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1 Einleitung
2.1 Definition und Epidemiologie der Herzinsuffizienz

1 Einleitung

Zur systematischen, reliablen Untersuchung des Syndroms Herzinsuffizienz werden
haufig Biomaterialien, i.d.R. Blutproben, in groBer Zahl bendtigt.[1] Essenziell fiir die
Qualitat dieser Blutproben ist eine effektive Lagerung, um ggf. auch noch nach Jahren
verldssliche Bestimmungen vornehmen zu kdnnen. Die vorliegende Arbeit befasst sich
mit der Stabilitdt von 16 a priori selektierten Laborparametern, die in Studien des
»Kompetenznetz Herzinsuffizienz Deutschland” an Kollektiven von Patienten mit
bekannter Herzinsuffizienz mehrfach untersucht wurden.

Im Mittelpunkt stand dabei die Frage, wie stabil sich diese Parameter bei einer
konstanten Temperatur von -80°C verhalten, um eine Aussage treffen zu kénnen, ob mit
dieser Lagerungsmethode auch nach einem langeren Zeitraum von 6—10 Jahren reliabel
verwertbare Ergebnisse zu erzielen sind. Zum anderen sollten systematische
Abweichungen herausgearbeitet werden, die sich u.a. daraus ergeben kénnten, dass ein

Teil der Blutproben vor der endgiiltigen Lagerung postalisch verschickt wurde.

2 Stand der Wissenschaft

Bisher wurden weltweit nur wenige Erkenntnisse lber die spezielle Lagerung von Blut
oder Blutbestandteilen wie Serum oder EDTA-Plasma bei -80°C gewonnen. Diese
Untersuchungen bezogen sich zum Beispiel auf Erythrozyten [2], HbAi.[3], die Proteine
»B-type natriuretic peptide” (BNP) [4] und , high sensitivity C-reactive Protein“ (hs-CRP)

[5] sowie die Lipoproteine HDL und Lipoprotein A.[6]

2.1 Definition und Epidemiologie der Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienz ist definiert als ein Syndrom, dessen Symptomkomplex Beschwerden
wie Dyspnoe, Mudigkeit/Abgeschlagenheit sowie koérperliche aber auch emotionale und
kognitive Leistungsschwache umfasst. Charakteristische klinische Zeichen sind Stauung

der Halsvenen und periphere bzw. zentrale Wassereinlagerung (Odembildung). Auslser



2 Stand der Wissenschaft
2.2 Terminologie und Einteilung der Herzinsuffizienz

der Herzinsuffizienz sind diverse strukturelle und/oder funktionelle kardiale
Pathologien, die gemeinsam zu einer Verminderung des Herzzeitvolumens fiihren.[7]

Die Pravalenz der Herzinsuffizienz betragt in Deutschland derzeit 3,9% in der
erwachsenen Bevolkerung [8], die Inzidenz liegt dabei bei 5-10 pro 1000 Personen in
der erwachsenen Population der westlichen Welt.[7, 9] Hoheres Lebensalter ist ein
wichtiger Risikofaktor, knapp ein Drittel der 55-Jahrigen erkrankt in seinem restlichen
Leben an einer Herzinsuffizienz.[10] In Deutschland liegt das mittlere Alter der an
Herzinsuffizienz Erkrankten bei ca. 75 Jahren. Manner sind im Allgemeinen haufiger
betroffen [11], bei diesem Geschlecht findet sich auch in vielen Féllen eine chronische
Herzinsuffizienz mit reduzierter systolischer Auswurfleistung, eine chronische

Herzinsuffizienz mit erhaltener systolischer Funktion betrifft haufig dltere Frauen.[12]

2.2 Terminologie und Einteilung der Herzinsuffizienz

Am gebrauchlichsten ist heutzutage die Einteilung nach der Pathophysiologie und der
klinischen Symptomatik. Demnach lasst sich die Herzinsuffizienz in eine systolische
(Kontraktionsstorung des Ventrikelmyokards) und eine nicht-systolische (verminderte
Dehnbarkeit des Ventrikels, Restriktion) Funktionsstérung einteilen. Am
gebrduchlichsten fir die symptomatische Einteilung ist die NYHA-Klassifikation (siehe

2.2.2).[11]

2.2.1 Herzinsuffizienz mit erhaltener, mittelgradig erhaltener und reduzierter EF

GemaR der neuen Leitlinien der European Society of Cardiology (ESC) lassen sich anhand
der linksventrikuldaren Ejektionsfraktion (LVEF) drei Varianten der Herzinsuffizienz
unterscheiden: ,Herzinsuffizienz mit reduzierter LVEF“ (HFrEF; LVEF <40%),
yHerzinsuffizienz mit erhaltener LVEF“ (HFpEF; LVEF >50%), sowie die Gruppe der
Patienten, die sich in keiner der vorgenannten Gruppen finden und eine
y,Herzinsuffizienz mit mittelgradig erhaltener LVEF“ (HFmrEF; LVEF 40-50%)

aufweisen.[7]



2 Stand der Wissenschaft
2.2 Terminologie und Einteilung der Herzinsuffizienz

Tab. 1: Definition der Herzinsuffizienz nach der Ejektionsfraktion, modifiziert nach [7]

Kriterien

Typ der
. . HFrEF HFmrEF HFpEF
Herzinsuffizienz
Typische . .
1 Typische Symptome Typische Symptome
Symptome
2 LVEF < 40% LVEF 40-49% LVEF>50%

1. Erhohte natriuretische

1. Erhohte natriuretische
Peptide (NT-proBNP>125
Peptide (NT-proBNP>125 pg}’mL) (NT-p
pg/mL) . ) ot
. . - 2. Mindestens ein zusatzliches
3 - 2. Mindestens ein zusatzliches o
L Kriterium:
Kriterium:
a. Strukturelle
a. Strukturelle
Herzerkrankung
Herzerkrankung . .
b. Diastolische Dysfunktion b Diastolische
¥ Dysfunktion

2.2.2 Einteilung nach der NYHA-Klassifikation

Nach der New York Heart Association kann die Herzinsuffizienz nach subjektiven

Beschwerden in vier Stufen eingeteilt werden (Tab. 2).

Tab. 2: NYHA - Klassifikation, modifiziert nach [13, 14]

NYHA- Subjektive Beschwerden
Stadium
Herzerkrankung ohne korperliche Limitation. Alltagliche korperliche
| Belastung verursacht keine inaddaquate Erschopfung,
Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris.
Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen
Leistungsfahigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Alltdgliche korperliche
Il R .
Belastung verursacht Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder
Angina pectoris.
Herzerkrankung mit hohergradiger Einschrankung der kérperlichen
n Leistungsfahigkeit bei gewohnter Tatigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe.
Geringe korperliche Belastung verursacht Erschépfung,
Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris.
v Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen kérperlichen Aktivitaten und

in Ruhe.




2 Stand der Wissenschaft
2.3 Atiologie und Prognose der Herzinsuffizienz

2.3 Atiologie und Prognose der Herzinsuffizienz

Beziiglich der Atiologie gibt es kein einheitliches Klassifikationssystem, das allgemein
anerkannt ist. Die Krankheit Herzinsuffizienz kann durch sehr verschiedene
Faktoren/Noxen verursacht sein, die auch kombiniert auftreten kénnen. Die haufigsten
Ursachen sind die Koronare Herzerkrankung, Pathologien des Myokards, Druck- oder
Volumenbelastung der Ventrikel sowie Herzrhythmusstérungen.[7]

Die Prognose der Herzinsuffizienz ist weiterhin ungiinstig: Nach wie vor liegt die 5-
Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit NYHA 11l oder IV deutlich unter 50%.[15] In den
vergangenen Jahren wurden Systeme zur Prognose- und Risikoabschatzung dieser
Patienten vorgeschlagen, die jedoch nur in kleinem Umfang im klinischen Alltag
Anwendung finden.[7, 16-20]

Ferner wurden verschiedene Marker etabliert (vgl. Tab. 3), die prognostische
Vorhersagekraft besitzen, ohne dass sie jedoch systematisch zur exakten

Risikostratifizierung und ggf. Therapiesteuerung herangezogen werden.[7]



2 Stand der Wissenschaft
2.4 Das Kompetenznetz Herzinsuffizienz (KNHI)

Tab. 3: Marker fiir eine Prognoseverschlechterung bei Herzinsuffizienz, modifiziert

nach [7]

Hoheres Alter, mannliches Geschlecht, niedriger
Demografische Daten

soziobkonomischer Status

Schwere der Hohere NYHA-Klasse, langeres Bestehen der

Herzinsuffizienz Herzinsuffizienz, geringere Muskelmasse

Hohe Herzfrequenz in Ruhe, Hypotonie,
Klinische Parameter

Volumenbelastung, Gebrechlichkeit

Niedrige Ejektionsfraktion, ventrikuldre Dilatation,
Kardiale Pathologien Aortenstenose, pulmonale Hypertonie, Hypo-

/Akinesien

Hyponatriamie, NT-proBNP 1, Aldosteron,
Biomarker Katecholamine”, hsCRP, Kardiale Stressmarker

wie z.B. Troponine

Arrhythmien, Koronare Herzerkrankung, pAVK,
. Diabetes mellitus, Chronisch obstruktive

Komorbiditaten
Lungenerkrankung, Chronisches Nierenversagen,

Depression

2.4 Das Kompetenznetz Herzinsuffizienz (KNHI)

2.4.1 Aufbau

Fihrende Wissenschaftler auf dem Gebiet der Herzinsuffizienz aus 30
Universitatskliniken, 5 Forschungsinstituten, 7 Herzzentren, 17 Herz-Kreislauf-Kliniken,
Uber 200 Arztpraxen, 4 Rehakliniken sowie viele Organisationen und Verbande haben
sich im Jahre 2004 zum Kompetenznetz Herzinsuffizienz Deutschland (KNHI)
zusammengeschlossen.[21] Das KNHI wurde 10 Jahre vom Bundesministerium fir
Bildung und Forschung gefordert. Diese Forderung umfasste sowohl Struktur-, wie auch

Projektférderung.



2 Stand der Wissenschaft
2.4 Das Kompetenznetz Herzinsuffizienz (KNHI)

Krankenhauser Laboratorien |- - - = - = = = = = = = —

Berlin

-------- Verschliisselte Kommunikation
———— Unverschliisselte Kommunikation
Probentransport

. Datenbank mit Patientendaten
. Datenbank ohne Patientendaten

Abb. 1: Das Kompetenznetz Herzinsuffizienz, modifiziert nach [22]

Herzinsuffizienz

- 2

Infrastruktur Zentralbiiro Studienzentrum | Biomaterialbank Assoziierte Projekte

Wissenschaftliche Projekte

sP4 SPS SP6a & 6b SP7
Epidemiologie || Atiologie Epidemiologie (| | PP*ette
vaweare || wasmsosmies || 5P o
ole re udie
Mechanismen Herzinsuffizienz L Lebensqualitat

SP 12 SP13 SP 15 SP 16
Multizentrische Geschlechts- Okonomische
studien Untarschleda INH-Studie Evaluation

- 4

Abb. 2: Projekte des KNHI, modifiziert nach [23]



2 Stand der Wissenschaft
2.4 Das Kompetenznetz Herzinsuffizienz (KNHI)

Die drei infrastrukturellen Teilprojekte umfassten

die Geschaftsstelle (vormals Berlin, derzeit Wiirzburg); Schwerpunkte sind
Offentlichkeitsarbeit sowie interne und externe Kommunikation zwischen den
Wissenschaftlern und den Projektpartnern,

das ,,Zentrum fir Studienakquise, Statistik und Biometrie; hier werden die klinischen
Studien auf einer zentralen Plattform administriert und qualitatskontrolliert; ein
netzwerkweites internes Datenmanagement wurde implementiert und 16
Kategorien mit klinischen Parametern (sog. Basisdatensatz) gebildet, die von jedem
eingeschlossenen Patienten erhoben werden (Tab. 4),

die zentrale Biomaterialbank (BMB) in Berlin (derzeit unter Leitung von Prof. Dr.
Michael Hummel), die zur Langzeit-Einlagerung der KNHI-Bioproben dient: im Jahr
2009 beinhaltete die Biomaterialbank bereits eine Anzahl von circa 100.000 Serum-,
Plasma- und DNA-Proben von mehr als 12.000 Patienten. An einigen KNHI-
Standorten (insbesondere Wirzburg und Goéttingen) wurde gleichfalls Biomaterial
eingelagert, um entweder zusatzliches Material flir Zusatzanalysen lokal vorzuhalten,
oder auch die Qualitdtskontrolle zu unterstiitzen. Alle Proben, die noch in Berlin
lagern, werden dann als Spezialtransport unter konstant gehaltener Temperatur nach

Wirzburg transferiert und dort systematisch eingelagert.[23]



2 Stand der Wissenschaft
2.4 Das Kompetenznetz Herzinsuffizienz (KNHI)

Abb. 3: Ubersicht iiber das Kompetenznetz Herzinsuffizienz, modifiziert nach [21]

Tab. 4: Harmonisierte Datenerfassung aller Patienten, die in KNHI-Studien
aufgenommen wurden [23]

Kategorien Anzahl Item pro Kategorie
Sozial-demographische Daten 6
Korperliche Untersuchung 4
Framingham-Kriterien der Herzinsuffizienz 5
Klassifizierung der Herzinsuffizienz 17
Risikofaktoren 7
Kardiale Diagnostik 14
Atiologie 7
Kardiovaskuldre Interventionen 9
Begleiterkrankungen 10
Medikation 24
Laborwerte 6
Elektrokardiogramm 11
Echokardiographie 16
Koronarangiographie 9
Lebensqualitat 36
Depression 9




