in Verdinnung 1:4.

Diese vier mal 20 Proben wurden in zwei Versuchsserien gemessen.

2.2.2.8. Referenzwerte gesunder Personen ohne
Herzkrankheiten

Die Proben der gesunden Personen wurden analog dem allgemeinen Schema auf dem
Liaison Assay gemessen. Zusatzlich wurden die Proben mit den ,In-Haus-Methoden® in

Minchen und Mainz gemessen und gegentibergestellt.

2.2.2.9. Analytischer Methodenvergleich

Die wahrend des klinischen Teils mittels mehrerer Assays gemessenen Seren wurden
retrospektiv ausgewertet. Ziel war es, Korrelationen zwischen den einzelnen Assays zu
finden. Um Korrelationen im wichtigeren, niedrigen Messbereich zu finden, wurden die
Berechnungen auch fiir den niedrigen Messbereich (< 0,5 ng/ml) durchgefihrt.

Es wurden flr Elecsys und Dimension je 85 Zwillingsproben, fiir den Immulite insgesamt 120

Parallelmessungen ausgewertet.
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2.2.3. Klinische Evaluierung

Die verschiedenen klinischen Patientengruppen wurden unter Einhaltung der unter ,2.2.1.2
Ablauf einer Versuchsreihe“ beschriebenen Vorgaben gemessen. Es wurde versucht,
Proben aus einer Patientengruppe soweit wie moglich auf dem gleichen Integral zu messen.
Soweit genug Probenmaterial vorhanden war, wurden auch Messungen auf den
Vergleichsgeraten (Dimension Troponin |, Stratus Troponin |, Immulite Troponin | und

Elecsys Troponin T) durchgefihrt.

2.3. Statistische Methodik

Zur statistischen Auswertung wurde Microsoft Excel 2000® und Analyse-It® fir Microsoft
Excel verwendet. Um das Liaison cTnl mit den anderen Methoden zu vergleichen, wurde die
Methode nach Passing und Bablok verwendet. Trendgraden wurden je nach Darstellungsart
linear, logarithmisch oder potenziell berechnet und dargestellt. Zur Erkennung der
diagnostischen Effizienz im Vergleich zu anderen Assays wurden Vier-Felder-Tafeln
verwendet. Zur Berechnung der Korrelationen zwischen den Streuungen der
Modellparameter und der Ergebnisstreuung wurde der Bravais-Pearson Koeffizient (kurz

Pearson-Koeffizient) in Verbindung mit Konfidenzintervallen eingesetzt.
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3. Ergebnisse
3.1. Analytische Evaluierung

3.1.1. Intra-Assay-Prazision

In Tabelle 17 sind die Ergebnisse der Intra-Assay Prazisionsuntersuchungen aufgelistet.

Tabelle 17: Miinchen und Mainz; Intra-Assay-Prdzision gemessen an acht Kontrollseren L1-L3 und LL-HH.
(* nd = nicht durchgefiihrt)

Kontrollsera

Miinchen LL L L1 M L2 H L3 HH
N 10 10 10 10 10 10 10 10
Mittelwert (ng/ml) 0,10 0,32 0,61 0,88 11,99 4,73 46,90 | 67,87
SD (ng/ml) 0,01 0,01 0,04 0,02 0,51 0,08 0,98 2,17
CV (%) 7,11 3,40 5,96 2,13 4,26 1,64 2,09 3,19
Mainz LL L L1 M L2 H L3 HH
N 9 nd* 10 9 10 10 10 10
Mittelwert (ng/ml) 0,12 nd 0,49 1,09 9,49 9,48 39,63 | 78,41
SD (ng/ml) 0,01 nd 0,01 0,04 0,46 0,22 2,40 2,71
CV (%) 4,34 nd 13,55 3,45 4,82 2,30 6,07 3,50
Zielbereich (ng/ml) 0,07- 0,14- 0,37- 0,76- 5,95- 7,10- | 29,98- | 58,90-

0,11 0,48 0,97 1,14 15,74 | 10,10 | 57,98 | 8340

Bis auf den Variationskoeffizienten (CV) von L1 aus Mainz liegen alle CVs unter 10%. Das
arithmetische Mittel der Minchner CVs fur die Intra-Assay-Prazision liegt bei 3,73% (Bereich
von 1,64%-7,11%), der Durchschnitt der CVs aus Mainz betragt 5,43% (Bereich von 2,30%-

13,55%). Dabei ist die Prazision im tiefen Bereich ungunstiger als im hohen Messbereich.

Positionsabhédngige Driftanalyse

Um festzustellen, ob eine positionsabhangige Drift vorliegt, wurde berechnet, ob es etwaige
— mit der Messreihenfolge zusammenhangende — Trends innerhalb der zehn Messungen
einer Versuchsreihe gibt (steigend oder fallend). Anschlieliend wurde die Steigung und die
Korrelation zwischen den einzelnen Messergebnissen sowie der jeweiligen Messposition

errechnet und in Tabelle 18 dargestellt.
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Tabelle 18: Ergebnisse zur Analyse einer evtl. vorhandenen positionsabhdngigen Drift

[Miinchen L1 L2 L3 LL L M H HH
Steigung 0,74 0,86 0,27 0,55 0,88 -0,03 -0,11 -0,25
|Korre|ation 0,38 0,61 0,40 0,23 0,78 -0,03 -0,20 -0,23
[Mainz L1 L2 L3 LL L M H HH
Steigung 1,15 0,88 1,13 -4,88 1,79 5,92 0,55 0,26
|Korre|ation 0,25 0,56 0,56 -0,46 0,52 0,56 0,73 0,23

Es ist keine Korrelation zwischen Position und Messwert erkennbar. Somit ist auch keine

positionsabhangige Drift vorhanden.

3.1.2. Inter-Assay-Prazision

In Minchen wurden die funf identischen Kontrollseren in zehn Messungen an acht

unterschiedlichen Messtagen zwischen dem 20.11.2001 und dem 16.1.2002 gemessen. Die

16 in Mainz durchgeflihrten Messungen an elf Messtagen fanden zwischen dem 27.11.2001

und dem 2.2.2002 statt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19: Inter-Assay-Prdzision des Liaison Troponin I Assays in Miinchen und Mainz

* nd = nicht durchgefiihrt

Kontrollsera

Miinchen LL L M H HH
N 10 8 10 10 10
Mittelw. (ng/ml) 0,09 0,27 0,86 4,6 67,5
SD (ng/ml) 0,009 0,028 0,038 0,289 5,04
CV (%) 10,45 10,06 4,36 6,30 7,47
Mainz LL L M H HH
N 16 nd* 16 16 16
Mittelw. (ng/ml) 0,11 nd* 0,96 8,5 70,3
SD (ng/ml) 0,015 nd* 0,053 0,441 4,94
CV (%) 13,85 nd* 5,50 5,17 7,03
Zielbereich (ng/ml) 0,07-0,11 0,14-0,48 0,76-1,14 7,1-10,1 58,9-83,4

In Minchen lagen die Variationskoeffizienten (CVs) zwischen 4,36% und 10,45% mit einem

Durchschnitt von 7,73%. Der Durchschnitt der Mainzer CVs lag bei 7,88%, die einzelnen

Werte umfassen einen Bereich von 5,17% bis 13,85%. Eine gemeinsame Auswertung war

nicht mdglich, da an beiden Studienzentren unterschiedliche Kontrollchargen verwendet

wurden.
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3.1.3. Verdunnungslinearitat

In Tabelle 20 sind die Messwerte der sechs Serumproben (S1-S6) nach linearer Verdiinnung
aufgetragen. Die jeweiligen relativen Abweichungen des gemessenen zum kalkulierten
Messwert sind in Prozent dargestellt.

Aullerdem ist die durchschnittliche prozentuale Abweichung je Serum angegeben.

Tabelle 20: Werte Miinchen — Verdiinnungslinearitdt
gemessen an sechs mit cTnl hochangereicherten Patientenseren.

Relative |Gemessene Erwarteter|Recovery| Rel. Abwchg. [Durchschn. %
Probe |Verdiinnung| Konzentrat. | Konz. CV Wert (%) zu 100%__ |Abwchg.
S$1 1 625.1 2.6 625.10 100.0
0.8 482.2 14 500.12 96.4 3.6
0.4 230.6 3.8 250.17 92.2 7.8 7.2
0.2 114.6 04 125.20 91.5 85
0.1 57.05 0.5 62.71 91.0 9.0
0 0.22 771 - -
S2 1 296.5 0.1 296.50 100.0
0.8 256.4 1 237.23 108.1 8.1
04 121.5 0.8 118.70 102.4 24 2.9
0.2 59.35 2.8 59.44 99.9 0.1
0.1 30.06 1.4 29.80 100.9 0.9
0 0.17 81.4 - -
S3 1 588.4 0.3 588.40 100.0
0.8 4458 3.2 470.74 947 53
04 2181 3.9 235.42 92.6 74 9.2
0.2 102.4 1.3 117.76 87.0 13.0
0.1 52.36 45 58.93 88.9 111
0 0.1 69.1 - -
S4 1 704.5 3.4 704.50 100.0
0.8 605.6 4.4 563.62 107 .4 74
04 275.6 1.9 281.87 97.8 2.2 3.4
0.2 138.7 0.3 140.99 98.4 1.6
0.1 72.25 2 70.55 102.4 24
0 0.11 15.1 - -
S5 1 1027 0 1027.00 100.0
0.8 976.1 0.3 821.63 118.8 18.8
04 416.8 0.8 410.90 1014 14 6.1
0.2 2021 2.5 205.54 98.3 1.7
0.1 105.4 1.1 102.85 102.5 2.5
0 017 30.9 - -
S6 1 230.3 3.6 230.30 100.0
0.8 196.3 4.6 184.28 106.5 6.5
0.4 113.9 0.7 92.25 123.5 23.5 20.6
0.2 57.22 0.8 46.24 123.8 23.8
0.1 29.84 2.2 23.23 128.5 28.5
0 0.22 789 - -

Der Gesamtdurchschnitt der prozentualen Abweichungen bei der Untersuchung der

Verdinnungslinearitat betragt 8,2%.
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3.1.4. Funktionelle Sensitivitat

Die Messungen der funktionellen Sensitivitat lieferten folgende Ergebnisse (Tabelle 21).

Dargestellt ist dabei, getrennt nach Zentrum, der Mittelwert aus finf Messungen.

Tabelle 21: Werte Miinchen und Mainz — Funktionelle Sensitivitdt

IMONCHEN Imainz
Verdiinnungs-| Mittelwert Verdiinnungs-|Mittelwe
Probe quotient in ng/ml SD CV% |Probe| quotient in ng/ml SD CV%
1 1 1,454 0,08 54 1 1 1,250 0,036 2,8
3 0,493 0,04 7,8 3 0,394 0,006 1,6
9 0,146 0,01 9,1 9 0,125 0,003 2,3
27 0,052 0,00 9,3 27 0,050 0,009 18,7
81 0,025 0,01 25,0 81 0,015 0,006 37,7
0 0,010 0,01 71,3 0 0,007 0,002 36,6
2 1 1,027 0,07 6,81 2 1 1,533 0,049 3,2
3 0,338 0,03 8,9 3 0,582 0,014 2,4
9 0,101 0,01 10,1 9 0,170 0,004 2,5
27 0,044 0,00 7,1 27 0,058 0,003 5,1
81 0,016 0,01 38,2 81 0,027 0,004 14,2
0 0,009 0,01 58,3 0 0,006 0,003 40,0
3 1 0,637 0,04 6,11 3 1 1,368 0,048 3,5
3 0,151 0,01 9,5 3 0,440 0,037 8,5
9 0,054 0,00 8,7 9 0,139 0,009 6,6
27 0,021 0,00 16,5 27 0,052 0,007 13,0
81 0,023 0,01 52,0 81 0,021 0,003 12,6
0 0,012 0,01 57,8 0 0,008 0,005 63,7
4 1 0,063 0,01 10,11 4 1 0,287 0,008 2,9
3 0,037 0,01 32,6 3 0,123 0,012 9,4
9 0,019 0,01 64,9 9 0,055 0,004 6,7
27 0,014 0,01 68,2 27 0,032 0,011 32,8
81 0,011 0,01 47,7 81 0,013 0,008 66,2
0 0,006 0,00 16,0 0 0,007 0,003 48,5
5 1 0,180 0,02 12,00 5 1 0,326 0,015 4,7
3 0,068 0,01 10,5 3 0,147 0,010 6,8
9 0,030 0,01 31,7 9 0,070 0,004 5,0
27 0,014 0,01 38,1 27 0,030 0,006 19,5
81 0,008 0,00 43,3 81 0,014 0,004 31,9
0 0,005 0,00 16,6 0 0,008 0,004 49,8
6 1 0,193 0,02 12,8] 6 1 0,298 0,014 4,8
3 0,076 0,01 14,1 3 0,097 0,003 3,0
9 0,030 0,01 18,1 9 0,043 0,005 11,7
27 0,015 0,01 39,8 27 0,018 0,008 41,5
81 0,008 0,00 49,8 81 0,012 0,007 59,0
0 0,006 0,00 28,9 0 0,008 0,006 73,3

Die Messwerte sind in Abbildung 6 bis Abbildung 8 graphisch dargestellt, wobei in Abbildung

6 und Abbildung 7 nur die tiefen Bereiche, getrennt in die Ergebnisse aus Minchen und

Mainz, und in der Abbildung 8 die Miinchner und Mainzer Ergebnisse kombiniert aufgetragen

sind. Dabei ist flr jede Funffachbestimmung der Variationskoeffizient gegenuiber der

gemessenen mittleren Konzentration dieser fliinf Bestimmungen dargestellt.
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Funktionelle Sensititivitat Liaison-cTnl - Miinchen

Variationskoeffizient (%)

0,001 0,01 0,1 1 10

Durchschnittliche Konzentration cTnl in ng/ml

Abbildung 6. Funktionelle Sensitivitdt des Liaison-cTnl-Assays in Miinchen

Funktionelle Sensititivitat Liaison-cTnl - Mainz

Variationskoeffizient (%)

0,001 0,01 0,1 1 10

Durchschnittliche Konzentration cTnl in ng/ml

Abbildung 7: Funktionelle Sensitivitdt des Liaison-cTnl-Assays in Mainz
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Funktionelle Sensitivitat Liaison-cTnl -
Miinchen und Mainz
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Durchschnittliche Konzentration cTnl in ng/ml

Abbildung 8: Funktionelle Sensitivitit des Liaison-cTnl-Assays in Miinchen und Mainz.
Aggregierte Darstellung

Die Trendkurve schneidet einen Variationskoeffizienten von 20% bei einem Wert von < 0,03

ng/ml. Demnach liegt definitionsgeman die funktionelle Sensitivitat des Liaison Tnl Assays
bei 0,03 ng/ml.
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3.1.5. Einfluss des Probenmaterials

In Tabelle 22 sowie in Abbildung 9 sind die Passing-Bablok-Gleichungen der jeweiligen
Serum-Plasmapaare fir die Plasmen EDTA, Citrat und Heparin dargestellt.(58) Alle
Ergebnisse sind ohne Beschrankung auf einen Maximalwert berucksichtigt. Dabei werden
die Ergebnisse fir jedes Studienzentrum separat und dann zusammen dargestellt.

