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1. EINLEITUNG

1.1 Das Wachstumshormon / Insulin-like Growth Factor System

Der Insulin-like growth factor (IGF) ist der wichtigste Vermittler der Wirkung des
Wachstumshormons (GH, growth hormone) im menschlichen Kérper. Das GH/IGF-I
System besteht aus zwei Liganden (IGF-I und IGF-Il), sechs IGF-bindenden
Proteinen (IGFBP1-6) und drei IGF-Rezeptorsubtypen (IGF-I-Rezeptor, IGF-II-
Rezeptor und der Insulinrezeptor) [1, 2]. Obwohl der Grofiteil der Produktion von
IGF-I in der Leber erfolgt, wurde die Genexpression des Proteins auch in fast allen
anderen Geweben nachgewiesen, wie z. B. in kardialen Myozyten, Lungenzellen,
Neuronen oder Pancreaszellen [3].
Das legt nahe, dass IGF-I sowohl

einen endokrinen als auch einen

.‘\

¢ il @ parakrinen Effekt auf den Korper hat
7) [8]. IGF-l stimuliert nicht nur
> (O] Zellproliferation  und  —replikation,

sondern hat auch eine Insulin-ahnliche

o Wirkung. Auflerdem hat IGF-l einen

fordernden Effekt auf

, 4 Knochenwachstum und -dichte [4],
Leber = andere Gewebe

I j r das Wachstum des Gehirns [5] sowie
die kognitiven Funktionen. Weiterhin
b— endokrin =— | |GF |=—— parakrin =—— Myozyten
— pewonen ist IGF-1 beteiligt an der Entstehung
Lunge
etc. von Neoplasien und malignen
insulin- Zellproliferati . .
shillchs R et Tumoren [6]. Wahrend die GH-
s Sekretion pulsatil ist, bleibt die IGF-I
Abbildung 1: Das GH-IGF-System Konzentration im Blut zeitlich stabil

und erlaubt damit zuverlassige
Ruckschlisse auf die Funktionslage des GH/IGF-I Systems (Abbildung 1) [7].
Deswegen wird IGF-1 vor allem als Biomarker zur Diagnostik und Uberwachung von
GH-Dysfunktionen wie Akromegalie und GH-Mangel genutzt.
In epidemiologischen Studien war IGF-I mit allgemeinen Risikofaktoren wie
Adipositas assoziiert [8, 9] und zeigte des Weiteren signifikante Zusammenhange mit

dem Auftreten von kardiometabolischen Krankheiten wie der ischamischen



Herzerkrankung [10] oder kongestiver Herzinsuffizienz [11]. Die meisten Studien
zeigten dabei einen signifikanten Zusammenhang zwischen niedrigen IGF-1 Werten
und einem erhohten kardiovaskularem Risiko [10, 11] oder der Ausbildung von
Plaques in der A. carotis bzw. manifester koronarer Herzerkrankung [12]. Carlzon et
al. [13] konnten in seiner Studie allerdings sowohl Zusammenhange zwischen
niedrigen als auch erhohten IGF-I Werten mit einem erhohten Risiko fur
kardiovaskulare Erkrankungen nachweisen. Diesen U-férmigen Zusammenhang
zeigten van Bunderen et al. [14] ebenfalls fir IGF-I und dem Risiko fur
kardiovaskulare Erkrankungen, sowie auch fir das metabolische Syndrom, welches
wiederum mit kardiovaskularen Risikofaktoren einhergeht. Eine altere Studie von
Batker et al. [15] befand gar keine Evidenz fir einen Zusammenhang zwischen GH-
bezogenen Substanzen wie IGF-I und Koronarsklerose. Weiterhin wiesen einige
Studien auf eine Korrelation zwischen IGF-I und der Pravalenz von bdsartigen
Neubildungen hin [16-18]. Beispielsweise zeigt eine Meta-Analyse 19
unterschiedlicher Publikationen zum Zusammenhang zwischen IGF-Peptiden und
dem Risiko fur Colorektale Karzinome (CRC), dass zwar insgesamt ein signifikanter
Zusammenhang zwischen hohen IGF-I Werten und dem erhdhten Risiko fir CRC
besteht, die Odds Ratio jedoch schwankt je nach Studie zwischen 0,76 und 3,15 [19].
Bezlglich der Assoziation zwischen IGF-I und Mortalitat liefern publizierte Studien
ebenfalls teilweise widersprichliche Ergebnisse [20]. Wahrend einige Studien sowohl
eine negative [21-23] als auch positive Beziehungen [24, 25] aufzeigten, konnten
Burger et al. [20] in einer Metaanalyse einen U-férmigen Zusammenhang zwischen
der IGF-I Konzentrationen und Mortalitat nachweisen. Die Diskrepanzen zwischen
den Einzelstudien und den Metaanalysen koénnten durch ein unterschiedliches
Studiendesign begrindet sein. Natirlich fuhrt die Verwendung von verschiedenen
Studienpopulationen, unterschiedlichen  Stérvariablen und unterschiedlichen

statistischen Auswertungsverfahren zu variierenden Ergebnissen.

1.2 Laborchemische Bestimmung von IGF-I

Eine weitere Ursache fur die oben genannten divergierenden Ergebnisse kdnnte in
der verwendeten Labormethodik liegen. Trotz der aufgezeigten Bedeutung von IGF-I
fur verschiedenste Erkrankungen, stellt die genaue Messung von IGF-I immer noch
eine Herausforderung dar. In den letzten Jahrzehnten erschienen zahlreiche Studien

zum Vergleich unterschiedlicher Immunoassays zur Bestimmung von IGF-I. Die
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erhaltenen Ergebnisse waren zum Teil widersprichlich [26-28]. Krebs et al. [27]
wiesen Ungenauigkeiten zwischen funf kommerziell genutzten IGF-I Assays nach.
Verglichen wurden die Mittelwerte der mit den verschiedenen Assays gemessenen
Werte fur IGF-1. Dabei schwankte dieser Mittelwert abhangig von dem verwendeten
Assay. AulRRerdem wurden Abweichungen der Messwerte bei wiederholten
Messungen innerhalb eines Tages bzw. an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen
bei Verwendung des gleiches Assays festgestellt.