2 Stand der Wissenschaft
2.4 Das Kompetenznetz Herzinsuffizienz (KNHI)

2.4.2 Technische und Datenschutzkonzepte zur Akquise von Daten und
Biomaterialien
Ein wesentliches Ziel der klinischen Studien im KNHI ist die Akquise von Biomaterial. Der
Prozess der Daten- und Biomaterialakquise folgt im KNHI einem streng reglementierten
Prozess (,Standard Operation Procedures”, SOPs). Fir jede klinische Studie muss vor
Studienbeginn ein Ethikvotum eingeholt werden und, falls erforderlich, zusatzlich eine
Datenschutzerklarung. Es werden ausschlief3lich volljahrige Patienten eingeschlossen.
Die Ein- und Ausschlusskriterien sind in der jeweiligen Studie definiert. Der Patient muss
die schriftliche Zustimmung zur Datenakquise vor Studienbeginn gegeben haben.
Die Zustimmung zur Archivierung der Bioproben in der BMB erfolgt separat. Unmittelbar
nach Entnahme wird die Bioprobe pseudonymisiert. Die Klartextnamen liegen nur dem
entnehmenden Studienzentrum vor. Diese Einwilligung kann jederzeit widerrufen
werden. Die Erfassung der Daten selbst erfolgt in einer Oracle-Datenbank (iber ein
webbasiertes Formular auf Basis von Oracle Formatvorlagen. Die Datenbank der BMB
wird regelmaRig mit den Daten der Kenndatenliste abgeglichen, um eine zeitnahe
Information Uber den Bestand der BMB zu haben. Mittels grafischer Reports kann
jederzeit eine Aussage liber den aktuellen Bestand in der BMB erfolgen. Die BMB-
Datenbank ist vollstandig in das Datensicherheitskonzept des KNHI integriert.
In der Datenbank der BMB werden ausschliellich probenbezogene Daten (Qualitat,
Datum, Versender etc.) erfasst. Die jeweilige Probe ist mit einer weiteren
Identifikationsnummer (ID) pseudonymisiert und unter dieser gespeichert. Eine
Verbindung mit klinischen bzw. personenbezogenen Daten ist in der BMB nicht méglich.
Die klinischen Daten des Patienten werden ausschlieBlich im Rahmen der Studien und
Projekte gesammelt und in den entsprechenden Studien- bzw. Projektdatenbanken
erfasst, eine Zuordnung zum Biomaterial ist lediglich (iber die in der Kenndatenliste des
KNHI gespeicherten Daten mdoglich. Dies kann nur von autorisierten Personen in der
raumlich und logistisch getrennten Netzwerk-Zentrale erfolgen.[24]
Die Uber Deutschland verteilten Studienzentren verwenden eine standardisierte
Einwilligungserklarung und ein standardisiertes Set zur Blutabnahme, bei dem zwei

EDTA-Monovetten (9 ml) und eine Serum Monovette (9 ml) gefiillt werden. Die



2 Stand der Wissenschaft
2.5 Biomarker

Abnahme erfolgt im Rahmen der ersten Blutabnahme, die ohnehin fiir die klinische
Studie notwendig ist. Aus den eingesandten Monovetten werden im Durchschnitt 4 x
1,5 ml Plasma, 2 x 1,5 ml Serum, 1 ml Restblut und 1 ml DNA (ca. 0,5-0,7 mg) pro Patient
gewonnen und eingelagert. Die Lagerung von Serum und Plasma erfolgt dann in
Gefriertruhen bei -80°C (siehe auch Kap. 2.3), wahrend DNA und Restblut bei -20°C
eingelagert werden. Die Gefrierschranke stehen in einem abgesicherten temperierten

Raum, zu dem nur autorisierte Personen Zugang haben.[22-25]

2.5 Biomarker

Die 16 Biomarker, deren Stabilitdt analysiert wurde, lassen sich in 11 Subgruppen
unterteilen. Alle 16 Werte sind wichtige Bestandteile einer umfassenden
Charakterisierung von Patienten mit Herzinsuffizienz, um klinische Aussagen (iber
verschiedene Pathologien, diagnostische Entitdten und Prognose zu treffen.

Die Konzentrationen der Elektrolyte Natrium und Kalium sind unverzichtbar, um einen
Erklarungsansatz flir eventuell vorliegende Rhythmusstorungen zu erbringen. Bei zu
hohen oder zu niedrigen Werten verandert sich als Folge die Kontraktionsfahigkeit des
Herzmuskels. Natrium ist darlber hinaus ein wichtiger Prognosemarker.[26, 27]
Harnstoff und Kreatinin bieten zusammen mit der errechneten glomeruldren
Filtrationsrate eine Abschatzung der Nierenfunktion; eine schlechte Nierenfunktion
korreliert hierbei stark mit der Mortalitdt bei fortgeschrittener chronischer
Herzinsuffizienz.[28] Die Leberparameter AST, ALT und GGT sowie das Plasmaprotein
Albumin sind ebenso mit der chronischen Herzinsuffizienz verkntpft. GGT ist hierbei mit
der kardiovaskuldaren Mortalitdt, eine Hypalbumindamie mit einer héheren 1-Jahres-
Mortalitat bei akuter Herzinsuffizienz assoziiert.[29-31]

Erhohte Harnsaurespiegel sind ebenfalls unabhangige Pradiktoren fiir erhohte
Morbiditat und Mortalitdt bei chronischer Herzinsuffizienz.[32, 33] Die Lipoproteine
HDL und LDL, das Gesamtcholesterin und die Triglyzeride im Serum spielen nach wie
vor eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Koronarer Herzkrankheit, die wiederum
die haufigste Ursache einer Herzinsuffizienz darstellt.[34, 35] Beziiglich der chronischen

Herzinsuffizienz herrscht momentan noch kein einheitlicher Konsens, was es umso
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wichtiger erscheinen ldsst, diese Parameter mit in die Qualitatskontrolle
aufzunehmen.[36, 37] Die beiden Proteine high-sensitivity C-reactive Protein (hsCRP)
und NT-proBNP sind bei der Diagnose, Verlaufskontrolle und prognostischer Bewertung
der Herzinsuffizienz unverzichtbar[15, 38] und spielen deswegen eine sehr groRe Rolle
in dieser Qualitatsanalyse. Zusatzlich spiegeln alle diese Biomarker die Bandbreite der
klinischen Chemie wider: Es finden sich sowohl reine lonen (Na, K), kleine Molekdle (z.
B. Harnstoff, Harnsaure), Enzyme (z. B. AST, AST, GGT) und Proteine (z. B. NT-proBNP).

Nachfolgend werden die Analyte kurz im klinisch-diagnostischen Kontext vorgestellt.

2.5.1 Natrium und Kalium

Natrium ist als Elektrolyt entscheidend fiir die Osmolaritat der extrazelluldren
FlUssigkeit. Verschiebungen im Gleichgewicht zwischen Extra-und Intrazelluldrraum
fihren zu schwerwiegenden Veranderungen im Organismus. Kalium spielt als Elektrolyt
im intrazellularen Raum die entscheidende Rolle fiir eine Aufrechterhaltung der
membrandsen Spannungspotentiale und des osmotischen Drucks. Die Bestimmung im
Zentrallabor erfolgt Ublicherweise mittels Flammenphotometrie oder der
ionenselektiven Elektrode.[39] Der Referenzbereich fiir Natrium im Serum liegt
zwischen 135 und 145 mmol/L, und fir Kalium bei 3,5 — 5,0 mmol/L.[40] Bei Patienten
mit schwerer Herzinsuffizienz kénnen die Konzentrationen der Elektrolyte in den

Erythrozyten verdandert sein.[41, 42]

2.5.2 Harnstoff und Kreatinin

Harnstoff wird im sogenannten Harnstoffzyklus als Endprodukt gebildet, um die
Ammoniumkonzentration in den Korperflissigkeiten niedrig zu halten. Kreatinin als
zweiter Parameter fiir die Nierenfunktion ist das Abbauprodukt von Phosphokreatin aus
der Muskelzelle. Beide werden Uber die Nieren ausgeschieden.[43] Die labortechnische
Bestimmung von Harnstoff erfolgt entweder vollenzymatisch mit Messung des NADPH-
Verbrauchs oder mit der Berthelot-Reaktion, bei der Ammoniak zu einem blauen

Farbstoff umgesetzt wird. Kreatinin wird mit der sogenannten Jaffé-Reaktion im Serum
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oder Plasma bestimmt, bei der es ebenfalls zu einem Farbumschlag kommt. Bei
Erwachsenen kann die Harnstoffkonzentration zwischen 12 und 48 mg/dL schwanken,

der Referenzbereich fur Kreatinin liegt zwischen 0,66 und 1,25 mg/dL.[39]

2.5.3 Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und Alanin-Aminotransferase (ALAT)

Die ASAT, auch Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) genannt, bildet zusammen
mit der ALAT, auch als Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) bezeichnet, die Gruppe
der Transaminasen. Beide Enzyme sind am Abbau von Aminosauren beteiligt und finden
sich in unterschiedlicher Konzentration in Leber- und Muskelzellen. Im Serum oder
Plasma wird der NADH-Verbrauch bei der Enzymreaktion photometrisch gemessen,
physiologisch sind Werte < 59 U/L bzw. < 50 U/L bei Mannern und Werte < 35 U/L bei
Frauen.[39]

2.5.4 Gamma-Glutamyltranspeptidase (GGT)

Das Glykoprotein GGT beteiligt sich wahrscheinlich am Aminosauretransport in die Zelle
hinein. Die Messung der Enzymaktivitat erfolgt laborchemisch durch photometrische
Bestimmung der p-Nitranilin-Zunahme, physiologisch sind Werte von < 60 U/L (Ménner)

bzw. < 40 U/L (Frauen).[39]

2.5.5 Harnsdure

Harnsaure ist ein Produkt, das beim Abbau der Purinbasen Adenin und Guanin entsteht.
Die Bestimmung erfolgt entweder durch eine photometrische Messung der NADPH-
Bildung nach vorangegangener Reaktion mit Aldehyddehydrogenase oder durch
Messung der Farbbildung von dabei entstehendem Wasserstoffperoxid, das bei
vorherigen enzymatischen Reaktionen entsteht. Der Referenzbereich fiir Harnsadure

liegt bei 3,5-7,0 mg/dL fiir Manner und bei 2,5-5,9 mg/dL fiir Frauen.[39]
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2.5.6 Geschatzte glomeruldre Filtrationsrate (eGFR)
Die eGFR (e = estimated) ist eine Abschatzung der Nierenfunktion, vor allem bei einer

Filtrationsrate von <60 ml/min/1,73 gm.

Serumkreatinin~115% x Alter %293 « Faktor

Abb. 4: Formel zur Berechnung der eGFR, nach [11]

Der in der Formel genannte Faktor betragt 186 bei der Einheit (mg/dL). Bei Frauen muss
das Ergebnis mit 0,742 multipliziert werden, bei Menschen mit schwarzer Hautfarbe
zusatzlich noch mit 1,21. Bei besserer Nierenfunktion zeigt die eGFR eine Abweichung
von wirklichen Werten, da die Formelwerte bei Niereninsuffizienten ermittelt

wurden.[11, 39]

2.5.7 Triglyzeride und Gesamtcholesterin

Diese beiden bei den eingeschlossenen Patienten bestimmten Parameter sind dem
Fettstoffwechsel im menschlichen Koérper zuzuordnen. Triglyzeride, auch
Triacylglycerine genannt, machen den grofRten Anteil der Nahrungslipide aus und
konnen bei Nahrungskarenz in der Lipolyse verstoffwechselt werden, um Energie fiir den
Organismus zu liefern. Cholesterin wird ebenfalls tiber die Nahrung aufgenommen, mit
der Galle ausgeschieden und erfillt diverse Funktionen: Es ist Bestandteil zelluldrer
Membranen, Vorlaufer aller Steroidhormone und Ausgangssubstanz fiir die Biosynthese
von Gallensaduren.[43]

Triglyzeride werden beim niichternen Patienten bestimmt, indem der NADH-Verbrauch
bei diversen enzymatischen Reaktionen photometrisch bestimmt wird. Bei intravendser
Erndhrung oder Hepatopathien konnen sich falsch erhéhte Werte zeigen. Cholesterin
wird laborchemisch durch eine Verseifungsreaktion und eine anschlieRende
Oxidationsreaktion bestimmt. Das hierbei freiwerdende Wasserstoffperoxid bildet mit
Chromogen einen Farbstoff, der quantitativ gemessen werden kann.[39] Die
Referenzwerte der Triglyzeride und des Gesamtcholesterins sind stark alters- und

geschlechtsabhangig.
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2.5.8 High Density Lipoprotein (HDL-Cholesterin) und Low Density Lipoprotein (LDL-
Cholesterin)

HDL- und LDL-Cholesterin gehoren zur Gruppe der Lipoproteine, die nach ihrer Dichte
eingeteilt werden. Wahrend HDL den Transport von Cholesterin zur Leber und die
Ausscheidung Uber die Galle vermitteln, transportieren die LDL Cholesterin zu den
verschiedenen Zielgeweben, wo dieses dann die in Kap. 2.5.7 genannten Funktionen
erfiillt.[43]

Die Bestimmung erfolgt durch gezielte Zersetzung von entweder HDL-Cholesterin oder
LDL-Cholesterin und einer nachfolgenden Bestimmung des hierdurch freiwerdenden
Cholesterins. Bezlglich der physiologischen Werte gilt auch hier eine starke
Geschlechts- und Altersabhingigkeit.[39] Eine Ubersicht der Referenzwerte der

Triglyzeride, des Gesamtcholesterins und der Lipoproteine findet sich in Tab. 5 und Tab.

6.
Tab. 5: Referenzwerte Triglyzeride und Gesamtcholesterin, modifiziert nach [39]
Alter Referenzwerte Referenzwerte
30 44 — 185 mg/dL 150 — 220 mg/dL
. 40 49 — 284 mg/dL 160 — 240 mg/dL
Manner
50 56 — 298 mg/dL 170 — 240 mg/dL
60 62 — 288 mg/dL 175 — 240 mg/dL
30 40— 128 mg/dL 150 — 240 mg/dL
40 38 — 160 mg/dL 160 — 240 mg/dL
Frauen
50 44 — 186 mg/dL 170 — 260 mg/dL
60 55— 247 mg/dL 195 - 275 mg/dL
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Tab. 6: Referenzwerte HDL und LDL, modifiziert nach [39]

Alter Referenzwerte HDL Referenzwerte LDL
30 60 — 175 mg/dL
. 40 80— 190 mg/dL
Mainner 27 — 65 mg/dL
50 90 — 205 mg/dL
60 90 - 215 mg/dL
30 60 — 160 mg/dL
40 70 — 170 mg/dL
Frauen 33 -77 mg/dL 4
50 80— 190 mg/dL
60 100 — 235 mg/dL

2.5.9 Albumin

Albumin hat als Plasmaprotein die groBte Bedeutung als unspezifisches
Transportprotein fiir wasserunldsliche Substanzen. Die Bestimmung kann durch die
Biuret-Methode erfolgen, bei der Kupfer-lonen mit je 4 Stickstoffatomen farbige
Komplexe bilden, die dann photometrisch gemessen werden. Eine andere Moglichkeit
ist die quantitative photometrische Bestimmung im Serum oder Plasma mit
Bromkresolgriin oder Bromkresolpurpur. Der Referenzbereich liegt bei 35 — 53 g/L und

nimmt mit zunehmendem Alter ab.[39]

2.5.10 High-Sensitivity C-reactive Protein (hsCRP)

Das CRP wird in der Leber gebildet und gilt als unspezifisches Akute-Phase-Protein, das
bei Entziindungen freigesetzt wird. Es wird mittels Turbidimetrie (photometrische
Messung der Triibheit) im Serum oder Plasma bestimmt, ein Wert bis 0,5 mg/dL gilt als
physiologisch.[39] Schon Mitte der 1990er Jahre konnte festgestellt werden, dass bei
instabiler Angina Pectoris und bei akuter KHK das CRP erhdht sein kann.[44-46]

Das hsCRP spielt heutzutage als weiterentwickelter Biomarker in der Kardiologie eine
Rolle. Laut einer grofRen Metaanalyse von 2010 [47] geht eine Erhohung des CRP um
eine logarithmierte Standardabweichung (entspricht einer dreifach erhéhten CRP-

Konzentration) mit einem relativen Risiko von 1,37 (95%-Kl 1,27 — 1,48) fiir KHK und von

15



2 Stand der Wissenschaft
2.5 Biomarker

1,55 (95%-KI 1,37 — 1,76) fiir vaskuldare Mortalitdt einher. Eine Statintherapie fuhrt zu
einer Verringerung des hsCRP. Eine Therapie mit Statinen bei Patienten mit normalem
LDL-Cholesterin aber mit Werten von hsCRP > 0,2 mg/dL hat einen positiven Effekt auf
Herzinfarktrate und Gesamtmortalitdt.[46, 48-50] Yin et al konnten einen signifikanten
Anstieg von hsCRP bei schwererer Herzinsuffizienz feststellen und vermuteten eine
entziindliche Komponente bei der Entstehung der Herzinsuffizienz.[51] Bezlglich der
Krankheit Herzinsuffizienz zeigte eine retrospektive Analyse der CORONA-Studie einen
positiven Einfluss von Rosuvastatin auf die hsCRP-Werte von Patienten mit
Herzinsuffizienz.[52] Ob hsCRP ebenso wie NT-proBNP als Biomarker im klinischen Alltag

einsetzbar ist, miissen kiinftige Studien allerdings erst noch zeigen.