Um eine genauere Aussage fir den entscheidenden tiefen Messbereich zu treffen, wurden in
einer zweiten Auswertung ausschlieBlich solche Werte herangezogen, in denen die

Serumkonzentration unter 5 ng/ml liegt.

Tabelle 22: Ubersicht der Ergebnisse ,, Einfluss des Probenmaterials “ fiir alle Werte.

Gezeigt sind die Passing-Bablok-Gleichungen und die Pearson-Korrelation der Probenpaare Serum vs. EDTA,
Serum vs. Citrat und Serum vs. Heparin fiir Miinchen bzw. Mainz und dann zusammen.

x entspricht dem cTnl Serumwert; y entspricht dem jeweiligen cTnl Plasmawert.

Plasma zu Serum fiir alle Werte
x-Wert ist immer cTnl Serum

Ort y-Wert Gleichung n r 95%
cTnl nach Passing-Bablok Pearson | Konfidenz-
intervall
Minchen EDTA y = 0,944x + 0,036 18 0,99 1,00 - 1,00
Mainz EDTA y =0,728x + 0,028 19 0,99 0,98 - 1,00
Miinchen und EDTA Y =0,880x + 0,018 37 0,99 0,99 - 1,00
Mainz
Minchen Citrat y =0,790x + 0,053 18 1,00 1,00 - 1,00
Mainz Citrat y = 0,956x + 0,004 27 0,99 0,98 - 1,00
Miinchen und Citrat y = 0,904x + 0,007 45 0,99 0,99 - 1,00
Mainz
Muinchen Heparin nicht durchgefiihrt 0 - -
Mainz Heparin y = 0,764x - 0,007 24 0,99 0,98 — 1,00
Miinchen und Heparin y = 0,764x - 0,007 24 0,99 0,98 — 1,00
Mainz
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Tabelle 23: Ubersicht der Ergebnisse ,, Einfluss des Probenmaterials “ fiir Serumwerte <5 ng/ml

Gezeigt sind die Passing-Bablok-Gleichungen und die Pearson-Korrelation der Probenpaare Serum vs. EDTA;
Serum vs. Citrat und Serum vs. Heparin fiir Miinchen bzw. Mainz und dann zusammen fiir Werte <5 ng/ml.

x entspricht dem cTnl Serumwert; y entspricht dem jeweiligen cTnl Plasmawert.

Plasma zu Serum fiir Werte < 5ng/ml
x-Wert ist immer cTnl Serum

Ort y-Wert Gleichung n r 95%

cTnl nach Passing-Bablok. Pearson | Konfidenz-

intervall

Munchen EDTA y =0,999x + 0,013 13 0,99 0,97 -1,00
Mainz EDTA y =0,714x + 0,023 16 0,98 0,95-0,99
Miinchen und EDTA y =0,967x + 0,004 29 0,98 0,96 — 0,99
Mainz
Munchen Citrat y =0,923x - 0,014 13 1,00 0,99 -1,00
Mainz Citrat y = 0,959x + 0,003 24 0,99 0,97 - 0,99
Miinchen und Citrat y = 0,926x + 0,004 37 1,00 0,99 - 1,00
Mainz
Minchen Heparin nicht durchgeflhrt 0 - -
Mainz Heparin y =0,710x — 0,006 21 0,98 0,96 — 0,99
Miinchen und Heparin y =0,710x — 0,006 21 0,98 0,96 — 0,99
Mainz

Die Ergebnisse sowohl der Minchner als auch der Mainzer Messungen zeigen, dass cTnl in
EDTA-Plasma und Citrat-Plasma eine ca. 7% tiefere Konzentration als in Serum zeigt. Die
Heparinproben waren ca. 26% niedriger als die Serum Zwillings-Proben.

Wenn man sich auf die Serumwerte < 5 ng/ml beschrankt, sind die EDTA-Werte ca. 3%
niedriger, die Citrat-Werte 6% niedriger und Heparin ca. 27% niedriger. Im Vergleich aller
Messwerte zu jenen < 5 ng/ml finden sich also keine grofden relativen Unterschiede.

Die Abbildung 9 zeigt alle Plasmawerte aus Minchen und Mainz im Verhaltnis zu den
Serumwerten und die entsprechenden linearen Trendlinien und deren Gleichungen flr
EDTA-Plasma, Citrat-Plasma und Heparin-Plasma. In der Abbildung 10 sind hingegen nur

die Proben mit einer cTnl-Serumkonzentration < 5 ng/ml gegeneinander aufgetragen.
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Abbildung 9: Plasma vs. Serum (alle Werte): EDTA, Citrat und Heparin im Vergleich zu Serumproben
cTnl-Messungen in Miinchen und Mainz; Vergleich der EDTA-, Citrat- und Heparin-Plasmaproben zu
Serumwerten mit Trendlinien.
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Abbildung 10: Plasma vs. Serum (< 5 ng/ml): EDTA, Citrat und Heparin im Vergleich zu Serumproben
cTnl-Messungen in Miinchen und Mainz; Vergleich der EDTA-, Citrat- und Heparin-Plasmaproben zu
Serumwerten mit Trendlinien.
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3. Ergebnisse

3.1.6. Einfluss der Lagerungsdauer und

Lagerungstemperatur

Miinchen

Die zehn Proben, gemessen mit zwei verschiedene Chargen des Reagenzienmaterials,

ergeben die in Tabelle 24 dargestellten Messwerte:

Tabelle 24: Einfluss der Lagerungsdauer und Lagerungstemperatur auf die Proben; Werte Miinchen

Charge 1
Alle rel. rel. rel. rel. rel.
Konz. in ng/ml Abw. Abw. Abw. Abw. Abw.
Probe 1 (%) 2 (%) 3 (%) 4 (%) 5 (%)
2-8°C,8h 14,80 | 100,0 | 2,81 | 100,0 | 1,41 | 100,0 | 1,19 | 100,0 | 1,65 | 100,0
20°C, 24 h 13,60 | 91,9 | 2,98 | 106,0 | 1,25 | 88,7 nd* nd* 1,48 | 89,7
aufgetaut u.
wieder 15,20 | 102,7 | 2,65 | 94,3 | 1,39 | 98,6 | 1,21 | 101,7 | 1,65 | 100,0
eingefroren
2-8°C, 7d 1420 | 959 | 2,84 | 1011 | 1,25 | 88,7 | 1,06 | 89,1 1,39 | 84,2
Mittelwert: 14,45 2,82 1,33 1,15 1,54
CVin %: 4,8 4,8 6,6 7,1 8,4
Charge 2
Alle rel. rel. rel. rel. rel.
Konz. in ng/mil Abw. Abw. Abw. Abw. Abw.
Probe 6 (%) 7 (%) 8 (%) 9 (%) 10 (%)
2-8°C, 8 h 0,28 | 100,0 | 0,43 | 100,0| 1,16 | 100,0 | 1,03 | 100,0 | 0,49 | 100,0
20°C, 24 h 0,24 | 859 | 0,41 | 958 | 1,08 | 931 1,07 | 103,9 | 0,51 | 103,7
aufgetaut u.
_wieder 0,28 | 101,1| 0,47 | 110,5| 1,18 | 101,7 | 1,05 | 101,9 | 0,52 | 106,7
eingefroren
2-8°C, 7d 0,26 | 92,8 | 0,39 | 91,3 | 1,03 | 88,8 | 1,01 98,1 0,50 | 102,6
Mittelwert: 0,26 0,42 1,11 1,04 0,51
CVin %: 7,4 8,3 6,3 2,5 2,7

(* nd = nicht durchgefiihrt)

Die durchschnittliche Abweichung betragt 5,88%. Eine Kurzzeitlagerung ist somit fir die
Bestimmung von cTnl unkritisch. In den Diagrammen der Abbildung 11 und Abbildung 12

sind die relativen Abweichungen der zehn Proben, gemessen mit zwei verschiedenen

Chargen, nochmals graphisch dargestellit.
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Miinchen - Lagerungsbedingungen - Charge 1
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Abbildung 11: Werte Miinchen, Einfluss Lagerungsdauer und Lagerungstemperatur, Charge 1

Miinchen - Lagerungsbedingungen - Charge 2
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Abbildung 12: Werte Miinchen; Einfluss Lagerungsdauer und Lagerungstemperatur; Charge 2
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Mainz

Die Ergebnisse der zehn Mainzer Proben, die ebenfalls mit zwei unterschiedlichen Chargen

Reagenzienmaterial gemessen wurden, sind in Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25: Einfluss der Lagerungsdauer und Lagerungstemperatur auf die Proben; Werte Mainz
(*: zu Probe 7: sieche Kommentar im Text)

Charge 1
Alle rel. rel. rel. rel. rel.
Konz. in ng/ml Abw. Abw. Abw. Abw. Abw.
Probe 1 (%) 2 (%) 3 (%) 4 (%) 5 (%)

2-8°C,8h 0,83 | 100,0 | 0,18 | 100,0 | 0,33 | 100,0 | 1,47 | 100,0 | 0,18 | 100,0
20°C,24 h 0,82 | 986 | 0,19 | 107,2| 0,34 | 101,8| 1,22 | 83,0 | 0,16 | 87,8
aufgetaut u.
eir:lic/;ieef(:g:en 0,81 | 976 | 0,19 | 1056 | 0,35 | 106,1 | 1,19 | 81,0 | 0,18 | 101,1

2-8°C,7d 091 | 1086 | 0,16 | 87,8 | 0,31 | 945 | 1,28 | 87,1 | 0,16 | 88,3

Mittelwert: 0,84 0,18 0,33 1,29 0,17
CVin %: 5,0 8,8 4,8 9,7 7,7
Charge 2
Alle rel. rel. rel. rel. rel.
Konz. in ng/ml Abw. Abw. Abw. Abw. Abw.
Probe 6 (%) 7 (%) 8 (%) 9 (%) 10 (%)

2-8°C,8h 0,11 | 100,0 | 0,03* | 100,0 | 0,06 | 100,0 | 0,15 | 100,0 | 0,22 | 100,0
20°C,24 h 0,10 | 87,1 | 0,02* | 86,0 | 0,06 | 1024 | 0,13 | 89,7 | 0,24 | 104,9
aufgetaut u.
weder | 0,00 | 79,6 | 0,02 | 60,0 | 0,07 | 1187 | 014 | 96,6 | 024 | 1054
eingefroren
2-8°C,7d 0,09 | 81,8 | 0,02* | 60,0 | 0,06 | 99,2 | 0,15 | 106,2 | 0,21 | 95,1
Mittelwert: 0,10 0,02* 0,06 0,14 0,23

CVvin%: 10,5 26,0* 87 7,0 4,8

Der Durchschnitt des Variationskoeffizienten betragt bei den in Mainz gemessenen Proben
9,30%, wobei die Probe Nr. 7 einen starken Konzentrationsabfall aufweist. Auch hier zeigt
sich im Mittel kein Einfluss einer Kurzzeitlagerung auf den Analyten. Die relativen
Abweichungen von Charge 1 bzw. Charge 2 sind in Abbildung 13 bzw. Abbildung 14

graphisch aufgezeichnet.
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Abbildung 13: Werte Mainz, Einfluss Lagerungsdauer und Lagerungstemperatur; Charge 1
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Abbildung 14: Werte Mainz, Einfluss Lagerungsdauer und Lagerungstemperatur, Charge 2

Miinchen und Mainz

Der Gesamtdurchschnitt der Variationskoeffizienten aus Minchen und Mainz betragt 7,59%,

was einer sehr guten mittleren Kurzzeitstabilitat des Analyten entspricht.

Langzeit-Stabilitatsmessung

Stellt man die wiederholten Messungen auf dem Liaison-cTnl

im Vergleich zum

Ursprungswert graphisch dar, erhalt man Abbildung 15. Hier wurde die relative Mess-

Differenz nach zwei Jahren gegen den absoluten urspriinglichen Wert aufgetragen.
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Langzeitstabilitat von Liaison cTnl
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Abbildung 15: Zweijahresstabilitdit; relative Differenz zu absoluter Ursprungskonzentration

Der Mittelwert der 49 relativen Differenzen ergab nach zwei Jahren ca. 15% niedrigere
Werte, mit einer Standardabweichung von 28,37% und einem CV von 33,45%. Die relativen
Zweijahresergebnisse umfassten eine Spanne von 20 bis 156%.

Insgesamt ergibt sich eine recht gute Wiederfindung nach > 24 Monaten Lagerung bei -20°C,
wobei tendenziell niedrigere Werte gefunden wurden.

Betrachtet man lediglich die 27 tiefen Werte im Bereich der Entscheidungsgrenze (bis ca. 1
ng/ml), so zeigt sich wie in Abbildung 16 dargestellt, ebenfalls eine relativ gute

Wiederfindung mit funf, nach Gber zwei Jahren ,falsch-negativen® Werten.