Untersucht wurden von Krebs et al. [27] folgende Assays: Nichols Advantage IGF-I,
DRG IGF-I, DSL IGF-I, IDS-IGF-I, Mediagnost IGF-I und Siemens IGF-l. Dabei
wurden sowohl Serumproben von Routineuntersuchungen aus einem Krankenhaus,
als auch Kontrollmaterial getestet. Demnach ergaben sich Messunterschiede im
Mittelwert z. B. fur die Serumproben zwischen 277,2 ug/l (Siemens) und 390 pg/l
(DRG). Auch die Kontrollproben wiesen unterschiedliche Mittelwerte zwischen 150,7
pg/l (Mediagnost) und 344,9 ug/l (DRG) auf. Innerhalb eines Tages schwankten die
Messwerte der unterschiedlichen Assays mit Variationskoeffizienten von 1,7%
(Siemens) bis 8,3% (DRG) fur die Serumproben. Ahnliche Schwankungen ergaben
sich auch fur die Kontrollproben: 2,2% (Siemens) bis 11,1% (Mediagnost). Die
Messwerte der Kontrollproben schwankten an unterschiedlichen Tagen mit einem
durchschnittlichen Variationskoeffizienten von 2,7% bis 24,9%.

Eine weitere Studie zu Erwachsenen mit Akromegalie oder GH-Mangel bestéatigte
diese Erkenntnis und zeigte signifikante Unterschiede zwischen vier verschiedenen
IGF-1 Assays auf [26]. In dieser Studie wurden die IGF-I Konzentrationen bei
Patientinnen mit Akromegalie, GH-Mangel und in einer Kontrollgruppe gemessen.
Die Mittelwerte der IGF-I Konzentrationen in der Kontrollgruppe unterschieden sich
signifikant von Assay zu Assay (Betrachtet wurden RIA Nichols, ICMA Immulite,
IRMA Immunotech und non-extraction IRMA DSL). Die Unterschiede wurden sowohl
unter den Assays, als auch zwischen den verschiedenen Altersgruppen festgestellt.
So lag beispielsweise der Mittelwert der IGF-I Konzentrationen in der Altersgruppe
von 35 - 45 Jahren zwischen 135 pg/l (ICMA Immulite) und 340 g/l (Non-extraction
IRMA DSL). Trotzdem konnten signifikant hohere IGF-1 Konzentrationen bei
Patientinnen mit Akromegalie bzw. signifikant niedrigere IGF-I Konzentrationen bei
Patientinnen mit GH-Mangel nachgewiesen werden. Die Sensitivitdt der Assays zur
Diagnose der Erkrankungen unterlag Schwankungen. So lag die diagnostische

Sensitivitat fir den GH-Mangel zwischen 56% und 65%, wenn die Referenzbereiche
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aus der Kontrollgruppe der Studie herangezogen wurden. Beim Vergleich mit den
Referenzbereichen der Hersteller traten, aufgrund teilweiser nicht altersspezifischer
oder fehlender Angaben, noch gréf3ere Unsicherheiten auf.

Die Standardisierung mithilfe von Referenzdaten, welche entweder vom Hersteller
oder durch Kontrollproben bereitgestellt werden, ist eine Mdglichkeit die Genauigkeit
der Ergebnisse zu verbessern. Das Problem der fehlenden Standardisierung fur GH
und IGF-1 Messungen wurde 2011 auf der Keswick Konsens-Konferenz thematisiert
und definiert. Expertinnen entwickelten Kriterien zur Standardisierung und Evaluation
von GH und IGF-I Assays in einer internationalen Arbeitsgruppe. Die Keswick-
Kriterien enthalten Empfehlungen zu technischen Einzelheiten beziglich der
Durchfihrung und Validierung der Assays, sowie zum Design der Studienpopulation,
um valide und klinisch nutzbare Ergebnisse zu erzielen [29]. Wahrend sowohl der
bisherige ,Goldstandard“ Nichols Advantage Assay als auch weitere Assays diese
aktuellen Kriterien nicht erfillten, entspricht der IDS-ISYS Assay den
vorgeschlagenen Qualitatskriterien.

Besonders in der epidemiologischer Forschung stellt eine solche Variation, wie sie in
vorherigen Studien [26, 27] fur IGF-I Assays gezeigt wurde, eine grol3e
Herausforderung dar. Die Verwendung von unterschiedlichen Analysetechniken kann
differierende Ergebnisse erklaren und wurde deshalb schon haufig bei der
Interpretation von widersprtchlichen Ergebnissen diskutiert. Ein direkter Vergleich
von epidemiologischen Ergebnissen der gleichen Studienpopulation, jedoch
basierend auf durch unterschiedliche analytische Methoden gewonnene IGF-I
Messungen, existiert bisher nicht.

Die SHIP (Study of Health in Pomerania) bot mir die Mdglichkeit, diese Licke zu
schlieBen. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Studien zum
Zusammenhang von IGF-1 oder IGFBP-3 und Anthropometrie [8, 9], Intima-Media-
Dicke (IMT) [30], linksventrikularer Hypertrophie (LVH) [31], SNPs aus genomweiten
Assoziationsstudien (GWA) [32] und Mortalitat [22] verdffentlicht. Die in diesen
Arbeiten verwendeten IGF-I Daten der SHIP Baseline-Untersuchung wurden mittels
des Nichols Advantage Assay bestimmt. Durch den Wegfall des Assaysystems stellte
sich bereits zum 5-Jahres Follow-up, bei der die IGF-I und IGFBP-3 Bestimmung
mittels des Nichols Advantage IGF-I Assay durchgefiuhrt wurde, grundsatzlich die
Frage bezlglich der Vergleichbarkeit der IGF-I Werte Uber die verschiedenen

Studienwellen hinweg. Die beteiligten Wissenschaftlerinnen entschieden sich, die
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IGF-I und IGFBP-3 Messungen Uuber alle Untersuchungswellen hinweg zu
vereinheitlichen und IGF-I sowie IGFBP-3 mit neuen IDS-ISYS Assays zu messen.
Die Durchfihrung dieser Messungen ermdglichte mir den Vergleich
epidemiologischer Analysen und Schlussfolgerungen, die sich auf die gleiche
Studienpopulation beziehen, jedoch bei denen die IGF-I und IGFBP-3 Proben mit
unterschiedlichen Immunoassays gemessen wurden [1) Nichols Advantage und 2)
IDS-ISYS]. Insgesamt erlaubte mir dieser Ansatz, die Reliabilitadt und den
informativen Wert von epidemiologischen Studien, basierend auf Daten moderner

Technologie zu diskutieren.