2.5.11 NT-proBNP

BNP (,,brain natriuretic peptide” oder ,,B-type natriuretic peptide”) wurde urspriinglich
im Gehirn entdeckt, spater aber auch im Myokardgewebe nachgewiesen.[53-55] Die
Synthese von BNP wird mechanisch durch Veranderung der Wandspannung und durch
Stimulation von Noradrenalin oder Angiotensin |l getriggert.[53, 56] Nach der Sekretion
aus den Myokardzellen wird das Pro-BNP in das biologisch aktive BNP und das biologisch
inaktive NT-proBNP gespalten, die beide frei im Blut zirkulieren.[57, 58] Dieser
Stoffwechselweg ist in Abbildung 5 grafisch dargestellt. BNP senkt die
Aldosteronausschittung, senkt den Blutdruck, fiihrt zu einer peripheren Vasodilatation
und erhoht die GFR in der Niere mit daraus folgender Mehrausscheidung von
FlUssigkeit.[59] NT-proBNP kann als freies Hormon im Zentrallabor bestimmt werden,
die physiologischen Grenzwerte fiir Patienten ohne Niereninsuffizienz sind < 125 pg/mL
bei chronischer Herzinsuffizienz und < 300 pg/mL bei akuter Herzinsuffizienz. Es wird
empfohlen, die natriuretischen Peptide nur zum Ausschluss der Herzinsuffizienz zu

verwenden, nicht aber zur Diagnosebestatigung.[39, 60, 61]
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pro-BNP (1-108)

1 10 70 76
HaN

COOH
NT-pro-BNP (1-76) HaN BNP (77-108) COOH

Abb. 5: Spaltung von Pro-BNP in NT-proBNP und BNP, modifiziert nach [53]

De Lemos et al konnten zeigen, dass NT-proBNP Konzentrationen im Plasma von
Patienten mit systolischer Dysfunktion der Ventrikel oder einer linksventrikuldren
Hypertrophie gegeniliber gesunden Normalpersonen signifikant erhoht sind.[62] Als
Prognosemarker bei chronischer Herzinsuffizienz eignet sich NT-proBNP genauso wie
zur Feststellung einer kardialen Belastung oder Herzinsuffizienz bei Patienten mit akuter
Dyspnoe; zusatzlich korrelieren die Plasmaspiegel von NT-proBNP mit dem Schweregrad
der Herzinsuffizienz.[63-68] Im Vergleich der Biomarker BNP und NT-proBNP zeigte sich
das inaktive Fragment als Pradiktor der Mortalitat, Morbiditat und Hospitalisierung der
Patienten signifikant lGberlegen.[69] Als Biomarker fiir die Herzinsuffizienz nimmt NT-
proBNP demnach den grofRten Stellenwert ein [70, 71] und ist auch im

Diagnosealgorithmus bei Verdacht auf Herzinsuffizienz fest enthalten.[7]
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3 Material und Methoden

3.1 Relevante Studien

3.1.1 INH-Studie

Die Interdisciplinary Network for Heart Failure Study (INH-Studie) ist eine
multizentrische offene, stratifiziert randomisierte, kontrollierte, monozentrische
Parallelgruppenstudie mit verblindeter Endpunkt-Evaluation durch externes Endpunkt-
Komitee. Die Einschlusskriterien waren eine Herzinsuffizienz wahrend eines stationdren
Aufenthalts (EF < 40 %) und klinische Zeichen/Symptome der Herzinsuffizienz. Ferner
mussten die Patienten volljdhrig sein und ihr Einverstandnis zur Studienteilnahme
schriftlich erklart haben. Insgesamt wurden 1022 Patienten in diese Studie

eingeschlossen. [72, 73]

3.1.2 Diast-CHF-Studie

Die Diast-CHF-Studie ist eine multizentrische, prospektive, offene Zwei-Kohortenstudie
im Quer- und Langsschnitt. Die Einschlusskriterien waren arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus, Schlafapnoesyndrom, Zeichen der Arteriosklerose sowie die Diagnose
Herzinsuffizienz. Die insgesamt 1734 Patienten waren alle zwischen 50 und 85 Jahren alt

und hatten schriftlich ihr Einverstandnis zur Studienteilnahme erklart.[73, 74]

3.2 Biomaterial

Das fur die Messungen bendtigte Biomaterial war im Rahmen der INH-Studie sowie der
Diast-CHF-Studie entnommen worden. Nach schriftlicher Einwilligung des jeweiligen
Patienten wurde dieses Material etikettiert, verpackt und mit einem pseudonymisierten
Probenbegleitschein ins zentrale Labor in das Krankenhaus Berlin-Buch geschickt, wo die
Probenidentitat gepriift und die Qualitdit der Biosamples erfasst wurde; dann
zentrifugierte das Personal alle Proben, bereitete das Blut auf, um daraus das Serum und

das EDTA-Plasma zu gewinnen, und lagerte samtliches Biomaterial ein, das den vorher
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aufgestellten Qualitatskriterien entsprach. Die ausgewahlten Proben wurden von
Patienten und Patientinnen mit Herzinsuffizienz in unterschiedlichstem Alter gewonnen.
Fiir die gesamte Personengruppe existieren auflerdem die in Kapitel 3.1 genannten
einheitlichen klinischen Angaben.[75]

Die im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit ausgewerteten Proben stammen von 215
Patienten der INH-Studie und 224 Patienten der Diast-CHF-Studie. Die Entnahme der
Blutproben war in den Jahren 2004-2008 erfolgt. Nach Blutentnahme waren die Samples
von Wirzburg bzw. Gottingen gemaR der Biomaterial-SOP nach Berlin verschickt und
dort in einem Ultra-Low Temperature V.I.P.™ MDF-U72V Freezer bei minus 80°C
gelagert worden.[76] Alle Bioproben unterlagen einem streng kontrollierten
Temperatur-Ausfallkonzept: bei Abfall der Temperatur auf Werte warmer als -60°C in
den Gefrierschranken, wurde das Alarmsystem aktiviert. In diesem Fall springt die
Notfallstromversorgung an und es wird sofort der diensthabende Mitarbeiter der
Biomaterialbank automatisch per Telefon informiert. In Berlin gab es wahrend des
relevanten Zeitraums insgesamt einen solchen Notfall, dem auf die o.g. Weise effektiv
begegnet werden konnte.[75]

Im Rahmen des hier bearbeiteten Qualitatssicherungsprojektes wurden aus Berlin
komplementare Biosamples gemessen und zu diesem Zweck nach Wirzburg tberfihrt.
Insgesamt wurden aus der INH-Studie 149 EDTA-Plasmaproben und 174 Serumproben
gemessen, sowie aus der Diast-CHF-Studie 192 EDTA-Plasmaproben und 132
Serumproben.

Des Weiteren wurden 135 EDTA-Plasmaproben und 139 Serumproben aus der INH-

Studie gemessen, die in Wiirzburg verblieben waren. Diese Proben werden im

Ill III

Folgenden als ,,Serum lokal” und ,Plasma lokal“ bezeichnet. Hier wurde ein Thermo
Scientific Herafreeze® TOP HD Freezer zum Einfrieren verwendet.[77] Die nachfolgende

Abbildung 6 veranschaulicht den Biomaterial-Fluss.
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Gottingen Wiirzburg Diast-CHF
Diast-CHF-Studie INH-Studie
- — —-INH
-------- lokal
i
149 x Plasma; 135 x Plasma
174 x Serum | 139 x Serum
T
1
Berlin | Wiirzburg
|
Abb. 6: Lagerung des Biomaterials
3.3 Messung

3.3.1 Basismessung

Als sogenannte Basismessung wird im Folgenden die Messung bezeichnet, die zwischen
2004 und 2008 direkt nach Blutabnahme und Zentrifugierung, also am jeweiligen
Standort der Blutentnahme, durchgefiihrt wurde. Hier wurde nur das Serum analysiert,
um einen Basiswert zu generieren, der eine Betrachtung der in den Jahren

stattgefundenen Veranderung der einzelnen Parameter erlaubt.

3.3.2 Nachmessung
Als Nachmessung wird die 2013 durchgefiihrte Analyse der Serum- und Plasmaproben
bezeichnet, also die Messung nach Auftauen der Bioproben. Samtliches Biomaterial

wurde fir die Nachmessung im Zentrallabor der Universitatsklinik Wiirzburg gemessen.
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Hierzu wurde eine eigene Materialprozedur aufgesetzt: Nach der Auftragserzeugung mit
dem Laborsystem Lauris® und dem Etikettieren sogenannter ,False Bottom“ Tubes
wurden die Proben mit dem Vortex Mixer durchgemischt und danach kurz
abzentrifugiert. Zum Fllen der Tubes wurden Eppendorf Research® Plus Pipetten (1000
ul) verwendet. Der Transport ins Zentrallabor erfolgte in isolierten, mit Eis gefillten
Kisten (Temperatur ca. 4°C), nach Ankunft lagerte das Material bei 4°C im Kiihlschrank
vor Ort. Zur Analyse des Biomaterials wurde das System Cobas Integra® 800 von Roche
benutzt.[78] AnschlieBend lagerte das Material wieder in Wirzburg in 2 ml
Kryoréhrchen, die mit Zebra® 8000T Kryocool Etiketten versehen wurden. Da die in
Berlin durchgefiihrte Qualitdatskontrolle der Blutproben nicht mehr sinnvoll zu
evaluieren war, wurden alle Kryoréhrchen noch einmal aufgetaut und makroskopisch

auf Hamolyse und Lipamie untersucht.

3.3.3 Parameter

Die fir die Qualitatskontrolle entscheidenden gemessenen Parameter sind in Tab. 7
dargestellt. Die Gesamtsumme belduft sich auf 16 Werte im Serum/Serum lokal und auf
14 Werte im Plasma/Plasma lokal. Die Grinde fiir die Auswahl der Analyte ist im Kapitel

3.6 beschrieben.
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Tab. 7: Im Biomaterial gemessene Parameter

Parameter Serum EDTA-Plasma
Natrium (mmol/I) ° °
Kalium(mmol/I) ° -
Harnstoff (mg/dl) ° °
Kreatinin (mg/dl) ° °
ASAT (GOT) (U/)) . o
ALAT (GPT) (U/I) ° °
GGT (U/I) ° o
Harnsaure (mg/dl) ° °
eGFR (ml/min/1,73m?) ° °
Triglyzeride (mg/dl) ° °
Gesamtcholesterin (mg/dl) ° °
HDL-Cholesterin (mg/dl) ° °
LDL-Cholesterin (mg/dl) ° -
Albumin (g/dl) ° °
hsCRP (mg/dl) ° °
NT-proBNP (pg/ml) ° °
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3.3.4 Proben und Probenpaare

In den folgenden vier Tabellen (Tab. 8 - Tab. 11) ist die Zahl aller Proben und
Laborparameter aufgefiihrt, die im vorliegenden Projekt analysiert wurden. Zudem wird
die Anzahl der vorhandenen Probenpaare dargestellt, also das Vorhandensein von
sowohl Basis- als auch Nachmessung mit der gleichen Identitdatsnummer.

Es wurde versucht, eine grofRe Zahl an Patienten aus den in Kap. 3.1 erwdhnten Studien
und damit eine hohe Zahl an Probenpaaren zu gewinnen. In diesen Studien wurden alle
fir diese Arbeit ausgewdhlten 16 Laborparameter mehrfach untersucht, was eine
Analyse der Stabilitat dieser Parameter Uber einen Zeitraum von 6-10 Jahren bei einer
Lagertemperatur von -80°C erlaubte. Um eventuelle Storfaktoren zu beseitigen, wurden
nur Proben ausgewahlt, die mit der hochsten Qualitdat bewertet worden waren (siehe
auch Kapitel 3.2). Zusatzlich wurde gepriift, ob Abweichungen bestimmter Parameter
aufgrund z. B. Probentransport auftraten. Durch eine hohere Zahl an Probenpaaren ist
es wahrscheinlicher, die reelle Situation abzubilden und Zusammenhange signifikant
abzubilden.[1] Zudem werden zukilinftige Untersuchung auch an einer groRen
Patientenzahl durchgefiihrt, da die Biobank des KNHI bereits eine sehr groBe Anzahl an

Proben beinhaltet, was fir verwertbare Ergebnisse unerlasslich ist.[79]
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Tab. 8: Proben und Probenpaare im Serum

Proben im Serum Probenpaare im
Parameter
Basismessung | Nachmessung Serum

Natrium (mmol/I) 422 309 303
Kalium(mmol/I) 420 309 302
Harnstoff (mg/dl) 209 177 173
Kreatinin (mg/dl) 420 309 302
ASAT (GOT) (U/I) 211 176 173
ALAT (GPT) (U/I) 214 176 175
GGT (U/I) 212 177 175
Harnsaure (mg/dl) 405 309 289
eGFR (ml/min/1,73m?) 420 309 302
Triglyzeride (mg/dl) 202 309 165
Gesamtcholesterin (mg/dl) 405 309 288
HDL-Cholesterin (mg/dl) 374 309 264
LDL-Cholesterin (mg/dl) 374 308 263
Albumin (g/dl) 165 176 133
hsCRP (mg/dl) 389 304 270
NT-proBNP (pg/ml) 390 309 276
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Tab. 9: Proben und Probenpaare im Plasma