Langzeitstabilitat von Liaison cTnl fiir Werte <1ng/I
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Abbildung 16: Zweijahresstabilitdt; Rel. Differenz zu absoluter Ursprungskonzentration; Werte < 1 ng/ml
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3.1.7. Einfluss endogener Storsubstanzen

Tabelle 26 bis Tabelle 28 zeigen den Einfluss endogener Stérsubstanzen wie Bilirubin,
Hamoglobin und Triglyceride. Dargestellt sind jeweils die Messergebnisse des die
Storsubstanz enthaltenden Serums (,Stérinterferenz®), des an c¢Tnl reichen Serums
(,Stor+Spiked”) sowie der zwei Verdinnungsstufen. Zum Vergleich wurden die erwarteten

cTnl Werte angegeben und deren Wiederfindung berechnet.

Tabelle 26: Endogene Interferenzen — Tabelle 27: Endogene Interferenzen —
Normales Serum Hdmolytisches Serum
Storinterferenz = Normales Serum Storinterferenz = Hamolytisches Serum
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter Wieder-
Nr. 1 ng/ml | (%) | Wert |findung (%) Nr. 1 ng/ml_| (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,005 | 1,2 Storinterferenz 0,006 35
Stor+Spiked 10,5 [0,2 Stor+Spiked 6,34 0,1
Stor+Spiked;1:2 533 |32 5,25 101,5 Stor+Spiked;1:2 | 3,42 0,7 3,17 107,9
Stor+Spiked;1:4 2,58 | 1,3 2,63 98,3 Stor+Spiked;1:4 1,7 4,3 1,59 107,3
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter Wieder-
Nr. 2 ng/ml | (%) | Wert |findung (%) Nr. 2 ng/ml | (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,009 | 70 Storinterferenz 0,005 0
Stor+Spiked 8,02 |44 Stor+Spiked 7,01 2,4
Stor+Spiked;1:2 448 |15 4,01 11,7 Stor+Spiked;1:2 | 3,53 2,2 3,51 100,7
Stor+Spiked;1:4 224 |25 2,01 11,7 Stor+Spiked;1:4 1,84 0,8 1,75 105,0
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter Wieder-
Nr. 3 ng/ml | (%) Wert |findung (%) Nr. 3 ng/ml_| (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,01 31 Storinterferenz 0,006 14
Stor+Spiked 7,28 |3,3 Stor+Spiked 7,72 1,8
Stor+Spiked;1:2 3,65 |23 3,64 100,3 Stor+Spiked;1:2 | 4,09 1,7 3,86 106,0
Stor+Spiked;1:4 2,04 |15 1,82 1121 Stor+Spiked;1:4 1,97 1 1,93 102,1
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter Wieder-
Nr. 4 ng/ml | (%) | Wert |findung (%) Nr. 4 ng/ml_| (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,005 | O Storinterferenz 0,005 0
Stor+Spiked 8,38 | 1,8 Stor+Spiked 7,97 0,4
Stor+Spiked;1:2 4,29 5 4,19 102,4 Stor+Spiked;1:2 | 4,15 2 3,99 104,1
Stor+Spiked;1:4 222 |43 2,10 106,0 Stor+Spiked;1:4 | 2,07 1,3 1,99 103,9
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter Wieder-
Nr. 5 ng/ml | (%) | Wert |findung (%) Nr. 5 ng/ml | (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,005 | 30 Storinterferenz 0,011 32
Stor+Spiked 8,46 | 3,9 Stor+Spiked 7,54 2,6
Stor+Spiked;1:2 | 4,41 | 16| 423 104,3 Stor+Spiked;1:2 | 4,07 |39 | 377 108,0
Stor+Spiked;1:4 217 | 2,7 2,12 102,6 Stor+Spiked;1:4 | 2,08 0,4 1,89 110,3
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Tabelle 28: Endogene Interferenzen — Tabelle 29: Endogene Interferenzen —
Lipdmisches Serum Ikterisches Serum
Storinterferenz = Lipamisches Serum Storinterferenz = lkterisches Serum
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter| Wieder-
Nr. 1 ng/ml | (%) Wert | findung (%) Nr. 1 ng/ml_| (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,026 0,7 Storinterferenz 0,046 | 46
Stor+Spiked 7,6 0,3 Stor+Spiked 732 (14
Stor+Spiked;1:2 3,96 6,9 3,80 104,2 Stor+Spiked;1:2 3,03 9 3,66 82,8
Stor+Spiked;1:4 2,04 8,4 1,90 107,4 Stor+Spiked;1:4 1,5 23 1,83 82,0
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter| Wieder-
Nr. 2 ng/ml | (%) Wert | findung (%) Nr. 2 ng/ml | (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,174 26 Storinterferenz 0,076 |6,2
Stor+Spiked 8,87 3,3 Stor+Spiked 6,4 2,7
Stor+Spiked;1:2 4,47 0,5 4,44 100,8 Stor+Spiked;1:2 332 |54 3,20 103,8
Stor+Spiked;1:4 2,49 4.8 2,22 112,3 Stor+Spiked;1:4 1,64 |15 1,60 102,5
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter | Wieder-
Nr. 3 ng/ml | (%) Wert | findung (%) Nr.3 ng/ml_| (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,092 4,2 Storinterferenz 0,08 |29
Stor+Spiked 8,42 3,5 Stor+Spiked 479 |88
Stor+Spiked;1:2 4,69 8,5 4,21 11,4 Stor+Spiked;1:2 1,71 1,6 2,40 71,4
Stor+Spiked;1:4 2,49 4,2 2,11 118,3 Stor+Spiked;1:4 1,24 | M 1,20 103,5
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter| Wieder-
Nr. 4 ng/ml | (%) Wert | findung (%) Nr. 4 ng/ml | (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,344 58 Storinterferenz 0,026 | 19
Stor+Spiked 7,14 8,4 Stor+Spiked 5,48 2
Stor+Spiked;1:2 3,59 1,1 3,57 100,6 Stor+Spiked;1:2 2,76 |22 2,74 100,7
Stor+Spiked;1:4 2,21 45 1,79 123,8 Stor+Spiked;1:4 1,63 |0,8 1,37 119,0
Probe Konz. in| CV |erwarteter| Wieder- Probe Konz. in | CV | erwarteter | Wieder-
Nr. 5 ng/ml | (%) Wert | findung (%) Nr. 5 ng/ml_| (%) Wert findung (%)
Storinterferenz 0,346 99 Storinterferenz 0,02 31
Stor+Spiked 8,15 0,1 Stor+Spiked 522 |04
Stor+Spiked;1:2 4,24 6,4 4,08 104,0 Stor+Spiked;1:2 2,7 1,2 2,61 103,4
Stor+Spiked;1:4 2,02 6,4 2,04 99,1 Stor+Spiked;1:4 1,5 3,7 1,31 114,9

Insgesamt zeigen diese Versuche, dass die Methode kaum durch endogene Storfaktoren
beeinflusst wird. Die mittlere Abweichung betragt 7,43%.

Auch die vier getesteten Seren mit Paraproteinen zeigten keine falsch-positiven Resultate.
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3.1.8. Referenzwerte gesunder Personen ohne
Herzkrankheiten

In folgender Tabelle 30 ist die Verteilung der cTnl-Konzentrationen von Kklinisch
herzgesunden Personen dargestellt, so wie sie in beiden Zentren gemessen wurde. Um eine
bessere Vergleichsmdglichkeit zu haben, werden die gemessenen Werte fir die

Referenzbereiche der zu vergleichenden Assays ebenfalls in Tabelle 30 aufgefihrt.

Tabelle 30: Miinchen und Mainz; Verteilung der Normalwerte gesunder Individuen
Normalwerte bei gesunden Individuen fiir die Assays Liaison Tnl, Immulite Tnl (beide Mainz), sowie Liaison
Tnl, Dimension Tnl und Elecsys TnT (alle vier Miinchen).

Mainz Mainz Miinchen Miinchen Miinchen
Werte in Liaison Tnl, | Immulite Tnl, Liaison Tnl, Dimension Tnl, Elecsys TnT,
ng/mi gesund gesund gesund gesund gesund
09%-ile 0,021 1,43 0,034 0,228 0,033
97,5%-ile 0,018 1,00 0,029 0,144 0,023
05%-ile 0,010 0,50 0,027 0,080 0,011
00%-ile 0,005 0,29 0,024 0,050 0,010
IMedian 0,005 0,13 0,015 0,000 0,010
5%-ile 0,005 0,08 0,005 0,000 0,010
2.5%-ile 0,005 0,08 0,005 0,000 0,010
1%-ile 0,005 0,08 0,005 0,000 0,010
IMittelwert 0,006 0,19 0,015 0,017 0,011
SD 0,003 0,24 0,007 0,042 0,009
[Minimum 0,005 0,07 0,005 0,000 0,010
IMaximum 0,034 1,71 0,038 0,280 0,107
n 147 150 140 137 135
Blutspender | Blutspender Nicht-kardiale Nicht-kardiale Nicht-kardiale
Khs.-Patienten Khs.-Patienten Khs.-Patienten

Tragt man sowohl die Mlnchner als auch die Mainzer Werte fiir den Liaison-Tnl-Assay in ein
Histogramm ein, zeigt sich ein deutlicher Unterschied in der Verteilung. Wahrend
Blutspender eine linksschiefe Verteilung (Abbildung 17) zeigen, &ahnelt diese bei
Krankenhauspatienten eher der Gauly’schen Normalverteilung (Abbildung 18). In beiden
Populationen zusammen betragt das bestimmte arithmetisch gewichtete Mittel der 99.

Perzentile auf dem Liaison-Assay 0,027 ng/ml.
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Liaison Tnl - Mainz - Herzgesunde Individuen
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Abbildung 17: Histogramm - Verteilung der cTnl-Werte bei herzgesunden Individuen Mainz (Liaison)
Individuen waren Blutspender.

Liaison Tnl - Miinchen - Herzgesunde Individuen
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Abbildung 18: Histogramm - Verteilung der cTnl-Werte bei herzgesunden Individuen Miinchen (Liaison)
Individuen waren Krankenhauspatienten, die wegen nicht-kardialer Ursachen aufgenommen wurden.
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3.1.9. Analytischer Methodenvergleich

In der Tabelle 31 sind die Vergleiche des Liaison Troponin | Assays mit zwei anderen

routinemalig eingesetzten cTnl-Assays und einem cTnT-Assay dargestellt.

Tabelle 31: Werte Miinchen und Mainz, Vergleich zwischen verschiedenen Methoden
Vergleich zwischen Liaison-cTnl und verschiedenen Methoden
(v = Liaison Troponin I; x = entsprechender Vergleichsassay)

X Gleichung Bereich y, ng/ml R N
Elecsys TnT y=4,47x + 0,53 0-83,2 0,906 85
y =0,918x + 0,02 0-0,5 0,875 48

Dimension Tnl y =0,301x + 0,59 0-83,2 0,930 85
y =0,102x + 0,02 0-0,5 0,967 46
Immulite Tnl y =0,133x — 0,009 0-9,1 0,979 120
y =0,119x + 0,012 0-0,5 0,925 106

Die mit dem Liaison Tnl Assay gefundenen Messwerte korrelieren gut mit den
Vergleichsassays (0,875 < r < 0,979), allerdings sind die absoluten Messwerte deutlich

voneinander verschieden, was sich in den Steigungskoeffizienten widerspiegelt.
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3.2. Klinische Evaluierung

3.2.1. Patienten mit AMI

In Abbildung 19 ist der Liaison cTnl Assay im Vergleich mit zwei anderen Assays zur
Diagnose eines AMI dargestellt. Dabei sind die Messwerte als Vielfaches des Cut-Off Werts

dargestellt.

cTnl und cTnT bei akutem Myokardinfarkt auf verschiedenen Assays

10000
1000

100

Relative cTn-Konz. zu Cut-Off

Ausgewahlte cTnl und cTnT Assays

Abbildung 19: Miinchen, Ubersicht Diagnosestellung AMI auf verschiedenen Assays

X-Achse: verschiedene Assays 1-3;
Y-Achse: Relativ zum Cut-Off-Index eingetragene Messwerte cTnl oder cTnT

1 I = AMI-Patienten auf Liaison Troponinl (Cut-Off 0,03 ng/ml)

2 W = AMI-Patienten auf Elecsys Troponin T (Cut-Off 0,03 ng/ml)

3 = AMI-Patienten auf Dimension Troponin I (Cut-Off 0,1 ng/ml)

wobei A =0-4h; ©=4-8h; e =8-12h m = /2-24 h (Blutabnahme nach Aufnahme ins Krankenhaus).

Man ersieht, dass der Liaison Tnl Assay im Vergleich zu den beiden anderen Assays
ebenfalls eine gute Erkennung der Patienten mit Herzinfarkt hat.

Fir den Dimension Troponin | Assay wurde der vom Hersteller empfohlene Cut-Off Wert von
0,1 ng/ml herangezogen, fur den Elecsys gemal® den neuesten Anforderungen der
ESC/ACC(2) jener Wert als Cut-Off genommen, der nahe bei der 99. Perzentile einer
gesunden Referenzgruppe liegt (0,03 ng/ml). Dieser vom Hersteller abweichende Cut-Off-

Wert wird auch in den weiteren Berechnungen und Abbildungen verwendet.
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3.2.2. Patienten mit Angina pectoris, KHK, und
Non-Q-Wave Infarkt

Diese Patientengruppe wurde in zwei Untergruppen eingeteilt:

Die erste Gruppe besteht aus Patienten mit stabiler Angina pectoris oder asymptomatischer
koronarangiographisch nachgewiesener KHK.

Die zweite Gruppe setzte sich aus Patienten mit instabiler Angina pectoris (UAP) oder Non-

Q-Wave Infarkt zusammen.

In der ersten Patientengruppe (stabile AP oder KHK) konnte mit dem Liaison Troponin |
Assay in mehr Féllen ein erhohter cTnl Wert nachgewiesen werden, als dies mit den

anderen Assays der Fall war. Der Vergleich ist in Tabelle 32 dargestellt.