2. MATERIAL und METHODEN

2.1 Studienpopulation

SHIP (Study of Health in Pomerania) ist eine populationsbasierte Kohortenstudie in
Nord-Ostvorpommern. Das Ziel der Studie besteht zum einen in der Erhebung von
Pravalenzen und Inzidenzen von haufigen Risikofaktoren, subklinischen Stérungen
und Erkrankungen, zum anderen bietet sie die Mdglichkeit, komplexe Assoziationen
zwischen diesen Parametern aufzudecken. Die Datenerfassung erfolgte somit mit
einem weiten Fokus, der nicht auf bestimmte Erkrankungen oder Risikofaktoren
abzielt, sondern den gesamten Gesundheitsstatus einer Population erfasst [33, 34].
Das zweischichtige Clusterstichprobenverfahren wurde an das Verfahren des WHO
MONICA Projekt Augsburg angelehnt. Die Ziehung erfolgte mithilfe der
Einwohnermelderegister, in der alle deutschen Staatsbirgerinnen registriert sind. In
der ersten Stufe wurde eine Stichprobe von 32 Orten und Gemeinden aus der
Region ermittelt. In der zweiten Stufe erfolgte die randomisierte, alters- und
geschlechtsstratifizierte Ziehung von 7008 Probandinnen. Uber das genaue Design
wird an anderer Stelle berichtet [33, 34]. Die Datenerhebung begann im Oktober
1997 und endete Marz 2001. Die Netto-Stichprobe (nach Ausschluss aller
abgewanderten oder verstorbenen Personen) umfasste 6267 Personen. Letztendlich
nahmen 2116 Manner und 2192 Frauen (Antwortrate von 69%) an der Baseline-
Untersuchung teil. Es folgte ein 5-Jahres-, sowie ein 11-Jahres-Followup. Alle
Teilnehmerinnen gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die Studie entspricht den
Prinzipien der Deklaration von Helsinki und wurde vom Ethikkomitee Greifswald
bewilligt.

Fir die vorliegende Arbeit wurden insgesamt funf Fragestellungen bearbeitet. Wie in
Abbildung 2 dargestellt, fuhrten unterschiedliche Ausschlusskriterien zu leicht
differierenden Studienpopulationen - siehe [9, 22, 30, 31].

1) Die Population zur Untersuchung der anthropometrischen Parameter
umfasste 1768 Frauen und 1763 Manner. Generelle Ausschlussgrinde waren
Schwangerschaft (n=18) und Nieren- (n=334) sowie Lebererkankungen
(n=243) und in einem Fall eine Hypophysenerkrankung (n=1). Weitere
Probandinnen mussten aufgrund fehlender Werte fur IGF-I Konzentrationen

oder anthropometrischen Parametern ausgeschlossen werden (n=101



Méanner, n=89 Frauen). Die Einnahme von Kontrazeptiva zahlte dabei

aufgrund der haufigen Anwendung nicht als Ausschlusskriterium [9].

2) Fur die Studienpopulation zur Untersuchung der LVH wurden nur
Probandinnen mit einem Alter dber 45 Jahren und lesbaren
Echokardiogrammen eingeschlossen (n=1955). Teilnehmerinnen  mit

Aortenstenose (n=21) und fehlender Daten zu IGF-lI und IGFBP-3 (n=76),
sowie relevanten Konfoundern (n=10) wurden ausgeschlossen. Letztendlich
umfasste die Studienpopulation zur Untersuchung der Assoziation zwischen
IGF-I Konzentrationen im Serum und LVH 1848 Probandinnen, davon waren
933 weiblich und 855 ménnlich [21].

die

Charakteristika auf. Auch hier wurden nur Probandlnnen tber 45 Jahren mit

3) Die Population, an der IMT untersucht wurde, weist &hnliche

lesbaren Echokardiographien eingeschlossen. Ebenfalls mussten aufgrund
von fehlenden Daten zu IGF-l1 und IGFBP-3 (n=102) oder zu Konfoundern

(n=25) Probandinnen  ausgeschlossen werden, was zu einer
Studienpopulation mit 2286 ProbandInnen flhrte [20].
4308
_ » 4059
Ausschluss: ' - Methodenvergleich
fehlende IGF-I Spiegel
- GWA
Ausschluss: > 47
fehlende IGFBP-3 Spiegel
A 4
4059
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Abbildung 2: Follow-Diagramm zur Auswahl der Studienpopulationen



4) Zur Mortalitdt mussten von 4308 Probandinnen einige Personen aufgrund
fehlender Daten zu IGF-l1 (n=229), IGFBP-3 (n=171), Konfoundern (n=20),
sowie aufgrund von Erkrankungen der Hypophyse (n=1) ausgeschlossen
werden [23]. Insgesamt standen 4037 Personen fur die Mortalitdtsanalysen

zur Verfugung.

2.2 Erfassung soziodemographischer und klinischer Parameter

Informationen Uber das Alter, Geschlecht, soziodemographische Anamnese,
Patientenanamnese, sowie Parameter zum Lebensstil wurden mittels eines
personlichen Interviews erhoben. Der Taillenumfang (WC) wurde mit einem nicht-
elastischen MalRband auf 0,1cm genau in der Ebene zwischen dem untersten
Rippenbogen und dem Beckenkamm gemessen. Die Messung erfolgte im Stand
wahrend die Person das Gewicht gleichm&Rig auf beide FuRe verteilte. Weiterhin
wurden Hiftumfang, Gewicht und Grof3e gemessen und daraus der Body-Mass-
Index (BMI), das Taillen-Huft-Verhaltnis (WHR) und das Taillen-KérpergréfRen-
Verhaltnis (WHtR) errechnet.