Proben im Plasma Probenpaare im
Parameter
Basismessung | Nachmessung Plasma

Natrium (mmol/I) 422 339 322
Kalium(mmol/I) 420 - -
Harnstoff (mg/dl) 209 149 146
Kreatinin (mg/dl) 420 339 320
ASAT (GOT) (U/I) 211 148 144
ALAT (GPT) (U/I) 214 149 148
GGT (U/I) 212 149 147
Harnsaure (mg/dl) 405 339 310
eGFR (ml/min/1,73m?) 420 339 320
Triglyzeride (mg/dl) 202 338 138
Gesamtcholesterin (mg/dl) 405 339 308
HDL-Cholesterin (mg/dl) 374 339 287
LDL-Cholesterin (mg/dl) 374 - -
Albumin (g/dl) 165 148 115
hsCRP (mg/dl) 389 338 298
NT-proBNP (pg/ml) 390 338 298
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Tab. 10: Proben und Probenpaare im Serum lokal

Proben im Serum lokal

Probenpaare im

Parameter
Basismessung | Nachmessung Serum lokal

Natrium (mmol/I) 422 139 139
Kalium(mmol/I) 420 139 139
Harnstoff (mg/dl) 209 139 135
Kreatinin (mg/dl) 420 139 139
ASAT (GOT) (U/I) 211 139 137
ALAT (GPT) (U/I) 214 139 138
GGT (U/I) 212 139 137
Harnsaure (mg/dl) 405 139 127
eGFR (ml/min/1,73m?) 420 139 139
Triglyzeride (mg/dl) 202 139 129
Gesamtcholesterin (mg/dl) 405 139 128
HDL-Cholesterin (mg/dl) 374 139 112
LDL-Cholesterin (mg/dl) 374 139 112
Albumin (g/dl) 165 139 103
hsCRP (mg/dl) 389 139 139
NT-proBNP (pg/ml) 390 139 139
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Tab. 11: Proben und Probenpaare im Plasma lokal

Proben im Plasma lokal

Probenpaare im

Parameter
Basismessung | Nachmessung Plasma lokal

Natrium (mmol/I) 422 135 135
Kalium(mmol/I) 420 - -
Harnstoff (mg/dl) 209 135 132
Kreatinin (mg/dl) 420 135 135
ASAT (GOT) (U/)) 211 134 131
ALAT (GPT) (U/)) 214 134 134
GGT (U/I) 212 135 133
Harnsaure (mg/dl) 405 135 124
eGFR (ml/min/1,73m?) 420 135 135
Triglyzeride (mg/dl) 202 135 124
Gesamtcholesterin (mg/dl) 405 135 123
HDL-Cholesterin (mg/dl) 374 135 104
LDL-Cholesterin (mg/dl) 374 - -
Albumin (g/dl) 165 135 104
hsCRP (mg/dl) 389 135 135
NT-proBNP (pg/ml) 390 135 135
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3.4 Biometrische Auswertestrategie

Die aus dem Labor erhaltenen Werte der einzelnen Parameter wurden als Microsoft
Excel Dateien in IBM® SPSS® Statistics (Version 22.0.0.0 64 Bit/Version 23.0.0.0 64 Bit/
Version 24.0.0.0 64 Bit) importiert und dann mit den schon vorhandenen Werten aus
der ersten Messung bei Blutabnahme zusammengefiihrt. Jeder Parameter wurde auf
eine einheitliche Maleinheit angeglichen (Tab. 7), danach doppelt vorkommende
Patientennummern herausgenommen. Im Folgenden wurden einzelne Variablen
erstellt, die eine Aufteilung nach Serum und EDTA-Plasma fir die Proben aus Berlin
sowie die in Wiirzburg verbliebenen Proben ermdglichten. Die gemessenen Parameter
bei Blutentnahme wurden genauso wie die nachgemessenen Werte zur Basis 10
logarithmiert. Zwischen der Basismessung und der Nachmessung wurden aullerdem die
Differenz und der Mittelwert gebildet, danach wurden alle Variablen zur Basis 10
logarithmiert. Ein Logarithmieren zur Basis 10 ist bei Daten sinnvoll, die in ihrer
Verteilung eine inhomogene, haufige eine zu den Maxima oder Minimal hin schiefe
Verteilung aufweisen. Uber die Transformation der Daten wird eine Anniherung an eine
Normalverteilung erreicht, die wiederum - in Abhédngigkeit vom gewdhlten
Testverfahren — fiir die statistische Testung vorliegen muss. Die Uberpriifung der
Normalverteilung erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit grafischen Methoden
(Histogramm, Q-Q Plot).

Ferner wurden Variablen fiir potenzielle Einflussfaktoren auf die Veranderung der
Nachmessung im Vergleich zur Basismessung berlicksichtigt, sogenannte StorgroRen

oder ,,Confounder”. Folgende potenzielle Confounder wurden ausgewertet:

e Probenqualitdt = hamolytisch; lipamisch
e NYHA-Klasse

e Jahreszeit der Probenentnahme

o Lagerzeit der jeweiligen Probe

e Dauer des Transports zum jeweiligen Lagerungsort, sogenannte , Traveltime®”.

Diese Einflussfaktoren wurden aus verschiedenen Griinden ausgewahlt: Die beiden

Qualitatskriterien ,hamolytisch” und , lipamisch” sowie ,Jahreszeit”, ,Lagerzeit” und
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,Traveltime” kénnen bei einer Lagerung von Biomaterial ohne Qualitdtskontrolle eine
Abweichung der Werte verursachen.[80, 81] Die NYHA-Klasse wurde als moglicher

Confounder gepriift, da sie mit der Krankheit Herzinsuffizienz eng verknupft ist.[82]

Die nachfolgende Tab. 12 beschreibt die Variablennamen und —labels.

Tab. 12: Einflussfaktoren

Einflussfaktor Variablenname Variablenlabel

Qualitat der Proben im

haemolyse_ser Serum (Hamolyse)

Qualitat (hamolytisch) haemolyse_pla Plasma (Hamolyse)
haemolyse_ser_w Serum lokal (Hamolyse)
haemolyse_pla_w Plasma lokal (Hamolyse)

Qualitat der Proben im

lipaemie_ser Serum (Lipamie)
Qualitat (lipamisch) lipaemie_pla Plasma (Lipamie)
lipaemie_ser_w Serum lokal (Lipamie)
lipaemie_pla_w Plasma lokal (Lipamie)
NYHA-Klasse bh_nyha NYHA-Klasse
Jahreszeit der
Jahreszeit gs_season
Probenabnahme
Lagerungszeit der
Serumproben
gs_ser_lager
Plasmaproben
gs_pla_lager
lokalen Serumproben
Lagerzeit gs_ser_lager_w

lokalen Plasmaproben
gs_pla_lager_ w
(Jahre)

Traveltime der
Traveltime gs_travel verschickten Proben

(Tage)
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Tests wurden als statistisch signifikant angesehen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit

bei kleiner als 0,05 (=5 %) lag.

3.4.1 Graphische Darstellung und BestimmtheitsmaR

Mit Hilfe von Scatterplots wurden die Beziehungen innerhalb der Variablen jeweils
graphisch dargestellt. Die Scatterplots der einzelnen gemessenen Parameter zeigen die
Beziehung zwischen den Variablen der Basismessung und Nachmessung, jeweils fir die
Subgruppierungen Serum, Plasma, Serum lokal und Plasma lokal. Zudem wurde fiir
jeden Scatterplot eine Regressionsgerade erstellt und als GitemalR der linearen
Regression das sogenannte BestimmtheitsmaR R? berechnet. Dieses gibt den
Zusammenhang zwischen Basismessung und Nachmessung wider. Die moglichen Werte
des R? liegen zwischen 0 und 1. Ein Wert von 0,9 bedeutet, dass 90% der Varianz der
abhangigen Variable (hier also die Nachmessung) durch die Werte der unabhangigen
Variable (die Basismessung) erkldrt werden kdnnen. Die erwartbar optimale Héhe von
R2 muss in Abhangigkeit von der jeweilig betrachteten Situation bzw. Disziplin (z.B.
Marketing, menschliche Biologie oder Wettervorhersage) interpretiert werden und ist
umso besser, je weniger Einfllisse das Modell tatsachlich bestimmen und je besser die
einzelnen Faktoren messbar sind. Wahrend in der Physik hohere R? die Regel sind
(=Situation des um StorgroRen bereinigten Experiments), sind in der Humanmedizin
deutlich niedrigere R? zu erwarten. Das BestimmtheitsmaR R? wurde einheitlich in allen

Ergebnisdarstellungen verwendet.[1]

3.4.2 Bland-Altman-Analyse

Die Bland-Altman-Analyse ermoglicht im Gegensatz zum oben beschriebenen
BestimmtheitsmaR R? eine Beurteilung, inwieweit einzelne Differenzen vom
Ubereinstimmungsintervall von 95% (+1,96*c) abweichen und bietet damit eine

wichtige Zusatzinformation. Hintergrund ist, dass eine hohe Korrelation nicht
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zwangsliufig eine hohe Ubereinstimmung der Werte bedeuten muss, die jedoch fiir den
klinischen Einsatz von grofRer Bedeutung ist. In einem Bland-Altman-Plot wird der
Mittelwert aus Basis- und Nachmessung gegen die Differenz aus Nachmessung minus
Basismessung aufgetragen. Weicht die Differenz in akzeptablem Rahmen ab, so ist ein
Nutzen fiir die Klinik wahrscheinlich.[83] Wichtig ist die Unterscheidung des oben
genannten Ubereinstimmungsintervalls von dem Konfidenzintervall, welches lediglich
die Schwankung der mittleren Differenz beziehungsweise des mittleren Quotienten
angibt. Das Ubereinstimmungsintervall im Bland-Altman-Plot zeigt den Bereich auf, in
dem 95% aller Werte liegen.[1]

Im Ergebnisteil werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Bland-Altman-Analysen

tabellarisch dargestellt, Diagramme werden nur exemplarisch dargestellt.

3.4.3 Einfluss- und StérgrofRen der Messungen

Die Auswirkung auf die Parameter durch die oben beschriebenen Einflussfaktoren
wurde mit unterschiedlichen Methoden dargestellt. Die Einflussfaktoren ,Jahreszeit der
Probenabnahme” sowie ,Qualitdt der Proben” konnten durch zwei Kategorien
zusammengefasst werden, aus diesem Grund wurde hier ein Levene-Test durchgefiihrt.
Mit dieser statistischen Testmethode wird auf eine sogenannte Homogenitat der
Varianzen gepruft. Die Nullhypothese geht davon aus, dass in zwei Gruppen die
Varianzen nicht wesentlich voneinander abweichen. Lasst sich eine Signifikanz
feststellen, wird diese Hypothese verworfen und davon ausgegangen, dass sich die
beiden Gruppen in ihren Varianzen unterscheiden.[1] Damit lasst sich im konkreten Fall
eine Aussage treffen ob obengenannte Einflussfaktoren einen Varianzenunterschied in
der Differenz zwischen Nachmessung und Basismessung bewirken.

Die Ubrigen gepruften Einflussfaktoren ,Lagerzeit”, ,Traveltime” und ,NYHA-Klasse”
bestehen aus multiplen Kategorien. Die Auswirkung auf die Differenz aus Nachmessung
und Basismessung wurde daher mittels Regression untersucht. Die anndhernde
Abweichung vom Zusammenhang zwischen Einflussfaktor und Differenz wird als
Residuum bezeichnet. Von diesen Residuen wurden die absoluten Betradge gebildet und

anschlielend eine Korrelation nach Spearman-Rho durchgefiihrt. Eine Korrelation von
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anndhernd Null zeigt ein Gleichbleiben der Differenz, unabhangig vom Wert des
Einflussfaktors.[1] Aufgrund einer besseren Abbildung der Verteilung wurden fir die
Parameter hsCRP und NT-proBNP eine zur Basis 10 logarithmierte Darstellung der

Differenzen gewahlt.

3.5 Datenschutzkonzept

Samtliche Patientendaten wurden bei Entnahme der Blutproben mit einem Barcode
pseudonymisiert, sodass bei der Durchfiihrung der Qualitatskontrolle der Datenschutz
der Studienteilnehmer gewahrt werden konnte. Die Bereitstellung der
Patientennummern und dazugehorigen Proben erfolgte mit Hilfe und Genehmigung
durch die Biodatenbankverantwortliche des Kompetenznetz Herzinsuffizienz (Fr. Dr. C.
Prettin von der Universitat Leipzig). Das Zusammenfiihren (,merging procedure®) der
entsprechenden Dateien wurde kontrolliert durch Dr. M. Kaspar aus der

DataWareHouse Projektgruppe am Deutschen Zentrum fiir Herzinsuffizienz Wiirzburg.

3.6 Ziele und Hypothesen

Die vorliegende Arbeit soll die Qualitat der Biobank des KNHI bezliglich ausgewahlter
Biomarker beurteilen. In dieser Qualitatskontrolle wird von der Hypothese der Konstanz
aller miteinander verglichenen Parameter ausgegangen. Dies bedeutet, dass die
gemessenen Werte der Basis- und Nachmessung ausschlielllich eine Abweichung im
festgelegten 95%-Ubereinstimmungsintervall zeigen, da es in der Kiihlkette keinerlei
Unterbrechung gab und sich auch keine weiteren Einflisse auf die Veranderung

ergaben. Das Ziel soll eine Darstellung folgender Fragestellungen sein:

1. Welches MaR an Ubereinstimmung haben Basis- und Nachmessung?
2. Zeigen die Werte der einzelnen Probenpaare systematische Abweichungen? In
welchem Bereich befinden sich 95% der gemessenen Paare?

3. Welche Storfaktoren beeinflussen diese Abweichungen?
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Alle drei Fragestellungen wurden fiir 16 verschiedene Laborparameter an insgesamt 4
Gruppen untersucht (vgl. Tab. 7). Am Beispiel Natrium als erstem der 16 gemessenen

Werte bedeutete dies konkret die Durchfiihrung folgender Arbeitsschritte:

1. Erstellen von 4 Scatterplots zur Ermittlung der Korrelation der Basis- und

Nachmessung von Natrium fir die 4 Gruppen ,Serum”, ,Plasma“, ,Serum

lokal“ und ,Plasma lokal”.

2. Durchfiihren von 8 Bland-Altman-Analysen zusatzlich zu den Scatterplots, um
ein 95%-Ubereinstimmungsintervall sowie den stirksten AusreiBer nach oben

bzw. nach unten zu ermitteln. Auch hier wurde zwischen den 4 Gruppen

Ill Ill

,Serum”, ,Plasma“, ,,Serum lokal“ und ,Plasma lokal” unterschieden.
3. Durchfiihrung von 12 Levene-Tests und 12 Regressionen zur Ermittlung von
Faktoren, die sich (positiv oder negativ) auf die Analyst-Stabilitdt von Natrium

auswirken (siehe Tab. 12).
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Abb. 7: Scatterplot von NT-proBNP als Beispielgrafik
Abb. 7 zeigt einen durchgefiihrten Scatterplot als Beispiel. Die Basismessung des
jeweiligen Parameters (hier NT-proBNP) wird der Nachmessung gegenibergestellt und
grafisch das BestimmtheitsmaR R? bestimmt.