Tabelle 32: Werte Miinchen und Mainz; AP und KHK
Vergleich von Liaison Tnl mit Dimension Tnl und Elecsys TnT in Patienten mit stabiler Angina pectoris und
angiographisch bestditigter KHK aber ohne Zeichen einer unstabilen Angina Pectoris; n=51.

n=29 Dimension cTnl Elecsys cTnT
Liaison Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 13,8% 37,9% 17,2% 34,5%
Negativ 0% 48,3% 0% 48,3%

Die kumulierte Ubereinstimmung des Liaison/Dimension-Vergleichs betragt hier 61,3% und
die des Liaison/Elecsys-Vergleichs 65,5%. Die Rate positiver Messwerte betragt fir den
Liaison Tnl in beiden Vergleichen 51,7%. Fir den Dimension bzw. Elecsys liegt die Rate

positiver Messwerte bei 13,8% bzw. 17,2%.

Auch in der zweiten Patientengruppe (UAP oder Non-Q-Wave Infarkt) zeigte sich, dass mit
dem Liaison Troponin | Assay wesentlich mehr Patienten Werte oberhalb der diagnostischen

Entscheidungsgrenzen haben als mit den anderen Troponin-Assays (siehe Tabelle 33).

Tabelle 33: Werte Miinchen und Mainz, UAP und Non-Q-Wave AMI
Vergleich von Liaison Tnl mit Dimension Tnl und Elecsys TnT bei Patienten mit instabiler Angina pectoris und
Non-Q-wave Infarkt; n=64

n =30 Dimension Tnl Elecsys TnT
Liaison Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 30% 23,3% 20,0% 30,0%
Negativ 3,3% 43,3% 10,0% 40,0%
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Die kumulierte Ubereinstimmung des Liaison/Dimension-Vergleichs betragt 73,3% und die
des Liaison/Elecsys-Vergleichs 60%. Der Liaison Tnl zeigt bei 53,3% bzw. 50% der
Patienten positive Messwerte an, wahrend Dimension Tnl und Elecsys TnT nur bei 33,3%

bzw. 30% der UAP-Patienten positive Werte aufzeigen.

Insgesamt ist die Empfindlichkeit des Liaison Assays deutlich héher als die zum Vergleich

herangezogenen anderen Troponin Assays.

3.2.3. Patienten mit herzchirurgischem Eingriff

Alle Patienten mit herzchirurgischen Eingriffen unter Einsatz eines extrakorporalen Kreislaufs
zeigten zu allen Abnahmezeitpunkten nach OP-Beginn im Vergleich zum Vor-OP-Wert
deutlich erhéhte ¢Tnl Werte auf dem Liaison. Dies war dabei unabhangig von der Art der
herzchirurgischen OP. Eine gleiche Dynamik konnte mit der ,In-Haus-Methode® (Immulite
Troponin 1) gezeigt werden, wahrend mit dem Stratus Assay deutlich weniger erhéhte cTnl-
Werte nachweisbar waren. Auch ist die Signalhdhe beim Liaison Assay deutlich hdher als bei
den Vergleichsassays. Gleiches kann auch bei Einsatz der minimal invasiven chirurgischen
Methode ohne extrakorporalen Kreislauf gefunden werden. Der Liaison Assay zeigt ein
deutlich héheres Signal und ist haufiger positiv als die beiden Vergleichsmethoden. In den
Diagrammen in Abbildung 20 bis Abbildung 22, sowie in Tabelle 34 sind die Ergebnisse

nochmals zusammenfassend dargestellt.

Zeitverlauf cTnl bei Aortenklappen-OPs

100,00
N
s
4 .
% 10,00 M Liaison
- cTnl
3
S @ Stratus
2 100 cTnl
®
g ® Immulite
= cTnl
5 010
N
c
o
4

0,01

Baseline und Zeit in h

Abbildung 20: Ubersicht Aortenklappenersatz-Operationen im Zeitverlauf: n=9
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Konz. cTnl relativ zu cut-off Konz

. 100,00
10,00
1,00
0,10

0,01

Zeitverlauf cTnl bei CABG mit extrakorporalem Kreislauf

Baseline und Zeit in h

Abbildung 21: Ubersicht CABG mit extrakorporalem Kreislauf im Zeitverlauf: n=10

1000,00

Konz. cTnl relativ zu cut-off Konz

100,00

10,00

1,00

0,10

0,01

Zeitverlauf cTnl bei CABG ohne extrakorporalen Kreislauf

Baseline und Zeit in h

Abbildung 22: Ubersicht CABG ohne extrakorporalem Kreislauf im Zeitverlauf: n=>5

Tabelle 34: Patienten mit herzchirurgischem Eingriff - Zusammenfassung
(*: po = prdoperativ;, Mittel = Mittelwert der relativen Konzentration bezogen auf den Cut-Off-Index; Ant. % ist
der prozentuale Anteil aller als positiv diagnostizierten Patienten.)

M Liaison
cTnl

@ Stratus
cTnl

® Immulite
cTnl

M Liaison
cTnl

@ Stratus
cTnl

© Immulite
cTnl

Aortenklappen- CABG mit CABG ohne
MeR- Ersatzoperation extrakorporalem Ki. extrakorporalen Kol.
Zeit* | groRe |Liaison |Stratus [Immulite |Liaison |Stratus | Immulite |Liaison | Stratus | Immulite
po | Mittel | 0,29 0,02 0,12 0,43 0,03 0,11 0,82 0,15 0,34
po | Ant.% | 0% 0% 0% 20% 0% 0% 20% 0% 20%
6 h | Mittel | 12,81 0,57 2,26 18,29 0,69 3,90 13,52 0,69 2,09
6h | Ant.% | 100% 13% 100% 100% 22% 100% 100% 25% 50%
12 h | Mittel | 15,79 0,66 6,93 23,51 0,77 5,53 56,77 1,26 11,61
12h | Ant.% | 100% 13% 100% 100% 11% 100% 80% 20% 60%
24 h | Mittel | 12,00 0,70 2,95 23,12 0,81 5,81 53,13 1,36 11,10
24 h | Ant.% | 100% 9% 100% 100% 1% 100% 83% 17% 33%
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Man erkennt, dass die cTnl-Spiegel im Zeitverlauf deutlich Uber den Cut-Off steigen. Auffallig
ist jedoch, dass die Werte auf dem Stratus im Vergleich zu Liaison und Immulite kaum
ansteigen. Betrachtet man den Mittelwert des cTnl-Anstiegs, so steigt bei CABG-
Operationen ohne extrakorporalen Kreislauf das Tnl am héchsten, gefolgt von den CABG mit

extrakorporalem Kreislauf und den Aortenklappen-Operationen.

3.2.4. Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

Die Ergebnisse der cTnl-Messungen bei niereninsuffizienten Patienten auf verschiedenen

Assays sind in Abbildung 23 zusammengefasst.

cTnl und cTnT bei chron. Niereninsuffizienz auf verschiedenen Assays
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Relative cTn-Konz. zu cut-off-Grenze

0,01

Ausgewaibhlte cTnl und cTnT Assays

Abbildung 23: Ubersicht Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz auf verschiedenen Assays; n=35

Insgesamt zeigt der Liaison Assay eine &hnliche Verteilung mit sehr wenigen Werten
oberhalb des Cut-Offs wie die zum Vergleich untersuchten cTnl Assays. Der cTnT Assay

dagegen zeigt deutlich mehr Werte oberhalb des Cut-Offs an.
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3.2.5. Patienten mit Verdacht auf Myopathie und
maligner Hyperthermie

In den insgesamt 18 Seren von Patienten mit Verdacht auf Myopathie, darunter funf
Patienten mit maligner Hyperthermie, konnte in keinem Fall ein Wert oberhalb des Cut-Offs
gefunden werden. Auch die zum Vergleich durchgeflhrten cTnl und cTnT Assays ergaben
keine erhéhten Werte (Abbildung 24).

cTnl und cTnT bei Verdacht auf Myopathie und maligne Hyperthermie

10,000

1,000
M Liaison Tnl
A Elecsys
0,100 TnT
Dimension
Tnl

0,010

Relative cTn-Konz. zu cut-off-Grenze

0,001
0 1 2 3 4

Ausgewahlte cTnl und cTnT Assays

Abbildung 24: Ubersicht — Patienten mit Muskelbiopsien/maligner Hyperthermie; n=18
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3.2.6. Patienten mit chronischer Muskeldystrophie

Die Ergebnisse der Patienten mit Muskeldystrophie Typ Duchenne werden in Abbildung 25

graphisch dargestellt.

cTnl bei chron. Muskeldystrophie auf versch. Assays
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Ausgewahlte cTnl und cTnT Assays

Abbildung 25: Ubersicht Patienten mit chronischer Muskeldystrophie Typ Duchenne; n=10
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& Stratus
Tnl
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Tnl

Im Gegensatz zu den beiden anderen cTnl Assays zeigte der Liaison Assay bei einem

Patienten leicht erhohte cTnl Werte.
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3.2.7. Patienten mit Polymyositis/Dermatomyositis

Die Ergebnisse der Patienten mit nachgewiesener Polymyositis/Dermatomyositis werden in
Abbildung 26 graphisch dargestellt. Alle untersuchten Proben waren mit dem Dimension
cTnl-Assay negativ. Dagegen konnten sowohl mit dem Liaison Assay als auch mit dem

Elecsys cTnT Assay zwei Patienten mit erhdhten Troponin-Werten gefunden werden.

cTnT und cTnl bei Polymyositis/Dermatomyositis

10

& Elecsys
cTnT

Liaison
cTnl

Relative cTn-Konz. zu Cut-Off Grenze

0,1
0 1 2

Ausgewahlte cTnl und cTnT Assays

Abbildung 26: Ubersicht Patienten mit Polymyositis/Dermatomyositis; n=12

Einer dieser Patienten zeigte zusatzlich erhéhte Werte fir CK, CK-MB und Myoglobin.
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3.2.8. Patienten mit nicht-herzchirurgischem
operativen Eingriff

Die Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen bei Patienten mit nicht-
herzchirurgischen Eingriffen. Die Daten wurden so dargestellt, dass zum einen nach Assays

und zum anderen nach Abnahme vor bzw. nach der Operation unterschieden werden kann.

cTnl und cTnT bei chirurgischen Patienten pra- und post-operativ
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S M Liaison Tnl
(‘_:3 (21=pré'1t-op;

=post-o
£ p p)
< 1,00
o A Elecsys TnT
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g 4=post-op)
4
c 0,10 . .
5 Dimension Tnl
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[]
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0,01
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Ausgewadhlte cTnl und cTnT Assays

Abbildung 27: Ubersicht chirurgische Patienten; n=20
Liaison Tnl: 1 ist prdoperativ, 2 ist postoperativ,
Elecsys TnT: 3 ist prdoperativ, 4 ist postoperativ;
Dimension Tnl: 5 ist prdoperativ, 6 ist postoperativ.

Bei allen drei Assays ist zu erkennen, dass es einen gewissen Anstieg zwischen pra- und
postoperativen Werten gibt. Ein Patient hatte bereits vor der Operation einen leicht erhéhten
cTnT Wert. Dieser Patient hatte eine chronische Niereninsuffizienz vor Nierentransplantation.
Die postoperativ leicht erhdhten Troponinwerte waren nur bei jenen Patienten nachzuweisen,

bei denen eine herznahe Operation durchgefuhrt wurde.
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3.2.9. Vergleich zwischen verschiedenen cTn-
Assays

In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der klinischen Untersuchungen nochmals
zusammenfassend dargestellt. In erster Linie soll dabei die diagnostische Empfindlichkeit der
einzelnen Assays herausgearbeitet werden.
Um die Unterschiede zwischen den einzelnen Assays bei den verschiedenen
Krankheitsbildern besser darstellen zu kénnen, wurden fir die Vergleiche Vier-Felder-Tafeln
(Abbildung 28 bis Abbildung 30) erstellt. In diesen sind die Messwerte des jeweiligen
Vergleichsassays auf der x-Achse und die Messwerte des Liasion-Tnl-Assays auf der y-
Achse aufgetragen. Die Messwerte werden hierbei relativ zum Cut-Off-Index aufgetragen.
Aus den folgenden Vierfeldertafeln kann man ersehen, ob die entsprechenden Messwerte fir
die jeweiligen Patientenkollektive ober- oder unterhalb des Cut-Off-Indexes des jeweiligen
Assays liegen.
Folgende Assays wurden auf diese Weise mit dem Liaison Assay verglichen:

- Immulite Troponin |

- Elecsys Troponin T

- Dimension Troponin I.

3.2.9.1. Immulite cTnl versus Liaison cTnl

Vierfeldertafel Immulite und Liaison
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Abbildung 28: Vierfeldertafel Immulite und Liaison
Vergleich der Messwerte verschiedener Patientengruppen in einer Vier-Felder-Tafel fiir Immulite cTnl (x-Achse)
versus Liaison cTnl (y-Achse).
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Vergleicht man den in Abbildung 28 dargestellten Immulite-Assay mit dem Liaison, ist eine
gewisse Linksverschiebung darstellbar. Die gesunden Patienten befinden sich grofitenteils
im diagnostisch negativen Bereich, wobei einige beim Immulite den Cut-Off Uberschreiten.
AuRerdem ist klar ersichtlich, dass fur UAP die Sensitivitdt des Liaison hoéher als beim
Vergleichsassay ist. Vor allem bei diesen Patienten (mit UAP) sind deutlich mehr cTn-Werte
mit dem Liaison positiv, wahrend sie mit dem Immulite Assay noch innerhalb der

Referenzbereiche liegen (Zeichen im linken oberen Quadranten).

3.2.9.2. Elecsys cTnT versus Liaison cTnl

Vierfeldertafel Elecsys und Liaison
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Abbildung 29: Vierfeldertafel Elecsys TnT und Liaison
Vergleich der Messwerte verschiedener Patientengruppen in einer Vier-Felder-Tafel fiir Elecsys Troponin T (x-
Achse) versus Liaison cTnl (y-Achse).