Die zweidimensionale und M-mode Echokardiographie wurde mit dem Geréat
Vingmed CFM800A durchgefuhrt (GE Medical Systems, Waukesha, Wisconsens,
USA). Alle Bilddaten und Messungen wurden digital gespeichert. M-mode
Aufnahmen des linken Ventrikels wurden in der parasternalen Langsachsenebene
aufgezeichnet. Die linksventrikularen Dimensionen [intraventrikulare Septumdicke
(IVSD), diastolischer Diameter (LVDD), systolischer Diameter (LVDS), diastolische
Hinterwand (LVPWD)] wurden unter Verwendung der leading edge convention
ermittelt. Der linksventrikularer Masseindex (LVMI) wurde mittels folgender Gleichung
berechnet [35, 36]:

0,80*

1,04+ (LVDD+1VSD+ LVPWD)® - LVDD® |+ 0,60

LVMI=
GroRe %’

Eine LVH wurde definiert als ein LVMI >48 g/m2,7 bei Mannern und >44 g/m2,7 bei
Frauen. Konzentrische Hypertrophie wurde definiert als LVH und relative Wanddicke
> 0.42 [37, 38].

Das Ultraschallprotokoll wurde in friheren Publikation ausfihrlich beschrieben [39].

Zertifiziertes medizinisches Personal erstellte die Aa. carotis externae beidseitig
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durch einen B-Mode Ultraschall mithilfe eines 5MHz Linearschallkopfes und
hochaufldsenden Instrumenten dar (Diasonics VST Gateway, Santa Clara, California,
USA). Zur Messung der IMT wurde ein 1cm langer distaler Abschnitt von beiden Aa.
carotis externae axial gescannt, digitalisiert und aufgezeichnet. Zertifiziertes Personal
errechnete die durchschnittiche Wanddicke IMT auf beiden Seiten, indem 10
Messpunkte im Abstand von 1mm gemittelt wurden. Die IMT wurde definiert als
Entfernung zwischen den charakteristischen Echos vom Intima-Lumen zur Grenze

zwischen Media und Adventitia.

2.3 Mortalitats-Follow-up

Der Vitalstatus wurde in jahrlichen Intervallen erfasst. Die letzte, in der vorliegenden
Arbeit verwendete Erfassung, erfolgte zum 8. Marz 2008. Fur verstorbene
Teilnehmerinnen wurden die Todesbescheinigungen bei den zustdndigen
Gesundheitsamtern angefordert. Die eingetragenen Todesursachen wurden
hinsichtlich der Internationalen Klassifikation der Krankheiten; 10. Revision (ICD-10)
erfasst. Anschliel3end erfolgte die unabhéangige Validierung der zugrunde liegenden
Todesursachen durch zwei Fachérzte fur Innere Medizin (HW. & M.D.). Im Falle
einer Nichtubereinstimmung erfolgte die Abstimmung mit einem dritten
unabhangigen Internisten (H.V.). Todesfalle basierend auf kardiovaskularen
Erkrankungen umfassen die ICD-Codes 110-179 und durch bdsartige Neubildungen
bedingte Todesfalle die ICD-Codes C00-C97.

2.4 Genotypisierung

Die Stichproben der SHIP-Studie wurden mit dem Affymetrix Human SNP Array 6.0
genotypisiert. Die DNA-Hybridisierung wurde entsprechend der
Herstellerempfehlungen durchgefuhrt. Die Analyse der genetischen Daten erfolgte
mithilfe der Software InforSense, welche anschlieRend in der Datenbank Caché
(InterSystems) gespeichert wurden. Durch den Birdseed2 Cluster-Algorithmus wurde
schlief3lich der Genotyp ermittelt. Im Sinne der Qualitatskontrolle wurden hier einige
Kontrollproben  hinzugefigt. Es wurden nur Probandlnnen mit einer
Genotypisierungsrate der QC Probesets (QC callrate) von mindestens 86%
einbezogen. Alle verbleibenden Arrays hatten eine sample callrate von > 92%.

Insgesamt betrug der Genotypisierungsgrad 98,55%. Die Genotyp-Zuordnung in der
11



SHIP-Studie erfolgte durch die Software IMPUTE v0.5.0 basierend auf HapMap II.
Genomweite  Assoziationstests wurden mit dem  QUICKTEST v0.95
(http://toby.freeshell.org/software/quicktest.shtml) durchgefiihrt. Die Unsicherheiten

bei der Zuordnung der Genotypen wurden bei der Assoziation berticksichtigt.

2.5 Laborchemische Bestimmungen

Die Blutproben wurden von den nicht-ntichternen Probandinnen aus der Cubitalvene
in Ruckenlage gewonnen. Die Proben wurden entweder sofort hinsichtlich der IGF-I
und IGFBP-3-Konzentrationen analysiert, oder bei -80°C fUr eine spatere Analyse
gelagert. Interne Qualitatskontrollen wurden mindestens einmal taglich durchgefuhrt.
Die Serumkonzentration von IGF-1 und IGFBP-3 wurden 1.) mit dem automatischen
zweiseitigen Chemiluminenszenz-Immunoassay (Nichols Advantage; Nichols
Institute Diagnostica GmbH, Bad Vilbel, Deutschland) und 2.) mit dem automatischen
zweiseitigen Chemiluminenszenz-lImmunoassay von IDS-iISYS (Immunodiagnostic
Systems, Boldon, UK) gemessen. Fur genauere Informationen zum Messverfahren
siehe [40]. In jeder 10-Jahres-Altersgruppe wurden die IGF-I und IGFBP-3-Werte
entsprechend der geschlechtsspezifischen 10. und 90. Perzentile in 3 Gruppen
eingeteilt: niedrig, normal und hoch. Alle Assays wurden von technisch geschultem

Personal nach Herstellerempfehlung durchgefuhrt.