In den nachfolgenden Tabellen 13 und 14 ist die Korrelation der Basis- und Nachmessung
jedes einzelnen Parameters in den vier Untersuchungsgruppen ,Serum”, ,Plasma“,
,Serum lokal” und ,Plasma lokal” zusammengefasst. N gibt dabei die Anzahl
zusammenpassender Probenpaare an, d. h. es werden nur Messergebnisse von Aliquots
berichtet, die sowohl in der Basis- als auch in der Nachmessung vorhanden waren. In
den Untersuchungsgruppen ,Plasma“ und , Plasma lokal” finden sich keine Werte fir
Kalium und LDL-Cholesterin, da diese dort nicht gemessen wurden.

Es zeigt sich eine grolRe Varianz im Hinblick auf die Korrelationen der jeweiligen
Parameter: das BestimmtheitsmaR rangiert zwischen R? = 0,009 fuir Natrium im Serum

und R? = 0,955 fiir NT-proBNP im Serum. Es finden sich keine nennenswerten
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Unterschiede der Korrelation der Parameter in den verschiedenen vier

Ill Ill

Untersuchungsgruppen ,Serum®, ,Plasma“, ,Serum lokal“ und ,Plasma lokal“ (zur

Definition der genannten Begriffe siehe Kap. 3.4).

Tab. 13: Assoziation zwischen Basis- und Nachmessung (Bestimmtheitsmal} R?)

Serum EDTA-Plasma

Parameter

R? N R? N
Natrium (mmol/l) 0,009 303 0,021 322
Kalium(mmol/I) 0,097 302 - -
Harnstoff (mg/dl) 0,400 173 0,438 146
Kreatinin (mg/dl) 0,722 302 0,749 320
ASAT (GOT) (U/I) 0,195 173 0,151 144
ALAT (GPT) (U/1) 0,406 175 0,415 148
GGT (U/1) 0,745 175 0,707 147
Harnsaure (mg/dl) 0,478 289 0,477 310
eGFR (ml/min/1,73m?) 0,611 302 0,615 320
Triglyzeride (mg/dl) 0,418 165 0,401 138
Gesamtcholesterin (mg/dl) 0,633 288 0,613 308
HDL-Cholesterin (mg/dl) 0,590 264 0,587 287
LDL-Cholesterin (mg/dl) 0,577 263 - -
Albumin (g/dl) 0,421 133 0,337 115
hsCRP (mg/dl) 0,937 270 0,920 298
NT-proBNP (pg/ml) 0,955 276 0,919 298
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Tab. 14: Assoziation zwischen Basis- und Nachmessung der lokal bestimmten Proben

(BestimmtheitsmaR R?)

Serum lokal EDTA-Plasma lokal
Parameter
R? N R? N
Natrium (mmol/I) 0,183 139 0,143 135
Kalium(mmol/I) 0,014 139 - -
Harnstoff (mg/dl) 0,460 135 0,547 132
Kreatinin (mg/dl) 0,735 139 0,801 135
ASAT (GOT) (U/I) 0,141 137 0,155 131
ALAT (GPT) (U/1) 0,409 138 0,442 134
GGT (U/1) 0,766 137 0,668 133
Harnsaure (mg/dl) 0,379 127 0,455 124
eGFR (ml/min/1,73m?) 0,637 139 0,683 135
Triglyzeride (mg/dl) 0,433 129 0,395 124
Gesamtcholesterin (mg/dl) 0,571 128 0,481 123
HDL-Cholesterin (mg/dl) 0,540 112 0,572 104
LDL-Cholesterin (mg/dl) 0,479 112 - -
Albumin (g/dl) 0,367 103 0,313 104
hsCRP (mg/dl) 0,970 139 0,927 135
NT-proBNP (pg/ml) 0,863 139 0,759 135

36




4 Ergebnisse
4.2 Bland-Altman-Analysen

4.2 Bland-Altman-Analysen

Die zu jedem Parameter durchgefiihrten Bland-Altman-Analysen sind in den Tab. 15 bis
Tab. 22 zusammengefasst. Angegeben sind jeweils die mittlere Differenz mit dem
dazugehorigen 95%-Konfidenzintervall. Zusatzlich ist das 95%-
Ubereinstimmungsintervall aufgefiihrt, welches sich aus der mittleren Differenz + dem
1,96-fachen der Standardabweichung Sigma zusammensetzt. Samtliche Bland-Altman-
Analysen werden mit absoluten Zahlen sowie mit logarithmierten Werten dargestellt.
Es ist zu beachten, dass die logarithmierten Werte wieder in absolute Werte
umgerechnet werden missen um eine faktorielle Darstellung der Veranderung zu

erreichen.
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Abb. 8: Bland-Altman-Plot als Beispiel fiir eine Darstellung mit absoluten Werten
In Abb. 8 ist ein Bland-Altman-Plot von Albumin im Serum mit nicht logarithmierten
Werten dargestellt. Die mittlere Differenz ist durch die schwarze Linie, das 95%-

Konfidenzintervall der Differenz durch die beiden griinen Linien gekennzeichnet. Das

95%-Ubereinstimmungsintervall wird durch die zwei violetten Linien begrenzt.
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Abb. 9: Bland-Altman-Plot als Beispiel fiir eine Darstellung mit logarithmierten Werten

Ahnlich verhilt es sich mit einem ausgewdhlten Bland-Altman-Plot fiir eine
logarithmierte Darstellung, hier am Beispiel NT-proBNP. Der entscheidende Unterschied
im Vergleich zur nicht logarithmierten Darstellung besteht in einer Umrechnung der zur
Basis 10 logarithmierten Ergebnisse. Konkret bedeutet dies ein Ergebnis von 1,07 fiir die
mittlere Differenz (10%%) von NT-proBNP. Im Mittel betrigt die Nachmessung von NT-
proBNP in der Gruppe ,Serum” das 1,07-fache des Ausgangswertes. Das 95%-
Ubereinstimmungsintervall (violette Linien) ist ebenfalls faktoriell angegeben und liegt
im vorliegenden Beispiel zwischen dem 0,45-fachen und dem 2,54-fachen des
Ausgangswertes.

Die Interpretation der Plots der Ubrigen Biomarker ist nach dem gleichen Muster

vorzunehmen.
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Tab. 15: Ergebnisse der Bland-Altman-Analysen im Serum (nicht logarithmiert)

) 95% Uber-
Mittlere 95% Cl der L
Parameter . . A (=1,96*0) einstimmungs-
Differenz Differenz .
intervall

Natrium (mmol/I) 7,30 6,08 — 8,52 21,22 7,30+ 21,22
Kalium(mmol/I) 0,55 0,43-0,66 1,96 0,55+1,96
Harnstoff (mg/dl) 0,50 -6,19-7,20 87,44 0,50 + 87,44
Kreatinin (mg/dl) -0,03 -0,07 - 0,02 0,80 -0,03 + 0,80
ASAT (GOT) (U/l) -3,35 -9,08 -2,37 74,71 -3,35+74,71
ALAT (GPT) (U/I) -6,83 -20,30 - 6,65 176,99 -6,83 + 176,99
GGT (U/1) 15,30 5,67 —24,93 126,53 15,30+ 126,53
Harnsaure (mg/d|) 0,30 0,11-0,50 3,28 0,30+ 3,28
eGFR

12,88 10,88 — 14,87 34,56 12,88 + 34,56
(ml/min/1,73m?)
Triglyzeride (mg/dl) 34,30 24,36 — 44,25 126,77 34,30 + 126,77
Gesamtcholesterin

29,60 25,79 - 33,41 64,35 29,60 + 64,35
(mg/dl)
HDL-Cholesterin

-0,24 -1,53-1,06 20,93 -0,24 £ 20,93
(mg/dl)
LDL-Cholesterin

17,51 14,28 — 20,75 52,21 17,51 £52,21
(mg/dl)
Albumin (g/dl) 0,46 0,38-0,54 0,95 0,46 + 0,95
hsCRP (mg/dl) 0,11 -0,07 -0,29 2,90 0,11+2,90
NT-proBNP (pg/ml) 286,01 -427,34 — 999,36 11799,10 286,01 +11799,10

39




4.2 Bland-Altman-Analysen
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Tab. 16: Ergebnisse der Bland-Altman-Analysen im Serum (logarithmiert)

. 95% Uber-
Mittlerer 95% Cl des L
Parameter ] ] ®d (=1,96*0) einstimmungs-
Quotient Quotienten .
intervall

Natrium (mmol/I) 1,05 1,04-1,06 LS 0,91-1,22
Kalium(mmol/I) 1,12 1,10-1,14 1,37 0,82-1,53
Harnstoff (mg/dl) 1,06 0,99-1,13 2,38 0,45- 2,52
Kreatinin (mg/dl) 0,96 0,94-0,99 1,51 0,64 -1,45
ASAT (GOT) (U/1) 1,02 0,94-1,11 2,97 0,34 -3,03
ALAT (GPT) (U/1) 1,10 1,00-1,20 3,35 0,33-3,69
GGT (U/1) 1,18 1,10-1,27 2,49 0,47 -2,94
Harns&ure (mg/dl) 1,05 1,02-1,08 1,60 0,66 —-1,68
eGFR

1,20 1,16 -1,24 1,73 0,69-2,08
(ml/min/1,73m?)
Triglyzeride (mg/dl) 1,28 1,20-1,37 2,34 0,55-3,00
Gesamtcholesterin

1,17 1,14-1,19 1,40 0,84-1,64
(mg/dl)
HDL-Cholesterin

0,99 0,96-1,02 1,60 0,62-1,58
(mg/dl)
LDL-Cholesterin

1,17 1,13-1,20 1,62 0,72-1,90
(mg/dl)
Albumin (g/dl) 1,12 1,10-1,14 1,26 0,89-1,41
hsCRP (mg/dl) 0,97 0,93-1,01 2,00 0,49-1,94

1,07 1,02-1,13 2,37 0,45-2,54

NT-proBNP (pg/ml)
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Tab. 17: Ergebnisse der Bland-Altman-Analysen im Plasma (nicht logarithmiert)

) 95% Uber-
Mittlere 95% Cl der L
Parameter . . A (=1,96*0) einstimmungs-
Differenz Differenz .
intervall

Natrium (mmol/I) -2,06 -2,89 —-1,22 14,93 -2,06 + 14,93
Harnstoff (mg/dl) '2,38 -9,22 - 4,46 81,93 '2,38 + 81,93
Kreatinin (mg/dl) -0,09 -0,13 --0,06 0,61 -0,09+0,61
ASAT (GOT) (U/I) -0,44 -7,09-6,22 79,17 -0,44 + 79,17
ALAT (GPT) (U/1) -4,59 -20,05-10,87 186,56 -4,59 + 186,56
GGT (U/)) 4,62 -4,65 - 13,89 111,45 4,62 +111,45
Harnsaure (mg/dl) -0,94 -1,11--0,77 2,97 -0,94 + 2,97
eGFR

16,29 14,19 -18,39 37,44 16,29 £ 37,44
(ml/min/1,73m?)
Triglyzeride (mg/dl) 1,58 -9,53 - 12,69 129,31 1,58 + 129,31
Gesamtcholesterin

23,67 19,55 -27,79 72,00 23,67 +72,00
(mg/dl)
HDL-Cholesterin

-0,51 -2,01-0,99 25,35 -0,51 £ 25,35
(mg/dl)
Albumin (g/dl) 0,29 0,20-0,38 0,99 0,29 + 0,99
hsCRP (mg/dl) 0,08 -0,08-0,24 2,75 0,08 + 2,75

478,89 -277,31-1235,09 13001,01 478,89 + 13001,01

NT-proBNP (pg/ml)
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4 Ergebnisse

4.2 Bland-Altman-Analysen

Tab. 18: Ergebnisse der Bland-Altman-Analysen im Plasma (logarithmiert)

) 95% Uber-
Mittlerer 95% Cl des L
Parameter . . ® (=1,96*0) einstimmungs-
Quotient Quotienten .
intervall

Natrium (mmo|/|) 0,98 0,98 -0,99 1,12 0,88-1,10
Harnstoff (mg/dl) 1,01 0,94—1,08 2,33 0,43—2,35
Kreatinin (mg/dl) 0,91 0,89-0,93 1,48 0,62-1,35
ASAT (GOT) (U/l) 1,11 1,01-1,22 3,15 0,35-3,50
ALAT (GPT) (U/1) 1,17 1,05-1,30 3,63 0,32-4,25
GGT (U/1) 1,07 0,98-1,15 2,65 0,40-2,84
Harnsaure (mg/dl) 0,87 0,84-0,89 1,60 0,54-1,39
eGFR

1,25 1,22-1,29 1,70 0,74-2,13
(ml/min/1,73m?)
Triglyzeride (mg/dl) 1,02 0,95-1,10 2,37 0,43-2,42
Gesamtcholesterin

1,12 1,10-1,15 1,42 0,79-1,59
(mg/dl)
HDL-Cholesterin

0,98 0,95-1,01 1,63 0,60-1,60
(mg/dl)
Albumin (g/dl) 1,08 1,05-1,10 1,28 0,84 -1,38
hsCRP (mg/dl) 0,94 0,90-0,99 2,14 0,44-2,01
NT_proBNP (pg/ml) 1,08 1,01—1,15 3,22 0,34_3,48
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4 Ergebnisse

4.2 Bland-Altman-Analysen

Tab. 19: Ergebnisse der Bland-Altman-Analysen im Serum lokal (nicht logarithmiert)

) 95% Uber-
Mittlere 95% Cl der L
Parameter . . A (=1,96*0) einstimmungs-
Differenz Differenz .
intervall

Natrium (mmol/I) 0,34 -0,31-0,99 7,62 0,34+7,62
Kalium(mmol/I) 0,28 -0,19-0,75 5,49 0,28 +5,49
Harnstoff (mg/d|) -6,19 -13,37-0,99 82,62 -6,19 £ 82,62
Kreatinin (mg/dl) 0,02 -0,07-0,11 1,00 0,02 + 1,00
ASAT (GOT) (U/l) -7,74 -14,87 --0,61 82,72 -7,74 £ 82,72
ALAT (GPT) (U/I) -9,81 -26,74-7,13 197,19 -9,81 197,19
GGT (U/)) 5,58 -4,74 - 15,90 119,74 5,58 + 119,74
Harnsaure (mg/d|) -0,30 -0,65-0,05 3,89 -0,30 + 3,89
eGFR

8,44 5,51-11,37 34,25 8,44 + 34,25
(ml/min/1,73m?)
Triglyzeride (mg/dl) 15,12 4,85 — 25,38 115,47 15,12 + 115,47
Gesamtcholesterin