Im Vergleich des Liaison Assays mit dem cTnT Assay ergibt sich eine insgesamt gute
Vergleichbarkeit beider Assays (Abbildung 29). Auffallig ist jedoch die etwas hoéhere
Nachweisempfindlichkeit bei Patienten mit UAP und die gréRere Anzahl an cTnT-positiven

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz.
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3.2.9.3. Dimension ¢cTnl versus Liaison cTnl

Vierfeldertafel Dimension und Liaison
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Abbildung 30: Vierfelder-Tafel Dimension und Liaison
Miinchen; Vergleich der Messwerte verschiedener Patientengruppen in einer Vier-Felder-Tafel fiir Dimension
cTnl (x-Achse) versus Liaison cTnl (y-Achse).

Betrachtet man in der Abbildung 30 das Verhaltnis der zutreffenden Diagnosen zwischen
Dimension und Liaison, so ist auch hier eine gute Vergleichbarkeit ersichtlich. Auffallig ist
jedoch, dass deutlich mehr UAP-Patienten vom Liaison positiv erkannt werden, wahrend sie

mit dem Dimension noch negativ gemessen werden.

Insgesamt zeigt der Liaison Troponin | Assay eine gute Vergleichbarkeit in der
diagnostischen Effizienz mit bereits etablierten Assays zur Bestimmung von kardialen
Troponinen. Bei der Empfindlichkeit in der Erkennung minimaler Myokardnekrosen bei
Patienten mit UAP scheint der Liaison Assay jedoch Vorteile gegenliber den anderen Assays

Zu besitzen.
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4. Diskussion

4.1. Kardiale Troponine in der Diagnostik
akuter Koronarsyndrome

Akuter Myokardinfarkt

Da im Blutstrom gesunder Individuen kardiale Troponine nur in sehr geringen
Konzentrationen (0,0002 ng/ml + 0,0001 ng/ml) nachweisbar sind(51), haben sie eine sehr
hohe diagnostische Sensitivitat fir minimale Verletzungen des Herzmuskels. Eine Erhéhung
der Troponinspiegel kann daher auch bei solchen Patienten mit Brustschmerz dokumentiert
werden, bei denen die bisher eingesetzten Marker einer Herzmuskelnekrose keine Erhéhung
aufgewiesen haben.

Dieser Sachverhalt flhrte zu einer grundlegend neuen Definition ,Akuter Myokardinfarkt*
innerhalb der klinischen Kardiologie. Die Neudefinition des Myokardinfarkts basiert auf den
Empfehlungen der European Society of Cardiology und des American College of Cardiology,
die im September 2000 veroffentlicht wurden.(2) Die bisherige WHO-Definition beinhaltete
die Mischung aus mindestens zwei von drei Charakteristika von erstens typischen klinischen
Symptomen, zweitens Enzymerhéhungen und drittens EKG-Veranderungen. Grund fur die
Uberarbeitung dieser Definition war die extrem hohe Sensitivitdt und Spezifitdt von kardialen
Troponinen.

Bereits minimale Myokardnekrosen (< 1,0 g) kénnen durch eine Erhéhung der im peripheren
Blut gemessenen Troponine zuverldssig erkannt werden. Deswegen wurde die
laborchemische Bestimmung der kardialen Troponine T und | als ein neuer Eckpfeiler in der
Herzinfarktdiagnostik implementiert.(2) Durch die hohe Sensitivitat werden allerdings mehr
Patienten als friiher die Diagnose Herzinfarkt erhalten. Die Diskrepanz zwischen der Anzahl
der Herzinfarktpatienten mit der friheren Definition verglichen mit der aktualisierten
Definition wird von folgenden Patienten ausgemacht: Es liegen bei ihnen zwar keine CK-MB-
Erhdhungen vor, sie zeigen aber bei der cTn-Bestimmung Werte oberhalb der
diagnostischen Entscheidungsgrenze. Somit werden diese Patienten definitionsgemafy mit
einem (kleinen) Myokardinfarkt diagnostiziert. Die neuen Empfehlungen gehen davon aus,
dass jede — auch noch so kleine — Herzmuskelnekrose als Infarkt bezeichnet werden kann
und werden soll.

Es stellt sich nun jedoch die Frage, ob es uberhaupt sinnvoll ist, die Definition von
Herzinfarkt so auszuweiten und Millionen von zusatzlichen Menschen mit der doch recht
.drastischen“ Diagnose Myokardinfarkt zu konfrontieren und auf diese Weise ihr Leben zu

verandern.
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Sinn bekommt diese faktische Erweiterung des Begriffs Myokardinfarkt, weil gezeigt wurde,
dass mit Hilfe von kardialen Troponinen diagnostizierte Myokardschaden jeglicher Art und
Grole eine schlechtere langfristige Prognose fiir den Patienten bedeuten.(2)
Es gibt einen flieRenden Ubergang zwischen der neu definierten minimalen Myokardl&sion
oder auch ,minor myocardial damage“ (MMD) genannt bis hin zum ,klassischen“ Herzinfarkt.
Als MMD werden solche ,Mini-Infarkte® definiert, die eine Erhéhung der Tn-Werte ohne
Erhéhung anderer Biomarker aufweisen. Sie werden in der Redefinition als Minimalform des
Herzinfarkts angesehen, der in seiner Maximalform als ,klassischer Herzinfarkt“ oft einen
kardiogenen Schock, eine Herzinsuffizienz oder auch lebensbedrohliche Arrhythmien mit
sich bringt.
Da es trotz des gleichen Begriffs offensichtlich eine grolie Spanne gibt, fordert das erwahnte
Konsensusdokument, dass die Herzmuskellasion eines Patienten durch zusatzliche
Parameter wie zum Beispiel linksventrikulare Funktion, Ausmall der koronaren
Herzerkrankung, Entwicklung der Krankheit in den vergangenen Monaten, etc. beschrieben
wird.
Zusammenfassend verlangt die neue Definition, dass folgende zwei Bedingungen erfullt sein
mussen, um einen akuten, sich entwickelnden oder kurzlich abgelaufenen Myokardinfarkt zu
diagnostizieren:
1. Typische Erhdhung und allmahlicher Abfall der kardialen Troponine oder schneller Anstieg
und Abfall anderer biochemischer Marker einer Herzmuskelnekrose kombiniert mit -
2. Einem der folgenden Befunde:

2a) Ischamische Symptome,

2b) Entwicklung von pathologischen Q-Zacken im EKG,

2c) Fur Ischamie typische EKG-Veranderungen (ST-Hebung/Senkung), oder

2d) Koronarangiographische Intervention (z.B. PTCA).
Diese neue Definition wird zu einem Anstieg der dokumentierten Herzinfarktfalle aber auch
dank friihzeitiger Diagnose zu einer Verbesserung der Therapie und Prognose der Patienten
fuhren.
Auf Grund dieser neuen Definition stellt sich allerdings folgende Frage: Wo liegt die Grenze
fur die Definition einer myokardialen Nekrose? Bezlglich des Troponins wird die Grenze als
das 99ste Perzentil einer Referenz-Kontroll-Gruppe definiert. Zusatzlich wird jedoch
gefordert, dass in diesem Messbereich ein maximaler CV von 10% liegt, um eine statistisch
prazise Aussagekraft in diesem kritischen Entscheidungsbereich zu gewahrleisten.
Allerdings gibt es bisher keinen cTn-Assay, der diese geforderte Prazision aufbringt. Als
Entscheidungsgrenze wird deshalb die 99. Perzentile eines Kontrollkollektivs oder der
Bereich der funktionellen Sensitivitat (CV von 20%) herangezogen. Teilweise werden auch

andere Grenzwerte benutzt, die in klinischen Studien definiert wurden.

62



"H'L\—’"\ML\— 4. Diskussion

Um eine maoglichst gute Vergleichbarkeit innerhalb dieser Studie zu gewahrleisten, wurde -
wenn mdoglich - die 99ste Perzentile eines potenziell gesunden Referenzkollektivs fur den
jeweiligen Assay als Cut-Off definiert. Die einzigen im Konsensus neben den kardialen
Troponinen noch empfohlenen Marker sind CK-MB (als Massenkonzentration), die Gesamt-
CK sowie Myoglobin. Von den friiher eingesetzten Herzenzymen wie ASAT, LDH oder LDH-
Isoformen wird nunmehr ganzlich abgeraten.

Bezlglich des Zeitrahmens wird gefordert, dass Blutabnahmen zur Bestimmung der cTn-
Spiegel bei Aufnahme, 6-9h danach und schliel3lich 12-24 h nach vermutetem Erstauftritt der
Symptome, bzw. nach erster Abnahme bei Aufnahme ins Krankenhaus durchgefiihrt werden.
Von einigen Autoren werden zur Diagnosesicherung Kombinationen von schnellen Markern
(z.B. Myoglobin) und langsameren Markern (z.B. cTn) empfohlen.(2)

Zur Ubersicht wird in Abbildung 31 nochmals der Zeitverlauf der verschiedenen Biomarker
mit Unterscheidung Oberes Referenzlimit bzw. AMI Entscheidungslimit dargestellt.

Zeitverlauf der Freisetzung verschiedener Biomarker

f \
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Abbildung 31: Zeitverlauf der Freisetzung verschiedener Biomarker
Zeitverlauf der Freisetzung verschiedener Biomarker in Folge von akutem, ischdmischen Myokardinfarkt, wie
von der ESC/ACC im Konsensusdokument vorgeschlagen

Gipfel ,,A*: Friihe Freisetzung von Myoglobin oder CK-MB Isoformen nach AMI;

Gipfel ,,B*: Kardiales Troponin nach AMI;

Gipfel ,,C*: CK-MB nach AMI;

Gipfel ,,D*: Kardiales Troponin bei instabiler Angina pectoris.

Die Werte auf der y-Achse wurden auf einer relativen Skala aufgetragen, wobei 1,0 als AMI Cut-Off-
Konzentration definiert ist.(2)°

3 Zu finden auf Seite 965 des Originalartikels
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Instabile Angina pectoris

Die klinische Diagnose ,Instabile Angina pectoris (UAP)“ ist eine Auspragung der koronaren
Herzkrankheit (KHK) und wird auch als Vorstufe des AMI bzw. des plétzlichen Herztods
betrachtet.(73, 717) Mehrere Studien zeigten, dass die 30-Tage-Progressionsrate von einer
instabilen Angina zu einem Herzinfarkt bis zu 20% betragen kann.(80, 77, 78, 67) Mit Hilfe
kardialer Troponine koénnen Patienten mit UAP in zwei Gruppen eingeteilt werden.(49)
Patienten mit UAP und gleichzeitig erhdhten c¢cTn Werten haben im Vergleich zu UAP-
Patienten mit normalem cTn ein funffach erhohtes Risiko, innerhalb von 4-6 Wochen einen
AMI oder plétzlichen Herztod zu erleiden.(54, 3)

Erhéhte cTn-Spiegel bei Patienten mit ACS konnen als Ausdruck einer Ischamie durch
Thrombozytenaktivierung und —aggregation betrachtet werden, die in einer anschlieRenden
Nekrose durch distale Embolisierung mit Thrombi resultiert. Die Hypothese, dass kardiale
Troponine als Marker flir Thrombus-Formierung gelten, wird durch angiographische Studien
unterstitzt.(31)

In der PRISM-Studie wurden 2.222 Patienten mit KHK und mit innerhalb der letzten 24 h
aufgetretenem Brustschmerz diagnostisch und therapeutisch evaluiert. Fur cTnl-positive
Patienten lag die Rate eines Herzinfarkts bzw. pl6tzlichen Herztods innerhalb der ersten 30
Tage bei 13,0%. Die Vergleichsrate fur die cTnl-negative Gruppe war bei 4,9% (p < 0,001).
Die randomisierte Studie untersuchte ebenfalls den therapeutischen Effekt von Tirofiban,
einem Glykoprotein-lIb/llla-Inhibitor der Thrombozyten, im Vergleich zu Heparin. Wahrend in
der cTnl-positiven Gruppe Tirofiban ein niedrigeres Herzinfarkt- bzw. plétzliches Herztod-
Risiko bewirkte (p = 0,004, bzw. p = 0,01), zeigte es bei der cTnl-negativen Gruppe keinen
statistisch signifikanten Effekt. Ahnliche Risiko-Stratifizierungen wurden auch bei cTnT-
Messungen beobachtet. Diese Ergebnisse bestatigten die Hypothese, dass erhéhte cTnl-
und cTnT-Werte zuverlassig diejenigen Patienten mit ACS identifizieren kénnen, die von
einer zusatzlichen Tirofiban-Behandlung profitieren kénnen.(30) Diese Resultate wurden in
anderen Studien zur Evaluierung von Glykoprotein llb/llla-Hemmern wie Abciximab
(ReoPro®)(31) und Eptifibatide (Integrillin®)(9) bestatigt.

Auch in den TIMI-IIB-Substudien(52), sowie in der FRISC-Studie(47) wurden erhéhte cTnl-
Werte wahrend der ersten 24 h mit signifikant erhdhter Morbiditat und Mortalitdt assoziiert.
Erhéhte cTn-Werte waren bei diesen Studien auch bei fehlenden ST-Strecken-Hebungen
sowie bei normaler CK-MB prognostisch aussagekratftig.