2.6 Statistische Analyse

Die Assoziationsanalysen wurden bereits in vorherigen Nichols Advantage Analysen
durchgefuihrt und detailliert beschrieben [9, 22, 30-32]. Folgende statistische
Verfahren wurden angewendet: Varianzanalyse (ANOVA, IMT, LVMI), lineare
Regression (Anthropometrie), logistische Regression (IMT, LVH), Cox-Regression
(Mortalitat) und additive Modelle (GWA). Fur den Assayvergleich wurde die nicht-
parametrische Passing-Bablok-Regression verwendet. Alle statistischen Analysen
wurden mit dem SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) durchgefuhrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Methodenvergleich

Basierend auf den Daten von tiber 4000 Probandinnen wurde der Nichols Advantage
IGF-I und IGFBP-3 Assay mit dem neuen IDS-iSYS Assay verglichen. Dazu wurden
die Testergebnisse von beiden Assays miteinander korreliert [IGF-I: beta 0,91 (95%
C10,90-0,91); IGFBP-3: beta 2.14 (95% Cl 2,10-2,18)]. Die IGFBP-3 Werte waren bei
der Messung durch den Nichols Advantage Assay dabei durchschnittlich 75,6%
niedriger als die des IDS-ISYS Assay (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Vergleich der von Nichols Advantage und IDS-iSYS gemessenen IGF-I (links)
und IGFBP-3 (rechts) Konzentrationen. Oben: Scatterplot einschlie3lich Passing-Bablok
Regression. Unten: Vergleich der Gruppeneinteilung anhand der alters- und
geschlechtsspezifischen 10. Perzentilen und 90. Perzentilen basierend auf den Messwerten
des Nichols Advantage und IDS-ISYS Assay.
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Bezuglich der Gruppeneinteilung der Werte in ,niedrig‘, ,normal‘ und ,hoch’ stellte
sich heraus, dass etwa 11% der Probandinnen ihre definierte Gruppe fur IGF-I und
17% fur IGFBP-3 wechselten (Abbildung 3).

3.2 Anthropometrie

Ubergewicht und Adipositas sind weltweit groRe Gesundheitsprobleme. Adipositas ist
dabei ein wesentlicher Risikofaktor fur Stoffwechsel- und Herzkreislauferkrankungen
und wird zudem mit erhéhter Mortalitat assoziiert [41]. Der Zusammenhang zwischen
Adipositas und der Hormonhomoostase wurde schon oftmals untersucht [9]. In der
Vergangenheit erwiesen sich die Studien oft als zu klein beziglich der Anzahl an
Probandinnen. Die Ergebnisse differieren daher relativ stark. AuBerdem stellt die
Verwendung des BMI als einzigen Parameter zur Erkennung der Adipositas ein
Problem dar. Dieser korreliert lediglich mit dem Kérperfettanteil, das Morbiditatsrisiko
zeigt aber eine starkere Korrelation mit der Masse an viszeralem Fett. Taillenumfang,
WHR und WHtR repréasentieren den vizeralen Fettanteil besser und sind damit fur die
genannten Analysen geeigneter [9]. Der Zusammenhang zwischen den
anthropometrischen Markern BMI, Taillenumfang, Hiftumfang, WHR oder WHtR und
IGF-I-Werten wurde in der vorliegenden Studie fur Manner und Frauen einzeln
getestet. In der Studienpopulation waren die Frauen im Durschnitt jinger, hatten
einen geringeren Zigaretten- und Alkoholkonsum als Manner, einen geringeren BMI,
einen kleineren Taillenumfang und ein niedrigeres Taillen-Korpergrof3en-Verhaltnis.
Die IGF-I Konzentrationen unterschieden sich unter den Geschlechtern nicht. Es
wurde eine multivariable lineare logistische Regression durchgefiihrt. Dabei konnte
bei der Nichols Advantage Messung flur Manner ein umgekehrt proportionaler
Zusammenhang zwischen BMI oder Huftumfang und IGF-I festgestellt werden,
wahrend WHR und WHIR sogar eine quadratische Abhangigkeit von IGF-I zeigten.

Diese Ergebnisse wurden vom IDS-iSYS Assay bestétigt (Abbildung 4, Tabelle S1).
Im Gegensatz dazu konnte der Nichols Advantage Assay bei Frauen keinen
Zusammenhang zwischen anthropometrischen Markern und IGF-I nachweisen,
wobei die Ergebnisse zu negativen Assoziationen zwischen BMI, WHR oder WHtR
und IGF-I tendierten. Die IDS-iISYS-Werte zeigten hier hingegen signifikant negative
Assoziationen zwischen allen funf erwédhnten anthropometrischen Markern und IGF-I

Werten.
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Abbildung 4: Assoziationen zwischen anthropometrischen Parametern und IGF-I
Konzentrationen gemessen im mittels Nichols Advantage (schwarz) oder IDS-iSYS Assay
(orange) bei Frauen (gestrichelt) und Mannern (durchgezogen).

3.3 Subklinische kardiovaskulare Endpunkte

Probandinnen mit erhdhter IMT (n=566) hatten einen hdheren BMI und waren
haufiger von Bluthochdruck und Diabetes mellitus betroffen als Probandinnen ohne
erhohte IMT. Far IGF-1 Konzentrationen ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede in der Population, allerdings hatten Personen mit einer erhéhten IMT
niedrigere IGFBP-3 Konzentrationen im Serum und ein hoheres Verhaltnis von IGF-I
zu IGFBP-3 [20]. Der Vergleich des Nichols Advantage Assay mit dem IDS Assay
lieferte bezlglich der Assoziationen zwischen IGF-I oder IGFBP-3 mit der IMT, wie
schon fur die anthropometrischen Parameter, widersprichliche Ergebnisse.
Regressionsmodelle, die auf Daten von Nichols Advantage basieren, ergaben ein
hoheres Risiko fur eine erh6hte IMT bei Personen mit hohen IGF-I oder niedrigen
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Tabelle 1: Assoziationen von IGF-I, IGFBP-3 und dem IGF-lI/IGFBP-3 Verhéaltnis mit
erhohter Intima-Media-Dicke

OR (95%-CDt fur erhdhte IMT

NICHOLS IDS
IGF-I (ref.: 10-90%)
<10% 1.00 (0.72; 1.39) 1.05 (0.76; 1.46)
>90% 1.45 (1.06; 1.97)* 1.08 (0.78; 1.49)
IGFBP-3 (ref.: 10-90%)
<10% 1.62 (1.19; 2.19)* 1.12 (0.81; 1.54)
>90% 1.15 (0.84; 1.59) 0.89 (0.64; 1.24)
OR = Quotenverhaltnis; ClI = Konfidenzintervall; IGF-I = Insulin-like Growth Factor I;

IGFBP3= IGF bindendes Protein. Eine erhohte IMT wurde als Wert Uber der alters- und
geschlechtsspezifischen  74. Quartile  definiert. *p<0.05. { Die logistischen
Regressionsmodelle wurden an Alter, Geschlecht, Taillenumfang, der Kreatiniclearance,
sowie das Vorandensein von Diabetes und Bluthochdruck angepasst.