2,08 -3,31-7,47 60,38 2,08 + 60,38
(mg/dl)
HDL-Cholesterin

-6,25 -8,23 —--4,27 20,71 -6,25 120,71
(mg/dl)
LDL-Cholesterin

4,29 -0,97 -9,55 55,05 4,29 + 55,05
(mg/dl)
Albumin (g/dl) 0,17 0,07-0,27 0,97 0,17 + 0,97
hsCRP (mg/dl) -0,11 -0,36-0,15 2,95 -0,11 + 2,95
NT-proBNP (pg/ml) 404,45 | -697,01-150591 | 12872,38 | 404,45 +12872,38
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4.2 Bland-Altman-Analysen

4 Ergebnisse

Tab. 20: Ergebnisse der Bland-Altman-Analysen im Serum lokal (logarithmiert)

) 95% Uber-
Mittlerer 95% Cl des L
Parameter . . ® (=1,96*0) einstimmungs-
Quotient Quotienten .
intervall

Natrium (mmol/I) 1,00 1,00-1,01 1,06 0,94-1,06
Kalium(mmol/I) 1,02 0,98 -1,06 1,65 0,62-1,68
Harnstoff (mg/dl) 0,94 0,88—-1,01 2,19 0,43-2,06
Kreatinin (mg/dl) 1,02 0,98 -1,06 1,56 0,65-1,59
ASAT (GOT) (U/l) 0,90 0,81-1,00 3,35 0,27-3,02
ALAT (GPT) (U/1) 1,07 0,96-1,19 3,42 0,31-3,66
GGT (U/1) 1,09 1,01-1,18 2,41 0,45-2,63
Harnsaure (mg/dl) 0,97 0,93-1,02 1,70 0,57-1,65
eGFR

1,16 1,10-1,22 1,86 0,62-2,16
(ml/min/1,73m?)
Triglyzeride (mg/dl) 1,15 1,07-1,23 2,17 0,53-2,50
Gesamtcholesterin

1,02 0,99 -1,06 1,45 0,70—-1,48
(mg/dI)
HDL-Cholesterin

0,87 0,83-0,92 1,66 0,52-1,44
(mg/dl)
LDL-Cholesterin

1,06 1,00-1,12 1,77 0,60-1,88
(mg/dl)
Albumin (g/dl) 1,05 1,02-1,07 1,28 0,82-1,34
hsCRP (mg/dl) 0,80 0,77-0,83 1,56 0,51-1,25

1,03 0,94-1,11 2,64 0,39-2,72

NT-proBNP (pg/ml)
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4 Ergebnisse

4.2 Bland-Altman-Analysen

Tab. 21: Ergebnisse der Bland-Altman-Analysen im Plasma lokal (nicht logarithmiert)

) 95% Uber-
Mittlere 95% Cl der L
Parameter . . A (=1,96*0) einstimmungs-
Differenz Differenz .
intervall

Natrium (mmol/l) -4,99 '5,75 - '4,22 8,80 '4,99 + 8,80
Harnstoff (mg/dl) -3,10 -10,33-4,12 82,24 -3,10+£ 82,24
Kreatinin (mg/dl) 0,13 0,06-0,19 0,72 0,13+0,72
ASAT (GOT) (U/I) -6,49 -13,64 -0,66 81,11 -6,49 + 81,11
ALAT (GPT) (U/1) -9,62 -26,36-7,12 191,99 -9,62 +191,99
GGT (U/)) -1,87 -11,87 - 8,12 114,19 -1,87 +114,19
Harnsaure (mg/dl) -0,28 -0,63-0,07 3,81 -0,28 + 3,81
eGFR

3,05 -0,81-6,92 44,53 3,05 + 44,53
(ml/min/1,73m?)
Triglyzeride (mg/dl) 5,05 -7,72-17,82 140,81 5,05 + 140,81
Gesamtcholesterin

-6,40 -13,64-0,84 79,47 -6,40 + 79,47
(mg/dl)
HDL-Cholesterin

-8,99 -11,28 —-6,70 23,09 -8,99 + 23,09
(mg/dl)
Albumin (g/dl) 0,22 0,13-0,32 0,97 0,22 +0,97
hsCRP (mg/dl) -0,05 -0,36-0,26 3,56 -0,05 + 3,56
NT-proBNP (pg/ml) 739,16 -648,63 —2126,96 15979,43 739,16 + 15979,43
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4.2 Bland-Altman-Analysen

4 Ergebnisse

Tab. 22: Ergebnisse der Bland-Altman-Analysen im Plasma lokal (logarithmiert)

. 95% Uber-
Mittlerer 95% Cl des L
Parameter . . ® (=1,96*0) einstimmungs-
Quotient Quotienten .
intervall

Natrium (mmol/l) 0,96 0,96 -0,97 1,07 0,90-1,03
Harnstoff (mg/dl) 1,01 0,94-1,08 2,15 0,47 -2,17
Kreatinin (mg/dl) 1,08 1,04-1,12 1,51 0,72-1,63
ASAT (GOT) (U/1) 0,91 0,82-1,01 3,20 0,28—-2,91
ALAT (GPT) (U/1) 1,09 0,97-1,21 3,53 0,31-3,85
GGT (U/1) 0,98 0,90-1,08 2,91 0,34-2,85
Harnsaure (mg/dl) 0,98 0,93-1,03 1,69 0,58 -1,66
eGFR

1,06 1,00-1,11 1,84 0,58-1,95
(ml/min/1,73m?)
Triglyzeride (mg/dl) 1,09 1,01-1,18 2,36 0,46 -2,57
Gesamtcholesterin

0,98 0,94 -1,02 1,55 0,63-1,52
(mg/dl)
HDL-Cholesterin

0,82 0,78 —-0,86 1,70 0,48 -1,39
(mg/dl)
Albumin (g/dl) 1,06 1,04 -1,09 1,28 0,83-1,36
hsCRP (mg/dl) 0,80 0,75-0,85 2,03 0,39-1,62
NT-proBNP (pg/ml) 0,92 0,81-1,03 3,97 0,23-3,65
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4.3 Einflussfaktoren

4.3 Einflussfaktoren
In Tab. 23 sind die Haufigkeiten der Confounder ,,Hamolyse“ und , Lipamie” dargestellt,
zusatzlich ist in Tab. 24 der Median und der Interquartilbereich (IQR) zwischen 25. und

75. Perzentile fur die Confounder ,Lagerzeit” und , Traveltime” angegeben.

Tab. 23: Himolyse und Lipamie in den untersuchten Proben

Probenqualitat Serum Plasma Serum lokal Plasma lokal
Unauffallig 189 (61,2%) 151 (44,3%) 56 (40,3%) 70 (51,9%)
Hamolytisch 39 (12,6%) 78 (22,9%) 33 (23,7%) 9 (6,6%)
Lipamisch 72 (23,3%) 85 (24,9%) 35 (25,2%) 40 (29,6%)
Hamolytisch und

9 (2,9%) 27 (7,9%) 15 (10,8%) 16 (11,9%)
Lipamisch
Gesamt 309 (100%) 341 (100%) 139 (100%) 135 (100%)

Tab. 24: Analyse der Confounder Lagerzeit und Traveltime

Standard-
Confounder Mittelwert Median | Interquartilbereich
abweichung

Lagerzeit im Serum

7,78 1,13 7,60 7,17 -8,69
(Jahre)
Lagerzeit im Plasma

7,42 0,83 7,58 7,12-7,98
(Jahre)
Lagerzeit im Serum

7,84 1,44 7,75 6,83 -9,23
lokal (Jahre)
Lagerzeit im Plasma

7,14 1,05 7,26 6,32-7,86
lokal (Jahre)
Traveltime in Tagen 1,90 1,22 2,00 1,00 - 3,00
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4 Ergebnisse
4.3 Einflussfaktoren

In Tab. 25 bis Tab. 28 finden sich die gepriften Einflussfaktoren und deren Auswirkung
auf die Veranderung von Basis- und Nachmessung. In jeder Tabelle sind fiir die
Confounder ,Hamolyse“, ,Lipamie” und ,Jahreszeit” die p-Werte der durchgefiihrten
Levene-Tests aufgefiihrt, Werte <0,05 wurden hervorgehoben. Zusatzlich beinhalten
die Tabellen die nach Spearman-Rho gemessenen Korrelationen. Signifikante
Korrelationen sind ebenfalls hervorgehoben. Jede Tabelle entspricht einer
Probengruppe (Serum, Plasma, Serum lokal oder Plasma lokal).

Generell gilt: Ist im Levene-Test eine Signifikanz festzustellen, kann von einer
Heterogenitdt der Varianzen in der gemessenen Differenz zwischen Basis- und
Nachmessung ausgegangen werden. Konkret bedeutet dies am Beispiel Natrium im
Serum, dass eine hdmolytische Probe zu einer Anderung der Differenz fiihrt.

Eine signifikante positive Korrelation nach Spearman-Rho bedeutet im Fall von ALAT
(GPT) im Serum, dass mit zunehmender Reisezeit der Proben eine Zunahme der

Differenz beobachtet werden kann (siehe hierzu auch Kapitel 3.4.3).

48



Tab. 25: Einfluss der Confounder im Serum

4 Ergebnisse
4.3 Einflussfaktoren

Confounder

Parameter Levene-Test (p-Wert) Korrelation nach Spearman
Hamolyse | Lipamie | Jahreszeit | Lagerzeit | Traveltime | NYHA

Natrium 0,004 0,09 0,37 -0,04 -0,03 0,11
Kalium 0,65 0,04 0,37 -0,03 -0,08 -0,06
Harnstoff 0,34 0,62 0,09 0,01 0,09 0,07
Kreatinin 0,48 0,02 0,57 -0,08 -0,05 0,07
ASAT(GOT) 0,64 0,07 0,08 -0,10 0,23 0,39
ALAT(GPT) 0,50 0,86 0,46 -0,02 0,37 0,51
GGT 0,46 0,03 0,17 0,04 -0,17 0,28
Harnsaure 0,85 0,80 0,89 -0,05 0,08 0,18
eGFR 0,72 0,21 0,65 -0,06 -0,07 -0,07
Triglyzeride 0,79 <0,001 0,82 -0,05 0,06 -0,07
Gesamtcholesterin 0,27 0,55 0,99 -0,01 -0,08 -0,10
HDL-Cholesterin 0,03 0,01 0,80 -0,02 -0,01 0,11
LDL-Cholesterin 0,01 0,65 0,91 -0,02 -0,04 0,03
Albumin 0,37 0,87 0,42 -0,13 0,01 0,04
hsCRP 0,11 0,16 0,21 -0,01 -0,02 0,14
NT-proBNP 0,96 0,64 0,49 0,01 -0,05 0,01
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Tab. 26: Einfluss der Confounder im Plasma

4 Ergebnisse

4.3 Einflussfaktoren

Confounder
Parameter Levene-Test (p-Wert) Korrelation nach Spearman
Hamolyse | Lipamie | Jahreszeit | Lagerzeit | Traveltime | NYHA
Natrium 0,51 0,21 0,09 0,22 -0,04 -0,01
Harnstoff 0,79 0,02 0,11 -0,04 0,07 0,14
Kreatinin 0,81 0,03 0,78 -0,07 0,01 0,10
ASAT(GOT) 0,046 0,06 0,43 0,00 0,16 0,22
ALAT(GPT) 0,15 0,35 0,96 0,14 0,25 0,46
GGT 0,997 0,01 0,71 -0,03 0,23 0,05
Harnsaure 0,001 0,15 0,85 -0,18 0,02 0,15
eGFR 0,77 0,03 0,73 -0,04 0,002 -0,002
Triglyzeride 0,08 <0,001 0,74 0,05 0,03 0,01
Gesamtcholesterin 0,45 0,87 0,35 -0,03 -0,02 -0,09
HDL-Cholesterin 0,61 0,04 0,65 -0,02 0,01 0,12
Albumin 0,33 0,96 0,55 0,17 -0,07 0,06
hsCRP 0,61 0,16 0,17 -0,08 -0,14 0,21
NT-proBNP 0,30 0,003 0,63 -0,04 -0,16 -0,03
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4 Ergebnisse
4.3 Einflussfaktoren

Tab. 27: Einfluss der Confounder im Serum lokal

Confounder

Parameter Levene-Test (p-Wert) Korrelation nach Spearman
Hamolyse | Lipamie | Jahreszeit Lagerzeit NYHA
Natrium 0,99 0,08 0,82 -0,08 0,25
Kalium 0,77 0,31 0,11 -0,46 -0,30
Harnstoff 0,60 0,08 0,07 -0,08 0,15
Kreatinin 0,15 0,79 0,70 0,04 0,08
ASAT(GOT) 0,50 0,06 0,20 -0,04 0,43
ALAT(GPT) 0,56 0,86 0,84 0,19 0,58
GGT 0,02 0,046 0,57 -0,03 0,12
Harnsaure 0,84 0,53 0,97 0,16 0,26
eGFR 0,65 0,49 0,50 0,05 -0,12
Triglyzeride 0,03 <0,001 0,86 0,02 -0,04
Gesamtcholesterin 0,45 0,94 0,30 -0,05 -0,26
HDL-Cholesterin 0,37 0,14 0,17 0,09 0,11
LDL-Cholesterin 0,22 0,85 0,36 -0,08 -0,04
Albumin 0,13 0,36 0,63 0,01 -0,13
hsCRP 0,88 0,48 0,24 0,09 0,21
NT-proBNP 0,53 0,91 0,93 0,02 -0,05
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4 Ergebnisse
4.3 Einflussfaktoren

Tab. 28: Einfluss der Confounder im Plasma lokal

Confounder
Parameter Levene-Test (p-Wert) Korrelation nach Spearman
Hamolyse | Lipamie | Jahreszeit Lagerzeit NYHA
Natrium 0,12 0,09 0,36 -0,03 0,07
Harnstoff 0,69 0,89 0,07 -0,11 0,12
Kreatinin 0,09 0,09 0,81 0,03 0,15
ASAT(GOT) 0,81 0,25 0,24 0,01 0,45
ALAT(GPT) 0,19 0,33 0,49 0,14 0,50
GGT 0,96 0,053 0,47 -0,04 0,02
Harnsaure 0,09 0,93 0,70 0,07 0,17
eGFR 0,22 0,78 0,93 -0,09 -0,05
Triglyzeride 0,75 <0,001 0,80 -0,01 -0,07
Gesamtcholesterin 0,36 0,74 0,90 0,19 -0,12
HDL-Cholesterin 0,28 0,57 0,33 0,07 0,23
Albumin 0,73 0,32 0,69 0,07 -0,003
hsCRP 0,03 0,11 0,11 0,14 0,21
NT-proBNP 0,45 0,88 0,95 0,08 -0,01
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5 Diskussion

5.1 Ergebnisdiskussion

5.1.1 Scatterplots mit Korrelation

In den verschiedenen untersuchten Probengruppen zeigte sich je nach Parameter eine
groRe Varianz fur das BestimmtheitsmaR R? (Tab. 13 und Tab. 14): Natrium sowie Kalium
veranderten sich in der Nachmessung so stark, dass sich hier nur ein R? zwischen 0,009
und 0,183 ergab. Ob sich die gemessenen Konzentrationen erhéhten oder
verminderten, wird im folgenden Kapitel deutlich. Durch die errechnete Korrelation
ergibt sich nur eine Abweichung der einzelnen Werte. Auch das Enzym ASAT zeigt sich
nur mit einem R? zwischen 0,141 und 0,195. Als sehr stark korrelierend prasentierten
sich dagegen die Proteine hsCRP und NT-proBNP mit einem R? zwischen 0,759 und
0,970. Die Ubrigen 12 untersuchten Werte reihten sich dazwischen mit
BestimmtheitsmalRen von 0,313 bis 0,801 ein.