Analysen der obigen und weiterer Studien konnten bestatigen, dass ein erhdhter cTnl-
Spiegel zuverlassig Patienten mit erhdhtem Risiko fur kardiale Folgeereignisse wie z.B.

schwere rekurrierende Ischamie identifiziert.(3, 24)
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Thrombolytische Therapie (,,Lyse“), PTCA und Stenting

Neben der Diagnostik kdnnen kardiale Troponine auch zur Verlaufskontrolle nach invasiver
Therapie einer KHK wie auch bei anderen Erkrankungen des Myokards eingesetzt werden.
So kdnnen kardiale Troponine zur Erfolgskontrolle einer medikamentdsen thrombolytischen
Therapie (i. v. Thrombolyse) oder einer Akut-PTCA bei einem Koronararterienverschluss
eingesetzt werden. Wird ein frisch verschlossenes Gefald wieder gedéffnet, werden grofle
Mengen an kardialen Enzymen und Proteinen durch die wiedereroffneten Koronargefalie
vends ausgeschwemmt.(42) Dies wird als ,Washout-Phanomen*® bezeichnet. Findet man z.B.
bei einer i. v. Thrombolyse 90 Minuten nach Therapiebeginn eine massive Erhdhung der
Troponin-Werte im Vergleich zur Messung vor der Intervention, so kann man davon
ausgehen, dass die thrombolytische Therapie erfolgreich war.(82, 81) Diese nicht-invasive
Form der Erfolgskontrolle ist mit der (invasiven) Standardkontrolle durch Angiographie
jedoch nur dann vergleichbar, wenn zu Beginn eine komplette Okklusion vorlag.(75, 3, 16)
Eine diagnostische Herausforderung stellen auch jene Falle dar, in welchen nach elektiver
PTCA oder Stent-Implantation ein erhdhter Tn-Spiegel im Blut nachweisbar ist. Nach den
neuen Kriterien sollte diese Tn-Erhohung als Anzeichen einer Nekrose mit dem Begriff
.Myokardinfarkt® bezeichnet werden. Diese ,Mini-Infarkte" sind wahrscheinlich durch
Mikroemboli aus der wahrend PTCA therapierten atherosklerotischen Lasion bedingt. Laut
Konsensusdokument ist es wichtig, diese Troponinschwankungen vor und nach der
Intervention durch serielle Blutanalysen zu erfassen. Verschiedene Studien konnten zeigen,
dass das Risiko fUr Folgeereignisse wie z.B. Herztod oder manifesten Myokardinfarkt auch
bei nur leicht erhdhten Tn-Spiegeln nach Interventionen im Vergleich zu

Interventionspatienten ohne Markerauffalligkeiten deutlich erhéht ist.(2)

Koronare Bypasse (Coronary Artery Bypass Grafting — CABG)

Swaanenburg et al. veroffentlichten 2001 eine Studie, in welcher die Muster der Freisetzung
von Herzmarkern bei verschiedenen, komplikationslos verlaufenden herzchirurgischen
Operationen untersucht wurden.(65, 64) Sie konnten zeigen, dass die Muster in Abhangigkeit
von der durchgefihrten Operation verschieden sind. Die hochsten Troponinspiegel
resultierten aus Klappen-Ersatz-OPs, wahrend koronare Bypasse (CABG) mit Herz-Lungen-
Kreislaufumgehung niedrigere Werte zeigten. CABG ohne Herz-Lungen-Kreislaufumgehung
zeigten dagegen keine signifikanten Steigerungen der Troponinspiegel.

Der Mechanismus der Herzmuskelschadigung kann bei Herzoperationen vielseitig sein
(chirurgische Nahten, chirurgischer Schaden, globale Ischamie durch inaddquate Perfusion,
etc.). Allerdings ist noch kein Biomarker in der Lage, eine ischdmisch ausgelOste
Herzmuskelnekrose (Herzinfarkt) von intraoperativ beschadigtem Herzmuskel zu
unterscheiden. Trotzdem kann das Ausmall der Markererhdhung zur Quantitatsbeurteilung

des Schadens herangezogen werden.(2)
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Herz-Transplantationen

Nach Herztransplantationen zeigt sich dagegen ein etwas anderes Bild. So kommt es bei
allen Patienten nach der OP zu einem Anstieg der kardialen Troponine.(44) Auch ein Jahr
nach Transplantation zeigten laut einer Studie 56% dieser Patienten konstant erhdhte cTnl-
Spiegel. Diese cTnl-Erhéhung war mit vermehrten Fibrinablagerungen in Gefalen und
Kardiomyozyten assoziiert. Gleichzeitig hatten diese Patienten ein erhdhtes Risiko fir die
Entwicklung von KHK, sowie ein erhéhtes Risiko flir ein Versagen des Herztransplantats.

Gleiches konnte auch fiir das cTnT gezeigt werden.(19)

Weitere Herzerkrankungen

Da die kardialen Troponine nicht spezifisch flir ein ACS sind, sondern nur anzeigen, ob
Herzmuskelzellen nekrotisch werden, konnen auch alle anderen Zustande, die mit einem
Untergang von Herzmuskelzellen assoziiert sind, zu einem Anstieg der cTn fiihren. Dies gilt
in erster Linie fUr Entzindungen des Myokards,(45) Traumata(66) oder auch akute

Druckbelastungen, wie z.B. bei Patienten mit Lungenembolie(26).

Zusammenfassung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die kardialen Troponine spezifische und
sensitive Parameter in der Diagnostik von Herzmuskelldsionen darstellen. In erster Linie
kénnen sie in der Diagnostik, Risikostratifizierung, Therapieentscheidung(/5) und in der
Verlaufskontrolle bei Patienten mit ACS eingesetzt werden. Weitere
Anwendungsmaglichkeiten sind auch die Diagnostik bei anderen Erkrankungen, die mit dem

Untergang von Herzmuskelzellen einhergehen.
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4.2. Analytische Evaluierung

Heute wird cTn von Klinikern als einer der spezifischsten biochemischen Marker fir
Schadigungen des Herzgewebes angesehen.(69) Durch Verbesserungen der diagnostischen
Moglichkeiten fur Patienten mit dem Leitsymptom Brustschmerz konnten mit Hilfe der
kardialen Troponine einerseits Todesfalle vermieden werden und andererseits die mit einer
unndtigen, teuren weiterflihrenden Diagnostik und Behandlung verbundenen Kosten gesenkt
werden. Die Bedeutung der kardialen Troponine wurde durch die Aufnahme in die Protokolle
der National Academy of Clinical Biochemistry Standards of Laboratory Practice(73), des
American College of Cardiology/American Heart Association Guidelines for Unstable
Angina(72), der Joint European Society of Cardiology/American College of Cardiology
Committee for the Redefinition of Myocardial Infarction(2) sowie durch die alltagliche
Anwendung in der klinischen Praxis klar hervorgehoben. Da nun jedoch mehr und mehr
kommerziell verfigbare Troponin-Immunoassays auf den Markt strémen, ist es notwendig,
Qualitatsanforderungen und Standardisierungen bei diesen Assays zu definieren und
durchzusetzen. Um dieser Aufgabe gerecht zu werden, haben europaische und
amerikanische Fachgesellschaften das ,IFCC Committee on Standardization of Markers of
Cardiac Damage” gegrindet und 1999 entsprechende Empfehlungen herausgegeben. Darin
werden die notwendigen Qualitatsanforderungen und Standardisierungsmethoden definiert.
SchlUsseleigenschaften fur die zuverldssige klinische Anwendung dieser idealerweise
automatisierten Assays sind:
- Hohe Sensitivitat und Spezifitat
- Analytische Genauigkeit
- Schnelligkeit und einfache Durchflihrbarkeit.
Die von der International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
angesprochenen Anforderungen bei der Diagnostik mittels Herzmarkern beinhalten folgende
Punkte:(57)¢
o Analytische Herausforderungen

o Standardisierung des Tests

o Prazision des Tests

o Praanalytische Variabilitat
e Zeitdauer bis zum Eintreffen des Messergebnisses

o Schnelligkeit des Assays

o Verflugbarkeit des Assays nahe der Behandlungseinheit
o Wirtschaftliche Aspekte (Kosten-Nutzen-Verhaltnis)

¢ Richtlinien (diagnostische Gold-Standards)
e Prognostische Implikationen.

® Seite 20, Tabelle 1 des angegebenen Artikels
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4.2.1. Standardisierung des Tests

Eine ideale Standardisierung der cTnl-Tests wirde bedeuten, dass die gleiche Probe mit
jedem cTnl-Assay annahernd identische Ergebnisse der cTnl-Konzentration liefert. Die
verfligbaren Immunoassays zur Bestimmung der cTnl-Spiegel benutzen jedoch Antikorper,
die verschiedene Epitope des cTnl-Antigens erkennen. Auch sind die Assays alle gegen
unterschiedliche Standards kalibriert (z.B. freies cTnl, cTnl-cTnC-Komplex, rekombinantes
cTnl, rekombinanter cTnl-cTnC-Komplex, etc.). Aus diesem Grund ergeben die
verschiedenen cTnl Assays teilweise sehr weit auseinanderliegende Ergebnisse, die einen
direkten Vergleich der Messwerte beinahe unmaoglich machen.

Beispielsweise wird im Vergleich zwischen dem Opus® cTnl-Assay und dem Sanofi
Pasteur® cTnl-Assay zwar eine relativ gute Korrelation festgestellt, jedoch waren die
absoluten Opus® cTnl-Werte durchschnittlich zehn Mal so hoch wie die absoluten Sanofi®
cTnl-Werte. Auch in einem ahnlichen Vergleich zwischen Opus® cTnl und dem Access®
cTnl-Assay wurden trotz einigermalien guter Korrelation signifikante absolute Unterschiede
zwischen beiden Messmethoden gefunden.

Um diese Probleme zu |I6sen, wurden folgende Forderungen aufgestellt:(57)

Forderungen an die Hersteller

o Antikdérper sollten sowohl gereinigtes isoliertes cTnl als auch den cTnl-cTnT und cTnl-
cTnc-Komplex aquimolar erkennen

e Auch oxidierte und reduzierte Formen des cTnl sollten erkannt werden

o Ebenfalls sollten phosphorylierte Formen des cTnl durch die verwendeten Antikdrper
erkannt werden.

Die internationalen Verbande und Organisationen arbeiten derzeit weiter an einem

Konsensus zur Standardisierung der cTnl-Assays.

Die Antikorper des hier evaluierten Assays sind gegen das stabile Epitop in cTnl gerichtet

und erkennen sowohl gereinigtes, isoliertes cTnl als auch die Komplexe (cTnl-cTnT oder

cTnl-cTnC). Zudem werden auch die phosphorylierten Formen des cTnl erkannt.(39)

Die Kalibration und Standardisierung des Liaison Troponin | Assays erfolgte seitens des

Herstellers mit einem neuen Antigen als Standardmaterial, welches einen rekombinanten

Troponin-I-Troponin-C-Komplex  darstellt.(39) Dieser Komplex wurde in einer

Referenzmaterialien untersuchenden Studie verglichen und mit anderen Referenzmaterialien

als Kalibrator empfohlen.(15)
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Analytischer Methodenvergleich

Wie erwartet, gab es keine direkten Vergleichsmdglichkeiten der absoluten Werte zwischen
den verschiedenen Assays. Die unterschiedlichen Assays sollten auf statistische
Korrelationen geprift werden. Es konnte fir kein Methodenpaar eine lineare Regression
Uber den gesamten Messbereich festgestellt werden.

Trotzdem war die Korrelation zwischen den Methoden mit r-Werten zwischen 0,91 und 0,98
Uber den gesamten Messbereich befriedigend. Auch der verkleinerte Messbereich von 0 bis
0,5 ng/ml zeigte zufriedenstellende Korrelationskoeffizienten mit Werten von r zwischen 0,88
und 0,97. Die schlechteste Korrelation ergab sich dabei mit dem Elecsys TnT im niedrigen

Messbereich.

4.2.2. Prazision des Assays

Intra-Assay-Prazisionsbestimmung

Die Intra-Assay-Prazision liegt fur die Minchner Untersuchungen im Durchschnitt bei einem
CV von 3,73%, bei den Untersuchungen in Mainz bei 5,43%. Erwartungsgemal zeigten die
niedrigen Werte eine héhere Imprazision als die hohen Werte.

Aulerdem konnte keine positionsabhangige Drift gefunden werden, da keine Korrelation

zwischen Messposition und Messwert nachgewiesen werden konnte.

Inter-Assay-Prézision

Auch die Werte der Inter-Assay-Prazision zeigten sich mit 4,36% bis 13,85% relativ niedrig,
wobei der durchschnittliche CV bei den Untersuchungen in Minchen und Mainz mit einem
Wert von 7,73% bzw. 7,88% ahnlich lag.

Im Gegensatz zu den schon seit langerer Zeit etablierten Markern einer myokardialen
Schadigung wie Myoglobin oder CK-MB gibt es bisher fiir die kardialen Troponine keine
definierten Richtwerte fir ihre Prazision.(57) Trotzdem sollte in Analogie ein mdglichst
niedriger Variationskoeffizient (CV) angestrebt werden. Panteghini fand bei Untersuchungen
zur Prazision der Troponinmessungen eine interessante inverse Korrelation zwischen
Testdauer und CV: Je langer der Assay dauert, desto besser (geringer) ist der CV.
Scheinbar ist also ein sinnvoller CV eine Art Kompromiss zwischen schnellem Assay mit
geringer Genauigkeit und langsamem, daflr jedoch genauem Test.

Wie bereits oben erwahnt, ist die neue diagnostische Entscheidungsgrenze als das 99.
Perzentil einer gesunden Referenzpopulation definiert, sofern bei diesem Wert im Rahmen
der totalen Prazisionsbestimmung ein CV<10% vorhanden ist.(2) Da es bisher jedoch keinen
Hersteller gibt, der diesen Anforderungen gerecht wird, soll der Cut-Off Wert dort liegen, wo

ein CV = 10% so nah wie moglich bei der 99. Perzentile besteht.
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In unserer Studie hatte der Assay eine 10%ige Prazision bei ca. 0,06 ng/ml. Dieser Wert liegt
relativ dicht bei der 99. Perzentile, wie sie hier experimentell bestimmt wurde und kommt den

Anforderungen relativ nahe.

Verdiinnungslinearitat

Die Testung der Verdinnungslinearitat fihrte insgesamt zu einem guten Ergebnis. Selbst die
Verdiinnung eines Serums mit einer cTnl-Konzentration von 1027 ng/ml zeigte eine gute
Linearitat mit einer durchschnittlichen Abweichung von 6,1%. In einem Versuch ergab sich
jedoch eine durchschnittliche Abweichung von 20,6%. Da jedoch in den letzten drei von vier
Verdunnungsstufen immer eine prozentuale Abweichung zwischen 24% und 29% auftrat,
wird ein Pipettierungsfehler beim zweiten Verdinnungsschritt vermutet, der sich
anschlieltend fortgesetzt hat. Dieser Versuch wurde somit von der weiteren Interpretation
ausgeschlossen.