IGFBP-3 Werten. IDS Daten lieferten hier keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen Hormonkonzentration und IMT (Tabelle 1, Abbildung S1).

Weiterhin wurde die LVH gemessen. 50,8% der Manner und 52,0% der Frauen
hatten eine LVH. Aul3erdem hatten Probandinnen mit LVH ein hoheres Alter, einen
groBeren Taillenumfang und litten haufiger unter Bluthochdruck und Diabetes
mellitus. Frauen mit LVH waren weniger korperlich aktiv, seltener Raucherinnen und
hatten signifikant niedrigere IGF-1 Konzentrationen im Serum als Frauen ohne LVH.
Fir Manner zeigten sich keine Unterschiede in den IGF-l und IGFBP-3
Konzentrationen und LVH [21]. Es konnte aber bisher weder fiir Frauen noch fir
Manner ein signifikanter Zusammenhang der Nichols Advantage Analysen bezlglich
LVMI, LVH oder konzentrischem Remodeling und IGF-I Werten hergestellt werden.
Diese Tendenzen konnten mithilfe des IDS Assay mit aktuellen Analysen bestétigt
werden (Tabelle 2, Abbildung 4). Fir IGFBP-3 bestehen hingegen singifikante
Assoziationen zwischen Serumkonzentration und LVH bzw. konzentrischem
Remodeling. Es zeichneten sich dabei fir Frauen und Mé&anner unterschiedliche
Ergebnisse ab. Wéahrend laut der Nichols Advantage Analyse niedrige IGFBP-3
Werte mit einem 2,4fach erhthtem Risiko fur konzentrisches Remodeling bei
Méannern und einem 1,8fach erhbhtem Risiko fur LVH bei Frauen assoziiert waren,
wurden bei der IDS iSYS Analyse keine Zusammenhange festgestellt (Tabelle 2,
Abbildung 5).
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Tabelle 2: Assoziation von IGF-I und IGFBP-3 mit linksventrikularer Hypertrophie (LVH) oder

konzentrischem Remodeling

OR (95%-CI)t OR (95%-CI)t
LVH konzentrisches Remodeling
NICHOLS IDS NICHOLS IDS

Méanner
IGF-I (ref.: 10-90%)

<10% 1.19 (0.72; 1.96) 0.99 (0.60; 1.62)  0.46 (0.16; 1.35)  0.64 (0.25; 1.59)

>90% 0.95 (0.58; 1.56) 1.35(0.82;2.22)  1.91(0.96; 3.81) 1.42 (0.66; 3.05)
IGFBP-3 (ref.: 10-90%)

<10% 0.82 (0.50; 1.36) 1.05(0.63; 1.73)  2.38(1.19; 4.78)* 0.93 (0.36; 1.91)

>90% 1.53 (0.92; 2.55) 0.80 (0.49;1.32)  1.04 (0.43; 2.56)  0.90 (0.41; 2.01)
Frauen
IGF-I (ref.: 10-90%)

<10% 1.04 (0.63; 1.71) 1.09 (0.65; 1.81)  1.40 (0.65; 3.01)  1.31 (0.59; 2.92)

>90% 1.06 (0.65; 1.73) 0.99 (0.61;1.63)  1.19 (0.55;2.56)  1.10 (0.51; 2.36)
IGFBP-3 (ref.: 10-90%)

<10% 1.76 (1.04; 2.95)* 1.17 (0.70; 1.96)  1.94 (0.89; 4.19)  0.67 (0.27; 1.66)

>90% 1.33(0.81;2.18) 1.11(0.68;1.82)  0.94(0.38;2.30) 1.05 (0.45; 2.42)
IGF-I = Insulin-like Growth Factor |; IGFBP3 = IGF bindendes Protein 3; LVH =

Linksventrikulare hypertrophie (Frauen: linksventrikuldarer Massenindex (LVMI) > 44g/m?’;
Manner: LVMI > 48g/m*"). IGF-I und IGFBP-3 Konzentrationen wurden alters- und
geschlechtsspezifisch in drei Kategorien nach 10. Und 90. Perzentile eingeteilt. Tlogistische
Regressionsmodelle wurden an Alter, Alkoholkonsum, Taillenumfang, sowie Vorhandensein
von Diabetes und Bluthochdruck angepasst. *p<0,05

M Nichols @ IDS-iSYS
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Abbildung 5: Erwarteter Mittelwert des linksventrikularen Masseindex (LVMI) mit 95%
Konfidenzintervall fir IGF-I und IGFBP-3 Werten gemessen mittels Nichols Advantage
(schwarz) oder IDS-iSYS (orange). ANOVA wurde adjustiert fur Alter, Rauch- und
Alkoholstatus, Taillenumfang, Vorhandensein von Bluthochdruck sowie Diabetes.
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Alles in allem laRt sich feststellen, dass die Analysen der Daten vom Nichols
Advantage und IDS Assay bezuglich der subklinischen kardiovaskularen Endpunkte

widerspruchliche Ergebnisse liefern.

3.4 Mortalitat

In der Studienpopulation waren 196 Manner und 204 Frauen mit niedrigen, sowie
196 Manner und 205 Frauen mit erhéhten IGF-I Konzentrationen. Diese wurden mit
Probandinnen mit normalen IGF-1 Konzentrationen verglichen. Manner aus dieser
Population mit niedrigen IGF-I Konzentrationen waren haufiger korperlich aktiv,
hatten einen groReren Taillenumfang und waren haufiger betroffen von
Erkrankungen der Leber, Diabetes mellitus und kardiovaskularen Erkrankungen.
Manner mit hohen IGF-I Konzentrationen im Serum hatten haufiger COPD. Frauen
mit niedrigen IGF-I Konzentrationen im Serum hatten einen hoheren Taillenumfang
und waren aul3erdem seltener von Nierenerkrankungen betroffen [23]. Die
Datenauswertung des Nichols Advantage Assay ergab fir Manner mit niedrigen IGF-
| oder IGFBP-3 Konzentrationen ein fast zweifach erhdhtes generelles
Mortalitatsrisiko (dabei war das Risiko fur die Mortalitat nach kardiovaskuléaren
Erkrankungen oder bosartigen Neubildungen besonders hoch) im Vergleich zu
Mannern mit mittleren Hormonkonzentrationen. Fir erhdhte IGF-I Konzentrationen
ergaben sich keine signifikanten Assoziationen (Tabelle 3, Abbildung S2).