Es kann also die Aussage getroffen werden, dass jeder untersuchte Parameter eine vollig
unterschiedlich starke Werteverdanderung vollzog, die Verdanderung jedes einzelnen
Parameters war aber in allen vier untersuchten Gruppen Serum, Plasma, Serum lokal
und Plasma lokal sehr dhnlich, unabhangig von hoheren oder niedrigeren Werten bei
der Nachmessung. Beide Moglichkeiten konnten festgestellt werden. AulRerdem war

auffallig, dass immer wieder einzelne Blutproben extrem von der Norm abwichen.

5.1.2 Bland-Altman-Analysen

In den Bland-Altman-Analysen lieRen sich wie bei den im vorigen Kapitel beschriebenen
Scatterplots groRe Unterschiede beziiglich der einzelnen Parameter feststellen,
allerdings vollig unabhidngig von dem BestimmtheitsmaB R? dieser im Serum oder
Plasma gemessenen Laborwerte. So schwankten 95% der gemessenen Probenpaare von
Natrium, das in den Streudiagrammen ein sehr niedriges R? aufwies, nur zwischen einer

Veranderung von 88 % bis 122 % der Ausgangsmessung. Das Protein NT-proBNP als
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5.1 Ergebnisdiskussion

Vertreter der Parameter mit einem sehr hohen R? schwankte in 95% der Falle zwischen
23 % und 365 % der Ausgangsmessung. Es fanden sich hier also mehrere sehr starke
Werteverdanderungen. Die (brigen gemessenen Parameter zeigten eine Verdnderung
der Nachmessung im Vergleich zur Basismessung auf 27 % bis 425 % im 95%-
Ubereinstimmungsintervall.

Die mittlere Differenz zwischen Nachmessung und Basismessung prasentiert sich relativ
stabil, die grofite Verringerung zeigte das hochsensitive CRP im Serum und Plasma lokal.
Die Nachmessung betrug im Mittel nur 80 % der Ausgangsmessung. Bei der Messung
der Triglyzeride im Serum wurde mit mittleren 128 % der Basismessung die grofte
Abweichung nach oben beobachtet. Zur Diskussion moglicher Einflussfaktoren siehe
Kapitel 5.1.3.

Gemeinsamkeiten mit den Scatterplots fanden sich beziiglich der Ahnlichkeit von

Ill

Parametern in den vier Untersuchungsgruppen ,Serum®, ,Plasma®“, ,Serum lokal“ und
,Plasma lokal“: Hier veridnderte sich das 95%-Ubereinstimmungsintervall von einem

Parameter kaum.

5.1.3 Einfliisse der Confounder

Bei der Prifung der vorher festgelegten Einflussfaktoren (Kap. 3.4.3) zeigte sich, dass oft
kein signifikanter Einfluss festzustellen war. Zusatzlich traten diese signifikanten
Anderungen nur duBerst selten in allen vier Probengruppen gleichzeitig auf.

Am Beispiel Natrium zeigte sich konkret, dass die Einflussfaktoren ,Hamolyse”,
»Lagerzeit” und ,NYHA-Klasse” nur in jeweils einer Probengruppe einen signifikanten
Einfluss auslibten. Im Serum konnte ein Unterschied der Varianzen zwischen den
unauffalligen und hamolytischen Proben nachgewiesen werden, im Plasma wurde eine
VergrofRerung der Messdifferenzen mit zunehmender Lagerdauer deutlich und im
Serum lokal lief8 sich eine Differenzenzunahme bei héherer NYHA-Klasse feststellen.
Bezogen auf alle 16 Parameter fand sich bei nur einem Laborwert eine signifikante
Anderung in allen Probengruppen, namlich bei den gemessenen Triglyzeriden. Durch

den Faktor , Lipamie” wurde Uberall eine stark signifikante Heterogenitat der Varianzen
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nachgewiesen. Einen nicht ganz so starken Einfluss hatte dieser Confounder auf das
Enzym GGT, in 3 von 4 Probengruppen zeigten sich Signifikanzen.

Bei Betrachtung des Einflussfaktors , Traveltime”, welcher nur in den beiden Gruppen
Serum und Plasma aufgrund des Transports dieser Proben nach Berlin eine Veranderung
herbeiflihren hatte kdnnen, stachen die Leberenzyme GOT, GPT und GGT heraus. Bei
zunehmender Transportdauer nimmt die Wertedifferenz bei GOT und GPT zu, bei GGT
ab. Ebenso schienen sich diese Enzyme durch die NYHA-Klasse beeinflussen zu lassen.
Blutproben von Patienten mit hoherer NYHA-Klasse wiesen eine groRere Messdifferenz
bezogen auf diese Parameter auf.

Ein Einfluss der NYHA Klasse auf den Parameter NT-proBNP konnte in keiner
Probengruppe gezeigt werden.

Die Jahreszeit der Probenabnahme stellte sich als ein Faktor heraus, der in keinem Fall
einen signifikanten Einfluss ausibte.

Der Confounder ,Llagerzeit” schien nur in den seltensten Fallen eine signifikante

Veranderung der Differenz zwischen Nachmessung und Basismessung zu verursachen.

5.2 Beurteilung der Ergebnisse

Nach eingehender Literaturrecherche des Autors ist dies die wohl erste Arbeit zu den in
Kap. 3.6 genannten Zielen und Hypothesen. Fir die insgesamt 16 verschiedenen
Laborparameter zeigte sich eine véllig unterschiedliche Ubereinstimmung zwischen
Basis- und Nachmessung je nach Beschaffenheit des Wertes. Auffallig war, dass die
Elektrolyte Natrium und Kalium ein duBerst schlechtes Bestimmtheitsmald hatten,
wahrend sich kleine Proteine wie das hsCRP und auch das NT-proBNP als sehr stabil
prasentierten. Leberenzyme wie GOT, GPT und GGT zeigten stark heterogene Stabilitat,
die Blutfette Triglyzeride, HDL, LDL und Gesamtcholesterin eine mittlere Stabilitat.
Albumin als Vertreter eines Proteins mit hohem Molekulargewicht bot ebenso wie die
Nierenparameter eGFR, Kreatinin, Harnstoff und Harnsdure eine mittlere bis gute

Stabilitdt der gemessenen Werte.
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Die teils extreme Abweichung der Werte einzelner Serum- oder Plasmaproben in
Basismessung und Nachmessung kann auf die Qualitat des Biomaterials und auf
statistisch nicht vermeidbare Messfehler zuriickgefiihrt werden (siehe auch Kap. 5.3).
Bei der Betrachtung der Abweichung einzelner Probenpaare mit Hilfe von Bland-Altman-
Analysen wurden deutliche Unterschiede zu den Streudiagrammen sichtbar.
Unabhangig von der Korrelation der beiden Messungen zeigten 95% der
eingeschlossenen Paare eine geringe prozentuale Schwankung, durch exorbitante
AusreiRer vergréRerte sich dieses 95%-Ubereinstimmungsintervall allerdings erheblich.
Scatterplots und Bland-Altman-Analysen differierten also in groBem Male: Parameter
mit einer fast nicht vorhandenen Korrelation bewegten sich in einem geringen
Schwankungsfenster in den Bland-Altman-Analysen. Parameter mit einem
Korrelationskoeffizienten, der sich nahezu bei 1,0 befand (perfekte positive Korrelation),
schwankten dagegen in einem viel groReren 95%-Ubereinstimmungsintervall.

Die Testung von insgesamt 6 Einflussfaktoren ergab nur bei dem Blutwert Triglyzeride
einen Anhalt flr eine starke Auswirkung durch den Confounder , Lipamie”. Ein statistisch
signifikanter Einfluss ergab sich nur in 52 von 330 Testungen und erkldrt somit nicht
hinreichend die beobachteten Veranderungen zwischen Basis- und Nachmessung.

Es lasst sich also feststellen, dass einige eingeschlossene Probenpaare starke
Abweichungen aufwiesen, die Veranderungen fir den Hauptteil der Blutproben-
Parchen sich aber in einem akzeptablen Bereich bewegten.

Boyanton et al konnten zeigen, dass sich Werte der klinischen Chemie bei
Raumtemperatur schon nach 30 Minuten signifikant verandern, wenn keine
Zentrifugation stattfindet und damit weiterhin Erythrozyten in Kontakt mit den
jeweiligen Parametern stehen.[84] Da Blutzellen 37-50% des gesamten Blutvolumens
ausmachen, wird der Metabolismus dieser Zellen von Kamlage et al als Ursache fir
Veranderungen von Parametern besonders im EDTA-Plasma verantwortlich gemacht.
Als Konsequenz sollte sowohl das Zentrifugieren als auch die Zeit bis zum Einfrieren so
kurz wie irgend moglich gehalten werden.[85] Nach Bernini et al sollte die
Verarbeitungszeit von Serumproben die 30 Minuten, die fir die Gerinnung gefordert

werden, nur so kurz wie moglich Gberschreiten und niemals langer als 2 Stunden dauern.
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Die Lagertemperatur zwischen Blutabnahme und Einfrieren der Proben darf die gesamte
Zeit Uber nicht mehr als 4°C betragen und die Proben sollten so bald wie méglich bei -
80°C eingelagert werden.[86, 87] Su et al konnten zeigen, dass die Temperatur bei
Kihlschranken in der Nahe der Tir die groRte Abweichung von -80°C sowie den
warmsten Punkt im jeweiligen Kihlschrank bilden.[88] Dies legt eine
Qualitdtsminderung durch hiufiges Offnen der Tiir nahe. Nach Haslacher et al hat das
wiederholte Offnen der Tiiren des Gefrierschranks keine signifikante Auswirkung auf die
Probenqualitat.[89] Hier muss allerdings erwdahnt werden, dass das Biomaterial in dieser
prospektiven Studie vor dem Einfrieren mindestens 3 Tage bei 2-10°C gelagert wurden,
zudem betrug die Gesamttestungszeit nur 21 Tage.

Gislefoss et al untersuchten 3x130 Proben mit Analysen nach einmonatiger, zweijahriger
und 25-jahriger Lagerung. Die Elektrolyte Natrium und Kalium zeigten sich hier nach 25
Jahren signifikant erhoéht, was auf Verdunstung wahrend der Lagerung zurlickgefiihrt
wurde. Zudem wurde gemutmalt, dass gerade im Falle von Kalium eine kurze Lagerung
bei 4°C (<8 h) erforderlich ist, um falsch erhohte Konzentrationen im Serum durch einen
Ausfall der Na*-K*-ATPase zu vermeiden.[90, 91] Zusatzlich wurde eine signifikante
Veranderung der Parameter Albumin und Harnsdure beobachtet.[91, 92]

Nach Kachhawa et al gab es nach 30 Tagen Lagerung bei -20°C keine signifikanten
Anderungen der Parameter Natrium, Kalium, Harnstoff, Kreatinin, Harnsaure, Albumin,
Gesamtcholesterin und Triglyzeride, die Enzyme AST und ALT zeigten sich dagegen
erniedrigt.[93, 94] Brinc et al untersuchten die Verdanderungen von gangigen
Serumparametern nach Lagerung bei -80°C fiir bis zu 13 Monate und konnten eine
Stabilitdt der Parameter Natrium, Kalium, Harnstoff, Kreatinin, Harnsaure, Albumin,
Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin, Triglyzeride, GGT, AST und ALT aufzeigen.[95]
AbschlieBend konnte gezeigt werden, dass Serumenzyme (AST, ALT, GGT), Elektrolyte,
das Gesamtprotein im Blut, Triglyzeride, Harnsdure und Harnstoff besonders anfallig fr
Werteverdanderungen sind, wenn die Blutzellen nicht rechtzeitig entfernt werden.[84]
Fiir eine Verdnderung der eGFR konnte keine Literatur zum Vergleich herangezogen
werden, nach Meinung des Autors ist es bei diesem Parameter sinnvoll, sich am

Laborwert Kreatinin zu orientieren. Der Parameter high-sensitivity CRP wies auch nach
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mehreren Jahren Lagerung bei -80°C kaum Verdanderungen und damit eine gute
Stabilitat auf.[96, 97] NT-proBNP als letzter gemessener Wert zeigte schon in der
Vergangenheit bei -20°C eine gute Stabilitat bei einer Lagerung von 4 Monaten [98] bzw.
2 Jahren.[99] Nach Nowatzke et al ergibt sich eine Haltbarkeit von mindestens 1 Jahr fiir
NT-proBNP, falls die Lagerung bei -80°C erfolgt.[100]

Im Kontext der bisherigen Literatur ldsst sich somit schlussfolgern, dass die
Rahmenbedingen vermutlich noch nicht optimal erfiillt worden sind. Die Stabilitat der
einzelnen Parameter in der Literatur zeigt sich konsistent mit den in dieser Arbeit
gemachten Beobachtungen. Wahrend Elektrolyte und Enzyme sehr haufig von
Erstmessungen abweichen, zeigen sich kleine Proteine wie die fiir die Herzinsuffizienz
sehr wichtigen Biomarker high-sensitivity CRP und NT-proBNP (iber eine lange Zeit

stabil.

5.3 Limitationen der Ergebnisse

Trotz Versuchen, die Beschaffung des Biomaterials so fehlerarm wie moglich zu
gestalten, liegt die Vermutung nahe, dass diese Schritte noch Potential zur Optimierung
bieten. Schon im makroskopisch nicht sichtbaren Bereich kénnen sowohl eine Hamolyse
als auch eine Lipamie der jeweiligen Blutprobe zu Verfalschungen bei der Laboranalyse
fihren.[101-103] In der hier vorliegenden Untersuchung wurden diese Effekte in 17,21%
bzw. 25,11% des Gesamtkollektivs beobachtet. Eine Hamolyse kombiniert mit einer
Lipamie wurde in 7,25% aller Proben beobachtet. Auch die Art der Blutentnahme bietet
Raum fiir Verbesserungen. Das Blut wurde den Patienten ohne einheitliche
Bedingungen im Rahmen diverser Studien an zwei unterschiedlichen Orten in
Deutschland entnommen. Ein weiteres Problem ist die Qualitatseinstufung samtlichen
Biomaterials. Laut Studienzentrale in Leipzig wurde jede in dieser Arbeit
eingeschlossene Probe mit dem hochsten Qualitatsmerkmal bewertet (siehe Kap. 3.2),
was die Realitat nicht abbildete, da manche Proben bereits makroskopisch sichtbar
hamolysiert bzw. lipamisch waren. Zudem mussten alle Proben fiir die Nachmessung in

andere Rohrchen des Zentrallabors Wiirzburg ca. 5 Sekunden zentrifugiert, umpipettiert
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und 1-3 Tage bei 4°C zwischengelagert werden, was die Qualitat verschlechtert haben

kénnte.