Die Verdinnungslinearitat spielt bei cTnl, wie bei fast allen Laborparametern, eine wichtige
Rolle, da in der Klinik haufig die Dynamik der Konzentrationsdnderung betrachtet wird. Je
nach cTnl-Anstieg bzw. cTnl-Abfall ist es moglich, eine diagnostische Aussage zu treffen.
Auch die absolute Héhe der maximalen cTnl-Konzentration wird von Klinikern teilweise als
wesentlich zur Beurteilung des morphologischen Schadensausmalles angesehen.(2, 65)
Somit ist es wichtig, auch Konzentrationen eindeutig zu bestimmen, die im Bereich der
oberen Messgrenze des Assays liegen. Durch die Verdiinnungsversuche konnte festgestellt
werden, dass auch bei cTnl-Konzentrationen oberhalb der Messgrenze des Verfahrens nach

Verdunnung eine korrekte Messwertermittlung moglich ist.

Funktionelle Sensitivitat und 10% CV

Die in der Versuchsanordnung experimentell bestimmte funktionelle Sensitivitat des Assays
liegt - definiert durch einen CV von 20% - bei 0,03 ng/ml. Dieser Wert entspricht der oberen
Referenzbereichsgrenze des Parameters (siehe unten). Die inzwischen wichtigere
Entscheidungsgrenze ist jedoch die Analytkonzentration, bei welcher der CV bei 10% liegt.
Diese Analytkonzentration liegt bei 0,06 ng/ml und somit nicht deutlich oberhalb der
Referenzbereichsgrenze. Venge et al.(70) fanden in eigenen Untersuchungen einen sogar
noch gunstigeren Wert mit einer funktionellen Sensitivitat bei 0,015 ng/ml und einem 10% CV
bei 0,027 ng/ml. Allerdings wurden diese Untersuchungen an nur einem Zentrum
durchgefthrt. BerlUcksichtigt man jedoch diese Ergebnisse, so ist die diagnostische
Aussagekraft eines nur minimal erhdhten cTnl-Werts nicht wesentlich eingeschrankt und ein
Wert knapp oberhalb des Referenzbereichsgrenze von ca. 0,03 ng/ml deutet auf eine

Freisetzung aus dem Herzen hin.

Referenzwerte gesunder Personen ohne Herzkrankheiten
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Zur Ermittlung des Referenzbereichs wurden zwei verschiedene Populationen verwendet.
Dabei zeigte sich, dass die in Mainz gemessenen Blutspender eine linksschiefe Verteilung
aufwiesen und die in Mdnchen untersuchten Krankenhauspatienten, die wegen nicht-
kardialer Ursachen aufgenommen wurden (z.B. Augen-Operationen), eine der Gaul’-
Verteilung ahnliche Kurve ergaben. Auch ist beachtlich, dass der Unterschied zwischen
Minchen und Mainz auf der 99. Perzentile doch erheblich ist (Minchen 0,034 ng/ml und
Mainz 0,021 ng/ml). Dies kann zwar einerseits an Systemfehlern liegen, wahrscheinlicher
jedoch durch die Patientenzusammensetzung bedingt sein. So konnten Kratz et al. ebenfalls
eine deutliche Abhangigkeit des Referenzbereichs vom ausgewahlten Kollektiv zeigen,
wobei auch hier Blutspender deutlich niedrigere Troponinkonzentrationen als hospitalisierte

Patienten aufwiesen.(41)

4.2.3. Praanalytische Variabilitat

Die praanalytische Variabilitdt bezeichnet die Unterschiede in den Messergebnissen, die

durch folgende Faktoren bedingt sein kdnnen:(57)

e Lagerungsdauer der Proben

e Temperaturunterschiede wahrend der Probenlagerung

¢ Vorkommen, bzw. Anzahl von Gefrier-Auftau-Zyklen der Proben

e Einfluss verschiedener Probenmaterialien (Serum, EDTA-Plasma, Citrat-Plasma,
Heparin-Plasma, etc.)

e Storinterferenzen durch Lipidamie, Bilirubinamie oder Hamolyse.

Durchgefuhrte Studien zeigten, dass im Vergleich der verschiedenen Assays erhebliche

Unterschiede in der praanalytischen Variabilitdt bestehen.(57) Klar ist jedoch, dass diese

praanalytische Variabilitdt fir jeden Assay verschieden ist und somit untersucht und

dokumentiert werden muss.

Einfluss von Probenmaterial

Die Vergleiche zwischen Serum und Plasmaproben (EDTA, Citrat und Heparin) zeigten eine
insgesamt gute Korrelation. Die Werte in EDTA- und Citrat-Plasma sind ca. 7% niedriger als
im Serum, bei Heparin finden sich dagegen 26% tiefere Werte als im Serum. Auf Grund
dessen ist es notwendig, flr jedes Material einen eigenen Referenzbereich und Cut-Off zu
definieren. Dies ist v.a. in der US-amerikanischen klinischen Umgebung wichtig, da dort
Heparin-Plasma als Material zur Troponin-Diagnostik benutzt wird.

Die mit dem Liaison dargestellte Korrelation zwischen Heparin und Serum stimmt gut mit den
Ergebnissen von Gerhardt et al. Uberein, die 15% niedrigere Werte bei Verwendung von

Heparin-Plasma fanden. Die von ihnen vorgeschlagene Erklarung ist, dass das Heparin an
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Troponin bindet und dadurch die Immunreaktivitat senkt, dies jedoch stark vom verwendetem
Tnl-Antikérper abhangt.(25)

Wu hingegen zeigte, dass das EDTA die Troponinkomplexe in individuelle Untereinheiten
aufbricht, wahrend Heparin keine solchen Effekte aufweist.(74) Dies konnte auch die
niedrigeren gemessenen cTnl-Konzentrationen im EDTA-Plasma im Vergleich zu Serum

erklaren.

Einfluss von Lagerungsdauer und Lagerungstemperatur

Die Stabilitatsmessungen demonstrierten unter den verschiedenen Lagerungsbedingungen
gute Ergebnisse. Der Gesamtdurchschnitt der CV in den Untersuchungen in Minchen und
Mainz betragt 7,59%, was ein Indiz flr eine gute Stabilitat ist.

Im Vergleich zur Kurzzeitlagerung ist die Wiederfindung nach einer Lagerungsdauer von 2
Jahren bei —-20°C etwas niedriger. Durchschnittlich waren ca. 15% niedrigere Werte
nachweisbar.

Diese relativ gute Langzeitstabilitdt nach zwei Jahren Lagerung zeigt deutlich, dass die
Epitope auch nach sehr langer Lagerung immer noch vorhanden sind und von den
eingesetzten Antikdrpern erkannt werden. Ware der Antikdrper gegen instabilere Epitope
gerichtet gewesen, hatte die Wiederfindung — vor allem in der Langzeitlagerung - deutlich

tiefere Werte ergeben missen.

Einfluss endogener Storsubstanzen

Dieser Teil der Evaluierung erbrachte, dass der Assay nicht durch endogene
Storinterferenzen wie z.B. Hamoglobin, Triglyceride oder Bilirubin gestdrt wird. Der Assay ist
auch nicht anfallig gegeniber Paraproteinen, was seine diagnostische Zuverlassigkeit
erhoht. Untersuchungen von Panteghini et al. konnten gleiche Resultate zeigen, wobei auch

in Seren mit HAMAs keine falsch positiven Ergebnisse nachweisbar waren.(56)

4.2.4. Zeitdauer bis zum Eintreffen des
Messergebnisses

In der klinischen Diagnostik eines méglichen Herzinfarkts oder akuten Koronarsyndroms ist
Zeit einer der wichtigsten Faktoren, da nur innerhalb eines gewissen Zeitraums eine
entsprechende Therapie wie PTCA, Stenting oder Lyse erfolgversprechend eingeleitet
werden kann. Daher wird gefordert, dass von der Blutabnahme bis zum Eintreffen des cTnl-
Messergebnisses mdglichst wenig Zeit vergeht. Hierfiir ist zum einen der infrastrukturelle
Aufbau Notaufnahme — Messeinheit essentiel, zum anderen natlrlich die totale
,Turnaround-Time“ von der Blutentnahme bis zur Ubermittiung des Ergebnisses an den

behandelnden Arzt wichtig. Damit geht der Trend in zwei Richtungen: Zum einen sollen die
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cTnl-Assays der neuen Generation immer schneller werden ohne auf eine qualitativ
hochwertige und empfindliche Analytik zu verzichten. Zum anderen kénnen an exponierten
Stellen wie z.B. Notaufnahmen sogenannte ,Point-of-Care“ Gerate installiert werden, die den
Versand in ein Zentrallabor eribrigen.(57) Vorteil der Point-of-Care Ldsung ist, dass der
Probentransport zum Labor und die Befundrickfuhrung entfallen kénnen. Allerdings ist die
diagnostische Empfindlichkeit dieser Assays geringer als die quantitativen Assays im Labor.
Das Liaison Testverfahren ist einfach zu bedienen und braucht bis zum ersten Ergebnis nur
17 Minuten. Die weiteren Ergebnisse werden in 20-Sekunden-Intervallen ausgegeben. Damit
liegt der Liaison in einer vergleichbaren GréRenordnung wie andere zur cTnl-Bestimmung
verwendete Analyser.(6) Die Gesamtzeit bis zum Eintreffen des Ergebnisses, definiert als
Zeitdauer von Blutabnahme bis Ergebnisanzeige, ist auch in einem Zentrallabor deutlich
unter 60 Minuten und entspricht somit den Empfehlungen der National Association of Clinical
Biochemistry (NACB).(73)

4.2.5. Wirtschaftliche Aspekte

Die stetig steigenden Kosten des Gesundheitswesens stellen flr unsere alternde
Gesellschaft eine wichtige Herausforderung dar. Deswegen werden wirtschaftliche Aspekte
innerhalb der medizinischen Diagnostik und Therapie immer wesentlicher. Bisher wurden die
kardialen Troponine und ihr wirtschaftlicher Einfluss auf Kosten, bzw. Nutzen nicht
ausreichend evaluiert, so dass in Zukunft Studien zur genauen Einschatzung des Kosten-
Nutzen-Verhaltnisses speziell auch fir den Liaison cTnl-Assay notwendig werden kénnten.

Dieser Aspekt wurde im Rahmen unserer Evaluierung aulier Acht gelassen, so dass hierzu

keine weiteren Ausfihrungen gemacht werden kénnen.

4.3. Klinische Evaluierung

Patienten mit AMI

Die in der Studie verwendeten Herzinfarkt-Patientenproben stammten von Patienten, die von
der jeweiligen Klinik eindeutig als Herzinfarkt klassifiziert wurden. Dies geschah nach WHO-
Richtlinien mittels einer Kombination von infarkt-typischen EKG-Veranderungen, typischer
Klinik, infarkttypischen Enzymveranderungen, sowie einem Kkoronarangiographischen
Nachweis. Wie unter Ergebnisse dargestellt, ist die diagnostische Empfindlichkeit des
Liaison Assays zur Erkennung eines akuten Myokardinfarkts mit anderen c¢Tnl und cTnT
Assays vergleichbar, signifikante Unterschiede sind dabei nicht festzustellen.

Auf Grund seiner hdheren Messempfindlichkeit scheint der Liaison Assay jedoch gerade

wahrend der ersten Stunden nach akutem Schmerzereignis tendenziell haufiger positive
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Ergebnisse zu erzielen und somit die Diagnose zu einem friheren Zeitpunkt verifizierbar zu

machen.

Patienten mit Angina pectoris/Non-Q-Wave AMI

Die Patienten dieser heterogenen Gruppe profitieren am ehesten von einem sensitiven
Assay zur Bestimmung der kardialen Troponine, da die klinische Symptomatik haufig nicht
mit der Prognose der Patienten korreliert. Dies wurde auch schon in ersten Arbeiten von
Ravkilde et al. 1993 nachgewiesen.(60) Patienten mit UAP und Positivitat von ¢cTnT haben
eine gleich schlechte Prognose wie solche mit bereits manifestem AMI. Somit kommt der
sicheren und empfindlichen Erkennung dieser Patienten mit einem hohen Risiko eine
besondere Bedeutung zu. Wie unter Ergebnisse beschrieben, sind mit dem hier evaluierten
Liaison cTnl Assay in mehr Patienten positive Werte nachweisbar, als mit den zum Vergleich
herangezogenen Assays. Dies gilt sowohl fir die Patienten mit instabiler Angina pectoris, als
auch fur die Patienten mit koronarangiographisch bestatigter KHK, jedoch ohne ACS-
typische Beschwerden. Eine nachweisbare Troponinerhdhung auch bei Patienten mit stabiler
AP wurde bisher nicht beschrieben. Inwieweit sich diese Positivitat allerdings in einer
schlechteren Prognose fur die Patienten widerspiegelt, muss in weiteren Untersuchungen
gezeigt werden.

Zusammengefasst zeigt dies, dass der Assay vor allem in dem diagnostisch wichtigen
Entscheidungsbereich eine hohe Sensitivitdt hat. Wie bereits ausfuhrlichst weiter oben
beschrieben, ist ein erhdhter Troponinspiegel bei Patienten mit UAP Ausdruck einer
myokardialen Nekrose und korreliert mit einer schlechteren Prognose.(30) Auf Grund der
Tatsache, dass eine Therapie mit z.B. Thrombozyten hemmenden Mitteln jedoch zu einer
Verminderung von Komplikationen wie plétzlichem Herztod fihrt, hat dies positive
Konsequenzen fiir die Patienten.(30)

Man konnte postulieren, dass durch noch sensitivere cTnl-Assays wie beispielsweise den
Liaison, mehr Risikopatienten identifiziert werden kénnten und somit von einer Therapie mit
modernen Thrombozytenaggregationshemmern profitieren kdnnten. Trotzdem ist es wichtig,
dass diese vorlaufigen, mit nur wenigen Patienten gewonnen Erkenntnisse in groReren

klinischen Studien gesichert werden.