Bei Frauen konnten solche Assoziationen nicht festgestellt werden. Die Analyse der
IDS-Daten bestatigte diese Ergebnisse bei gleichen Risikoerwartungen, wobei der
Zusammenhang von nierdrigen IGF-I Werten und kardiovaskularer Mortalitat die
statistische Signifikanz knapp verfehlte. Es wurde bei der Analyse sowohl
Gesamtmortalitat, als auch die spezifische Mortalitéat, bezogen auf verschiedene
Todesursachen, betrachtet. So wurde unterschieden zwischen kardiovaskularer
Mortalitdt und Mortalitat aufgrund von bdsartigen Neubildungen. Dazu wurden die
Todesbescheinigungen angefordert und nach Todesursache unterteilt, wobei die
kardiovaskulare Mortalitat den ICD-10 Codes 110 — 179 und die Mortalitdt bei
bosartigen Neubildungen den Codes CO00 — C97 entsprach. Fir die spezifische

Mortalitat ergaben sich die gleichen Assoziationen wie fir die Gesamtmortalitat.
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IGF-I

Gesamtmortalitét oder spezifischer Mortalitat

Tabelle 3: Assoziation zwischen oder IGFBP3 Konzentrationen und der

HR (95%-KI) fur
Gesamtmortalitat

HR (95%-KI) fur
kardiovaskularen Mortalitat

HR (95%-Kl) fir
Mortalitat bei bésartigen
Neubildungen

NICHOLS IDS NICHOLS IDS NICHOLS IDS
Manner
IGF-I (ref.: 10-90%)
<10% 1.92 1.98 1.92 1.87 1.85 1.88
(1.35; 2.73)*  (1.40; 2.80)* (1.00; 3.71)* (0.97; 3.61) (1.00; 3.45)* (1.01; 3.51)
>90% 1.24 1.18 1.25 1.42 1.19 1.23
(0.81;1.89) (0.76; 1.83) (0.57; 2.75) (0.67; 3.00) (0.57; 2.48) (0.58; 2.57)
IGFBP-3 (ref.: 10-90%)
<10% 1.87 1.63 1.37 1.06 1.82 1.50
(1.31; 2.64)* (1.13; 2.34)* (0.68; 2.79) (0.48; 2.32) (0.98; 3.40) (0.77; 2.94)
>90% 1.04 1.10 0.80 1.04 1.19 1.45
(0.66; 1.64) (0.71; 1.70) (0.32; 2.01) (0.47; 2.30) (0.56; 2.51) (0.74; 2.85)
Frauen
IGF-I (ref.: 10-90%)
<10% 0.76 0.55 0.83 0.51 N.A. N.A.
(0.40; 1.47) (0.27; 1.15) (0.25; 2.76) (0.12; 2.20)
>90% 0.57 0.79 0.67 1.16 N.A. N.A.
(0.25;1.31) (0.38; 1.63) (0.16; 2.85) (0.34; 3.89)
IGFBP-3 (ref.: 10-90%)
<10% 1.63 1.18 1.67 1.17 N.A. N.A.
(0.96; 2.76)  (0.66; 2.10) (0.63; 4.42) (0.40; 3.41)
>90% 0.63 0.77 0.74 0.33 N.A. N.A.
(0.27;1.45)  (0.37; 1.59) (0.17; 3.16) (0.04; 2.42)

IGF-I = Insulin-like Growth Factor I; IGFBP-3 = IGF-bindendes Protein 3; HR = Hazard Ratio;

Kl =

Konfidenzintervall. *

IGF-I und

IGFBP-3 Konzentrationen wurden alters- und

geschlechtsspezifisch entsprechend der 10. Und 90. Perzentile in drei Kategorien eingeteilt.
T Die Modelle wurden an Taillenumfang und kérperliche Aktivitat angepasst, das Alter wurde
als Zeitachse verwendet. N.A. = nicht analysiert aufgrund geringer Datenmenge.

3.5 Genomweite Assoziationsstudien (GWA)

Basierend auf den Daten des Nichols Advantage Assays wurde bereits eine GWA
Studie durchgefuhrt und eine Meta-Analyse angeschlossen [32]. Fur die vorliegende
Analyse konnten jedoch nur die Probandinnen einbezogen werden, die im Rahmen
der SHIP Studie sowohl mit dem Nichols als auch mit dem IDS Assay gemessen
wurden. Die vier mit IGF-1 und IGFBP-3 Konzentrationen korrespondierenden
Genloci, die bereits in der Meta-Analyse [32] identifiziert werden konnten, sind in
Tabelle S2 und Abbildung 6 dargestellt. Insgesamt konnte festgestellt werden, dass
sowohl in der Nichols- als auch in der IDS-Analyse dieselben Genloci identifiziert

wurden.
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Abbildung 6: Manhatten Plots zur Auspragung der Assoziationen von IGF-I und IGFBP-3
Serumkonzentrationen, gemessen durch Nichols Advantage oder IDS-ISYS.
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4. DISKUSSION

Die vorliegende Studie untersucht die Unterschiede zwischen den Assoziationen von
IGF-1 oder IGFBP-3 und verschiedenen Endpunkten unter Verwendung zweier
Assaysysteme zur Hormonbestimmung. Damit wird nicht nur die Genauigkeit der
einzelnen Messmethoden betrachtet, sondern auch der Einfluss von
unterschiedlichen  Methoden auf das Ergebnis von epidemiologischen
Assoziationsstudien untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Analysen zu subklinischen kardiovaskularen
Endpunkten, wie IMT und LVMI, zu unterschiedlichen Ergebnissen fiuhren, wenn
verschiedene Messmethoden verwendet werden. So beweist der Nichols Advantage
Assay eine signifikante Assoziation zwischen erhéhten IGF-1 bzw. erniedrigten
IGFBP-3 Konzentrationen im Serum der Probandinnen und einem erhéhten Risiko
fur eine hohe IMT, die jedoch vom IDS iSYS Assay nicht bestatigt wird. Ebenso
werden durch den Nichols Advantage Assay signifikante Assoziationen zwischen
niedrigen IGFBP-3 Konzentrationen und einem erhéhten Risiko fur LVH (bei Frauen)
bzw. konzentrischem Remodeling (bei Mannern) hergestellt. Auch diese Ergebnisse
lieBen sich durch den IDS-iISYS Assay nicht bestatigen. Fur die harten Endpunkte
wie Mortalitdét oder die genetische Ausstattung in Form von SNPs bleiben die
Ergebnisse jedoch vergleichbar - unabhangig von den Messmethoden zur
Hormonbestimmung.