5.4 Klinische Relevanz der Abweichungen

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Betrachtung der Schwankungsbereiche im klinischen
Kontext, die laborchemischen Referenzbereiche eines jeden Parameters sind bereits in
Kapitel 2.5 dargestellt worden. Es wird nun in diesem Kapitel versucht, einen
Akzeptanzbereich fir jeden Parameter festzulegen, um eine Anleitung zur Verwendung
des gelagerten Biomaterials zu erstellen. Bei Parameterveranderungen wird sich am
aktuell glltigen Referenzbereich orientiert, bei den in Kapitel 4.2 bestimmten 95%-
Ubereinstimmungsintervallen wird die gréRte Spanne aus allen vier Probengruppen
(Serum, Plasma, Serum lokal, Plasma lokal) gebildet.

Fir die Elektrolyte Natrium wund Kalium war eine vergleichsweise geringe
Schwankungsbreite festgestellt worden. Fiir Natrium treten bei Werten zwischen 125
und 134 mmol/l bereits Symptome wie kognitive Einschrankungen auf [104], eine
Hypernatriamie wird bei alteren Patienten oft erst bei Werten >160 mmol/I
symptomatisch [105]. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz sind Kaliumwerte bis 7 mmol/I
meist unproblematisch [106], eine Hypokalidmie ist bei Werten <3,5 mmol/I
anzunehmen, der ideale Bereich fiir Patienten mit eingeschrankter Pumpfunktion liegt
zwischen 4,5 und 5,5 mmol/I1.[107] Bei Nachmessung der Elektrolyte wird empfohlen,
keine hamolytischen oder lipamischen Proben zu verwenden. Fiir Natrium kdnnen
Proben im Bereich 125 — 160 mmol/| verwendet werden, der Akzeptanzbereich fir
Kalium liegt zwischen 3,5 mmol/l und 7 mmol/I.

Die fur eine Niereninsuffizienz unverzichtbaren Parameter Harnstoff und Kreatinin
liegen mit ihrem 95%-Ubereinstimmungsintervall der Messinderung zwischen 4,6
mg/dl und 126 mg/dl bzw. 0,41 mg/dl und 1,91 mg/dl, wenn man von Ausgangswerten
im Normalbereich ausgeht. Da diese Werte durchaus im klinischen Alltag vorkommen
konnen [108], kann die Messschwankung akzeptiert werden. Die aus den beiden
Parametern errechnete glomeruldre Filtrationsrate kann bei maoglichen

Unstimmigkeiten noch einmal nachtraglich berechnet werden.
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Die Leberenzyme GOT, GPT kdnnen aus den verschiedensten Griinden erhéht sein, als
moderate Erhéhung werden das 5- bis 10-fache des oberen Normbereichs angegeben,
das Enzym GGT kann haufig das 3-fache des oberen Normbereichs betragen.[109] Das
95%-Ubereinstimmungsintervall der Parameter GOT und GPT bleibt mit einer
maximalen Erhohung auf das 4,25-fache bei GPT unter dieser Erhéhung, es kann also als
Akzeptanzbereich gelten. Auch bei dem Parameter GGT kann das 95%-
Ubereinstimmungsintervall als Akzeptanzbereich verwendet werden.

Ein Zusammenhang zwischen der Harnsdaurekonzentration im Blut und dem
kardiovaskuldaren Outcome ist schon seit langerem nachgewiesen.[110] Ein genauer
Wert wird jedoch nicht verwendet, sondern nur eine Konzentration von >7,0 mg/dl als
pathologische Erhohung angenommen.[111] Eine Hypourikdmie scheint klinisch bisher
eine untergeordnete Rolle zu spielen.[112] Aus diesen Griinden scheint es vertretbar,
das 95%-Ubereinstimmungsintervall der Messdifferenz der Harnsiure, welches
zwischen 54% und 168% der Ausgangsmessung schwankt, als Akzeptanzbereich zu
etablieren.

Fiir die Parameter des Fettstoffwechsels Triglyzeride, Gesamtcholesterin sowie HDL und
LDL sind gerade im kardiovaskuldaren Kontext eine pathologische Erhéhung bzw. im Fall
von HDL eine pathologische Erniedrigung wichtig.[113] Bei allen vier Werten treten
keine physiologisch unmoglichen Konzentrationen in der Nachmessung auf, wenn man
das 95%-Ubereinstimmungsintervall zugrunde legt. Dieses kann also als
Akzeptanzintervall angenommen werden, die therapeutisch wichtigen Grenzwerte
[114] missen allerdings verstarkt beachtet werden.

Ein niedriges Albumin im Serum ist mit einer erhdhten Mortalitat assoziiert,
symptomatisch werden Werte <2,0 mg/dl.[115] In dieser Arbeit schwanken 95% der
Messdifferenzen zwischen dem 0,82-fachen und 1,41-fachen der Ausgangsmessung.
Dieser Bereich kann verwendet werden, die untere Grenze von 2,0 mg/dl wird bei einer
Basismessung im Normbereich nicht unterschritten.

Abschliefend wird auf die klinische Relevanz der beiden Parameter hsCRP und NT-
proBNP eingegangen. Beide sind mit der Progression der Herzinsuffizienz eng verknipft

[70, 116] und spielen daher eine grolRe Rolle in der Biomaterialbank des Deutschen
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Zentrums fur Herzinsuffizienz. Fir das C-reaktive Protein ist bisher noch keine
Obergrenze bekannt, bei Akutinfektionen kann es bis auf das 10000-fache des
Ausgangswertes steigen.[117] Fiir den Marker NT-proBNP gibt es ebenfalls keine
verlassliche Obergrenze, zudem muss dieser Wert immer im Zusammenhang mit Alter
und Geschlecht interpretiert werden.[118] Als Untergrenze fiir Patienten mit
Herzinsuffizienz setzten Waldum et al den Cutoff-Wert von <495 pg/ml [119], an diesem
Wert wird sich orientiert. Als Akzeptanzbereiche werden die jeweiligen 95%-
Ubereinstimmungsintervalle (39% — 201% sowie 23% — 365% der Basismessung)
verwendet. Als absolute Untergrenze soll fir NT-proBNP dann der o. g. Wert von 495
pg/ml gelten, da die Blutproben ausschlieBlich von Patienten mit Herzinsuffizienz
stammen.

Mit Ausnahme der Elektrolyte Natrium und Kalium kann also bei allen Parametern das
95%-Ubereinstimmungsintervall aller 4 Probengruppen verwendet werden. Es wird
noch einmal betont, dass eine genaue Betrachtung und Einordnung jeder Nachmessung

unverzichtbar sind, um verlassliche statistische Analysen zu gewahrleisten.

5.5 Ausblick: Mégliche Verbesserungen der Probenqualitat?

Durch verschiedene Losungsansdtze konnte es moglich sein, die Qualitat von kinftig
gewonnenen Blutproben zu verbessern und damit eine noch gréBere Stabilitat aller
gemessenen und fir Studien wichtige Parameter zu erreichen.

In dieser Arbeit wurden die Einflussfaktoren ,Lipamie“ und ,Hamolyse” nur
makroskopisch durch manuelle Priifung der Tribung oder Rotfarbung der jeweiligen
Serum- oder Plasmaprobe definiert. Eine maschinelle Bestimmung des Hamolytischen
Index (HI) [120] und des Hamoglobins [121] ist praziser und ebenso zu empfehlen wie
die Bestimmung des Gesamtcholesterins und der Triglyzeride. Sind letztere Werte
erhoht, bietet dies eine Erklarung fiir starkere Abweichungen in den betroffenen
Proben.[101]

Sowohl die Hamolyse als auch die Lipdmie einer Probe kann mittels Streuung von
sichtbarem Licht bestimmt werden; hier wird die Hamolyse oder die Triibung der

zentrifugierten Probe mittels Mikro-Spektrophotometrie bei 522-750 nm
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(hamolytischer Index) oder bei 700 nm (Tribung) bestimmt.[122-124] Auf diese Weise
konnen schon kleinste Verunreinigungen des Serums bzw. des Plasmas entdeckt werden
und eine genauere qualitative Einordnung aller Proben in der Biobank erfolgen. Wichtig
ist auch eine einheitliche Blutentnahme mit genauen Anweisungen (Standard Operating
Procedures, SOPs) fir die das Blut entnehmende Person, um dabei mdgliche
Fehlerquellen zu minimieren. So sollten die Blutproben immer mit einer ausreichend
groflen Kantlile abgenommen und zeitnah, das heillt am selben Ort, in einer einzigen
Maschine unter gleicher Temperatur zentrifugiert werden.[125] Lippi et al. konnten
zwar keinen signifikanten Unterschied zwischen einem Butterfly-System versus einer
herkémmlichen Nadel feststellen [126], bevorzugen aber die herkémmliche starre Nadel
fiir eine standardisierte Blutentnahme.[127] AuRerst wichtig ist die Etablierung eines fiir
das gesamte KNHI geltenden Qualitdtssystems, in dem jede einzelne Probe je nach
Hamolyse- oder Lipamiegrad eingeteilt werden kann. Hier legen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit nahe, dass die makroskopische Bestimmung, wie bisher geschehen,
nicht ausreicht und eine maschinelle Analyse zur Qualitdtsverbesserung beitragen

wirde (siehe Kap. 5.5 oben).
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6 Zusammenfassung

Herzinsuffizienz ist ein haufiges klinisches Syndrom, das insbesondere im hoheren
Lebensalter auftritt. Biomarker wie NT-proBNP oder hsCRP haben in Diagnose,
Verlaufskontrolle und Prognose der Herzinsuffizienz einen wichtigen Stellenwert. Um
fir zuklnftige Studien eine genligende Zahl von Patienten zu generieren, wurde in der
Biomaterialbank des Kompetenznetz Herzinsuffizienz eine Moglichkeit geschaffen,
Serum- und Plasmaproben bei -80°C fir eine lange Zeitdauer einzulagern. In der
Vergangenheit wurde bereits untersucht, wie stabil sich DNA und RNA bei diesen
Temperaturen erweisen. Unklar war jedoch, ob und welche Qualitatsanderungen bei
Serum-und EDTA-Proben allgemein bzw. bei bestimmten Analyten im Besonderen unter
diesen Lagerungsbedingungen eintritt.

In der vorliegenden Arbeit wurden 16 Parameter analysiert, die im Rahmen der
Herzinsuffizienzdiagnostik eine wichtige Rolle spielen. Alle Bioproben waren an den
KNHI-Standorten Wirzburg und Gottingen gewonnen worden. Ein Teil der so
gewonnenen Biomaterialien wurde lokal analysiert und bei -80°C eingelagert
(Erstmessung oder Basismessung), ein Teil wurde nach Berlin versandt und dort unter
standardisierten Bedingungen in der KNHI-Biobank bei -80°C eingelagert. Nach 6-8
Jahren wurden gezielt Samples aus der KNHI-Biobank angefordert, nach Wirzburg
versandt, aufgetaut, und zum zweiten Mal gemessen (Nachmessung).

Die Messergebnisse aus Parchen von Serum- und EDTA-Proben aus den lokalen und
zentral gelagerten Bioproben wurden verglichen (insgesamt somit 4 Gruppen) und
statistisch analysiert (Korrelation, BestimmtheitsmaR R? Streudiagramme, Bland-
Altman-Analysen, Regression, 95%-Ubereinstimmungsintervalle, Confounderanalyse).
Je nach Parameter wurden zwischen 103 und 322 Probenpaare in die Analyse
eingeschlossen.

Je nach Parameter zeigten sich Konsistenzen (R?) zwischen 0,009 fiir Natrium und 0,979
fir NT-proBNP (Tab. 13, Tab. 14). Voéllig unabhdngig davon zeigten sich die
Veranderungen von 95% der Probenpaare weitestgehend stabil, einzelne
Extremausreiler verursachten allerdings eine deutliche Ausweitung des

Ubereinstimmungsintervalls (Tab. 15 bis Tab. 22). Relevante Einfliisse auf diese
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Veranderungen konnten im Hinblick auf die vorab festgelegten potenziellen StorgréRen
(Confounder) nur bei dem Parameter Triglyzeride festgestellt werden (Tab. 25 bis Tab.
28). Als Confounder waren dabei praspezifiziert: makroskopisch feststellbare Himolyse
oder Lipamie in den Proben, NYHA-Klasse, Jahreszeit der Probenabnahme,
Einlagerungsdauer, oder die Dauer bis zum Einfrieren der einzelnen Proben nach
Probenversand zur zentralen KNHI-Biobank in Berlin (,, Traveltime®).

Es konnte gezeigt werden, dass die Lagerung von Biomaterial bei -80°C sinnvoll ist, um
in der Zukunft eine genligende Zahl an Patientenwerten fiir Studien und Analysen
bezliglich des Krankheitsbilds Herzinsuffizienz zur Verfiigung zu haben. Die Qualitat
gerade der prognostisch wichtigen Marker hsCRP und NT-proBNP ist als sehr gut zu
bewerten, was es dem KNHI ermoglichen diirfte, fast alle eingelagerten Proben zu
nutzen. Es wurden verschiedene Akzeptanzbereiche definiert, die sich bei allen
Parametern mit Ausnahme von Natrium und Kalium aus den 95%-
Ubereinstimmungsintervallen der durchgefiihrten Bland-Altman-Analysen bilden (Kap.
5.4).

Beziglich der Qualitat lasst sich feststellen, dass gerade bei der Blutentnahme am
Patienten und der Zentrifugation des Bluts noch Verbesserungspotential besteht. Hier
sollten einheitliche und standardisierte Abldaufe eingefiihrt werden, um die
Qualitatsminderung der Biosamples im Verlauf zu minimieren. AuRerdem sollte jede
Blutprobe vor Einlagerung systematisch makroskopisch, im besten Fall laboranalytisch,
beziglich Verdanderungen wie Hamolyse und Lipamie Uberprift werden und
anschlielend in einem zentralen Qualitatsregister eingeordnet werden. Dies wird in
Zukunft ermoglichen, die Probenzahl an die geforderten Qualitdtsanspriiche anzupassen

und dem jeweils besten Studienmodell gerecht zu werden.
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