Patienten mit herzchirurgischem Eingriff

Bei diesem Patientenkollektiv zeigte sich bei allen Behandelten, bedingt durch die operative
Manipulation, ein Anstieg des cTnl. Dabei war der Anstieg bei Patienten mit CABG ohne
extrakorporalen Kreislauf ausgepragter als bei jenen mit extrakorporalem Kreislauf. Diese
Ergebnisse stehen im Wiederspruch zu den Untersuchungen von Swaanenburg(65), die
hohere Werte bei jenen Patienten fanden, die mit Hilfe des extrakorporalen Kreislaufs

operiert wurden. Auf Grund der multifaktoriellen Genese der Freisetzung von kardialen
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Markern bei Operationen am Herzen ist ein direkter Vergleich beider Untersuchungen sicher
schwierig. Zudem ist die Fallzahl in beiden Untersuchungen gering, so dass die gefundene
Diskrepanz am ehesten durch die geringe Patientenzahl bedingt zu sein scheint.

Es sind sicher weiterfiihrende Untersuchungen an einem groReren Patientenkollektiv
notwendig, um genauere Aussagen zur Myokardlasion mit konsekutiver Freisetzung

kardialer Marker bei Patienten mit Herzoperationen zu treffen.

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

Bei dieser Patientengruppe zeigte vor allem der Elecsys Troponinwerte oberhalb der
Entscheidungsgrenze. Wahrend die cTnl-Assays Stratus und Dimension ebenfalls bei
wenigen Patienten Werte Giber dem Cut-Off lieferten, war beim Liaison nur ein Wert tber der
diagnostischen Entscheidungsgrenze.

Das Problem der Diskrepanz der gefundenen Werte von Troponin T und | bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ist vielfach beschrieben und ausflihrlich diskutiert. Zur
Erklarung dieser cTn-Erh6hungen werden mehrere mogliche Grunde angefuhrt: Dies sind
z.B. eine ungenlgende Sensitivitdt des cTnl-Assays im unteren Messbereich, eine
Eliminierung der vorhandenen geringen Konzentration durch die Dialyse an sich oder auch
eine Maskierung der Bindungsstellen der eingesetzten Antikérper durch Heparin. Die
diagnostische Empfindlichkeit des Liaison Assays scheint, wie oben beschrieben, sogar
besser zu sein als die des cTnT Assays. Eine Eliminierung durch die Dialyse erscheint
unwahrscheinlich, da das cTnl sowohl als Einzelprotein als auch im Komplex die
Dialysemembran nicht Uberwinden kann.(77) Da c¢Tnl jedoch einen sehr hohen
isoelektrischen Punkt hat, kann es durch das bei der Dialyse zur Gerinnungshemmung
verwendete Heparin komplexiert werden und ist somit dem Nachweis entzogen.(25, 35)

Auf der anderen Seite ist eine koronare Herzerkrankung bei niereninsuffizienten Patienten
sehr haufig und zugleich Todesursache Nummer eins. Das bedeutet, dass in Analogie zu
Patienten mit KHK aber ohne Niereninsuffizienz theoretisch in gleicher Haufigkeit erhthte
Werte beobachtet werden mussen. Auflerdem wird die Troponinerhéhung auch als
mogliches Anzeichen fir eine linksventrikulare Schadigung durch eine linksventrikulare
Hypertrophie angesehen.(32) Wayand et al. zeigten zudem, dass nach Dialyse die
Konzentration von cTnT erhdht sein kann, wobei dies aber eher einer relativen Erhdhung
durch Volumenentzug nach Dialyse entspricht.(71)

Insgesamt bestéatigen die hier ermittelten Daten jedoch die bislang gefundenen Ergebnisse,
dass cTnl bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz weitaus seltener erhdht
nachgewiesen werden kann als cTnT. Dabei dirfte der seltenere Nachweis von cTnl auf
Grund der beschriebenen Komplexbildung mit Heparin oder Bindung an die Dialysemembran
zustande kommen, was naturlich seine diagnostische Effizienz in diesem Patientenkollektiv

einschrankt.
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Patienten mit V. a. Myopathie und maligner Hyperthermie sowie chronischer
Muskeldystrophie

Die Ergebnisse zeigen, dass — wie erwartet — bei Patienten mit V.a. bzw. gesicherter
Myopathie der Skelettmuskulatur keine erhéhten Werte von cTnl nachweisbar sind.

Anders verhalt es sich jedoch mit Patienten, die an einer chronischen Myopathie vom Typ
Duchenne leiden: Die chronische Myopathie Typ Duchenne ist eine X-chromosomale,
rezessive Erkrankung, wobei das Dystrophiegen mutiert ist. Die Patienten leiden an einer
progressiven Myopathie mit Untergang von Skelettmuskulatur und sterben in der Regel im
jungen Erwachsenenalter. Es wurde beschrieben, dass bei diesen Patienten im Serum cTnT
nachweisbar ist,(7) wahrend cTnl nicht nachweisbar ist(29). Allerdings konnte auf RNA-
Ebene die Expression von RNA fir cTnT und cTnl in Biopsieproben dieser Patienten
gefunden werden,(50) wobei jedoch keine Expression des cTnT-Proteins erfolgen soll.(29) Mit
dem hier evaluierten hochsensitiven Liaison cTnl Assay war in einem von 21 Patienten mit
Duchenne’scher Myopathie ein Wert oberhalb der Entscheidungsgrenze nachweisbar. Leider
wurden keine Vergleichsuntersuchungen mit dem cTnT Assay durchgefuhrt. Da jedoch im
Vergleich zu den beiden anderen cTnl Assays tendenziell héhere Werte auch innerhalb des
jeweiligen Referenzintervalls mit dem Liaison Assay gefunden wurden, konnte die
gesteigerte Empfindlichkeit des Liaison Assays zu einem haufigeren Nachweis bei diesen
Patienten fihren und die von Messner et al.(50) gefundene RNA-Expression bestatigen. Das

war mit den bislang verfligbaren, weniger sensitiven cTnl-Assays noch nicht mdglich.

Patienten mit Polymyositis/Dermatomyositis

Die Ergebnisse zeigen, dass zwei Patienten (17%) sowohl im Liaison cTnl als auch im
Elecsys cTnT Assay erhdhte Werte aufweisen. Der mitgefiihrte Dimension cTnl Assay zeigte
dagegen in allen untersuchten Proben keine erhdhten Werte. Einer der beiden Patienten hat
gleichzeitig erhdhte Werte flir CK, CK-MB Konzentration sowie Myoglobin, was auf eine
kardiale Schadigung hindeutet. In einer 2001 publizierten Studie fanden Erlacher et al.(21)
bei 39 Polymyositis bzw. Dermatomyositis-Patienten erhéhte cTnl-Werte bei 2,5% der
Patienten, wohingegen der cTnT-Wert bei 41% der Proben erhoéht war. Die erhdhten cTnT-
Werte korrelierten dabei mit dem Schweregrad der Krankheit, wahrend es zwischen cTnl-
Werten und Krankheitsgrad keinen Zusammenhang gab.

Die Quelle dieser nachweisbaren cTnT Konzentrationen konnte dabei jedoch nicht eindeutig
identifiziert werden, da weder eine Biopsie zum Nachweis einer moglichen Reexpression in
der Skelettmuskulatur durchgefuhrt wurde, noch eine Freisetzung aus dem Herzen mit den
klinisch zur Verfugung stehenden Methoden ausgeschlossen werden konnte. Im Gegensatz
dazu zeigten beide positive Patienten der hier durchgefuhrten Untersuchungen sowohl einen

erhohten cTnT Wert als auch einen erhdhten cTnl Wert mit dem Liaison Assay. Da cTnl
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bisher nicht in der Skelettmuskulatur nachgewiesen werden konnte, muss davon
ausgegangen werden, dass die Freisetzung aus dem Myokard erfolgte.

Dafiir spricht auch, dass nur mit dem empfindlicheren Liaison Assay, aber nicht mit dem
Dimension Assay eine messbare cTnl-Konzentration nachweisbar war. Am ehesten durfte

somit eine Mitbeteiligung des Herzens ursachlich fir diese Erhéhung sein.

Patienten mit nicht-herzchirurgischem operativem Eingriff

Reine Skelettmuskeltraumata im zuvor nicht erkrankten Muskel sollten zu keiner
Nachweisbarkeit des c¢Tnl nach operativem Eingriff fihren. Die Untersuchungen an
insgesamt 20 Patienten mit groRen chirurgischen Eingriffen bestatigten dies auch. Auffallig
war allerdings, dass die Troponin-Werte im Vergleich zum praoperativen Ausgangswert
postoperativ tendenziell hdher lagen, auch wenn die absoluten Werte noch innerhalb der
Referenzbereichsgrenze waren. Trotzdem konnten bei insgesamt drei Patienten mit dem
Liaison cTnl Werte oberhalb der Entscheidungsgrenze gefunden werden, wobei bei einem
dieser Patienten ebenfalls cTnT nachweisbar war. Allen diesen Patienten war eine herznahe
Operation (Gastrektomie, Operationen am Osophagus) gemeinsam, so dass es auf Grund
einer mechanischen Kompression wahrend des operativen Eingriffs zu einer Schadigung des
Herzens kommen konnte. Auffallig ist auch ein Patient mit einem erhéhten praoperativen
cTnT Wert, der sich postoperativ wieder normalisierte. Dieser Patient wurde
nierentransplantiert, so dass der praoperative Wert als ,niereninduzierte cTnT-Erhéhung®
gewertet werden kann (siehe oben). Insgesamt zeigen diese Untersuchungen jedoch, dass
es bei Skelettmuskeltraumen zu keiner Erhéhung von cTnl kommt. Zusatzlich kdnnen, auf
Grund der hohen Empfindlichkeit des Assays, auch minimale Herzmuskellasionen detektiert

werden. Dies zeigen die Ergebnisse der Patienten mit herznahen Operationen sehr deutlich.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der neue Liaison-cTnl-Assay, ein nach dem Sandwich-
Prinzip arbeitender Immunolumineszenz-Assay zur Messung von kardialem Troponin |

(cTnl), in einer bizentrischen Studie sowohl analytisch als auch klinisch untersucht.

Die analytische Evaluierung ergab einen Variationskoeffizienten zwischen 1,64% und
13,55% fur die Intra-Assay-Prazision, bzw. zwischen 4,36% und 13,85% flr die Inter-Assay-
Prazision. Die Linearitat der Messungen ist bis zu einer Konzentration von 1027 ng/ml
gewahrleistet, auch wurde flir Konzentrationen bis zu 1000 ng/ml kein ,high-dose hook®-
Effekt beobachtet. Die funktionelle Sensitivitit des Assays liegt bei 0,03 ng/ml, ein
Variationskoeffizient (CV) von 10% wird bei 0,06 ng/ml erreicht. Die Bestimmung des cTnl
kann sowohl im Serum wie auch im Citrat-, EDTA- oder Heparin-Plasma durchgefuhrt
werden, wobei jedoch die absolute Wertlage jeweils unterschiedlich ist. Potenzielle
endogene Stoérfaktoren wie z.B. Hdmoglobin, Triglycerid, Bilirubin oder Paraproteine fihren
zu keiner signifikanten Stérung der cTnl Messung. Die Proben waren unter verschiedenen
Lagerungsbedingungen bis zu einer Woche stabil und zeigten auch in der Langzeitstabilitat
bis Uber 2 Jahre vergleichbare Ergebnisse. Das 99. Perzentil liegt in der Referenzgruppe bei
0,027 ng/ml. Im Vergleich zu anderen Assays gibt es zwar keine absolute, jedoch eine gute
relative Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Der Assay ist einfach in der Handhabung und kann
als Einzelanalyse innerhalb von 20 Minuten ein Ergebnis liefern. Somit ist er auch als

Notfallparameter in einem 24-Stunden Prasenzlabor einsetzbar.

Im klinischen Teil der Evaluierung, die im Vergleich mit mehreren bereits etablierten cTnl-
und cTnT-Assays durchgefiihrt wurde, zeigte der hier evaluierte Assay in der Diagnostik des
AMI vergleichbare Ergebnisse. Bei Patienten mit Angina pectoris oder Non-Q-Wave AMI
konnte auf Grund der gesteigerten Empfindlichkeit im tiefsten Messbereich bei deutlich mehr
Patienten eine Uber der Entscheidungsgrenze liegende cTnl-Konzentration gemessen.

Patienten mit herzchirurgischen Eingriffen zeigten erwartungsgemall postoperativ erhohte
cTnl-Spiegel. Zur Uberpriifung der Spezifitat wurden verschiedene Patientengruppen ohne
kardiologische Erkrankung herangezogen. Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und
ohne kardiologische Erkrankung wiesen keine Werte oberhalb der Entscheidungsgrenze auf.
Dies war auch bei Patienten mit Myopathien und maligner Hyperthermie der Fall. In der
Gruppe der Patienten mit Muskeldystrophie vom Typ Duchenne sowie in der Gruppe der
Patienten mit Dermatomyositis/Polymyositis zeigte der Assay, im Gegensatz zu anderen
cTnl Assays und analog dem cTnT Assay tendenziell hdhere Messwerte. Teilweise wurde

sogar die Entscheidungsgrenze uUberschritten. Bei Patienten mit gro3en chirurgischen
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Operationen konnte in der Regel weder pra- noch postoperativ eine Erhdhung verzeichnet
werden. Allerdings konnten bei jenen Patienten, die herznah operiert wurden, postoperativ
grenzwertig erhéhte cTnl-Konzentrationen gemessen werden, was auf eine Freisetzung aus
dem Herzen schlief3en lasst. Insgesamt ist auf Grund der gesteigerten Sensitivitat des hier
evaluierten Assays im Vergleich zu den anderen cTnl Assays und analog zum cTnT Assay

bei mehr Patienten eine Freisetzung aus dem Herzen nachweisbar.

Alles in allem ist der hier evaluierte Assay zur Bestimmung des cTnl sehr sensitiv und
spezifisch. Diese sehr hohe Empfindlichkeit zusammen mit einer schnellen, robusten und
prazisen Analytik, auch als Einzelbestimmung in einem 24-Stunden Prasenzlabor, machen

ihn fur den Einsatz in der taglichen Routine empfehlenswert.
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»,Man sieht nur mit dem Herzen gut.”

(Antoine de Saint-Exupéry)
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