Die Erfassung von Daten in epidemiologischen Studien ist hinsichtlich vieler Aspekte
mit Problemen belastet. Der aktuelle Wert eines zu erfassenden Merkmals oder
Biomarkers, wie GrofRe, Gewicht, LVH, IMT oder Hormon-Serumkonzentrationen,
muss sicher bestimmt und in einen einfachen Term umgewandelt werden, welcher
anschlieend fir weitere Analysen genutzt werden kann. Dieser simple Term muss
dabei komplexe biologische GréRen widerspiegeln. Fir die Ubertragung von
biologischen GrdlRen von der Praxis in die Theorie, was den ersten und wichtigen
Schritt in epidemiologischer Forschung darstellt, werden Instrumente zur
Datenerhebung bendtigt. In den letzten Jahrzehnten haben sich ebendiese
Instrumente von einfachen Werkzeugen zu komplizierten Prozessen entwickelt.
Trotzdem sind damals wie heute ,Messvorgange’ an sich sehr vulnerabel. Ein
praktisches Beispiel hierfur ist die Erhebung des BMI. Es gibt zwei Methoden: 1.) die
Befragung der Patientin oder des Patienten und 2.) die Messung mit Waage und
MalRband. Naturlicherweise werden beide Methoden oft zu unterschiedlichen
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Ergebnissen fuhren, da keine 100%ige Reproduzierbarkeit herrscht. Dieses einfache
Beispiel zeigt sehr anschaulich, wie Messunterschiede zustande kommen kdnnen.
Zahlreiche Studien haben sich bisher mit dieser Problematik beschaftigt. So wurde
zum Beispiel anhand der IMT [42] und LVM [43], welche auch in meiner Studie
erhoben wurden, gezeigt, wie die Ergebnisse abhangig von der angewendeten
Methode variieren. Die IMT wurde dabei einerseits mit einer halbautomatischen als
auch einer manuellen Ultraschalluntersuchung erhoben. Die mittels der
seminautomatischen Methode gemessenen Werte waren im Mittelwert signifikant
niedriger als die der manuellen Messung [42]. Auch zur Erhebung der LVM gibt es
zahlreiche Methoden. In [43] werden 4 verschiedene Methoden der 2D-
Echokardiographie und das kardiale MRT zur Erhebung der LVM miteinander
verglichen. Auch hier ergaben sich signifikante Unterschiede in den Mittelwerten [43].
Grundlegend ist dieses Problem bereits von Woodwards [44] beschrieben. So misse
die Epidemiologin und der Epidemiologe laut Woodwards abwagen zwischen
Genauigkeit, Kosten und Intrusion der Probandinnen. Falschberichte, variierende
Parameter einer Patientin Gber die Zeit und verschiedene Beobachterlnnen oder
Labore konnten zu widersprichlichen Schlussfolgerungen und damit zur
Unzuverlasslichkeit der Datenerhebung fuhren.

Das Besondere an der vorliegenden Arbeit ist, dass die oben genannten
Fehlerquellen entfallen. Die relevanten Parameter und Endpunkte wurden fir alle
Analysen nur einmal zu einem definierten Zeitpunkt mit den gleichen Methoden
erhoben. Insbesondere die Hormonkonzentrationen wurden an den gleichen
Blutproben, allerdings mit verschiedenen Assays gemessen. Daher ist es
wahrscheinlich, dass die widersprichlichen Ergebnisse der Untersuchungen alleinig
auf die Verwendung der unterschiedlichen Assaysysteme zurtickzufiihren ist.

Als Ursache fir die Diskordanz in unserer Studie kommen verschiedene Punkte in
Betracht: Ein mdogliches Problem stellt die Verwendung von Proben mit
unterschiedlichen Frostperioden dar. Weiterhin konnte eine unterschiedliche
Lagerung der Proben fur Messungenauigkeiten verantwortlich sein. Die untersuchten
Proben dieser Studie wurden entweder bei -80°C fir bis zu 7 Jahre (Nichols
Advantage Assay) oder bis zu 13 Jahre (IDS-ISYS) gelagert. Eine vorangegangene
Studie [45] konnte allerdings zeigen, dass mittels eines immunoradiometrischen
Assay (IRMA) gemessene IGF-I Werte stabil blieben, wenn die Blutproben fur

mehrere Jahre bei -80°C gelagert wurden. Weithin ist akzeptiert, dass préa-
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analytische Umstande, wie Lagerungszeit, Frost- und Tauperioden, nur einen
minimalen und damit zu vernachlassigenden Effekt auf die Messergebnisse der IGF-I
Serumkonzentrationen haben [29]. Somit scheinen pra-analytisches Aspekte in
diesem Fall, nicht die ausschlaggebenden Ursachen flr die diskrepanten Ergebnisse
zu sein.
Der Nichols Advantage Assay wurde durch den Hersteller vom Markt genommen,
bevor der IDS-iISYS Assay entwickelt wurde. Dadurch war es mir nicht mdglich,
genauere Untersuchungen, besonders bezlglich der Kalibirierung, anzustellen und
diesbeziglich  einen direkten Vergleich anzustellen. Die Verwendung
unterschiedlicher Standards bzw. Antikorper als moégliche Ursache lasst sich daher
nicht ausschlief3en.

Somit ist letztendlich keine direkte Ursache fur die bemerkenswerten Diskrepanzen

zwischen den Ergebnissen dieser Studie zu finden.

Ein weiterer oft diskutierter Punkt, welcher mogliche Schwachstellen von Studien

betrifft, ist die geringe Probandinnenzahl. Hier liegt eine der grof3en Starken der

vorliegenden Studie: sie ist die einzige Untersuchung von mehr als 4000

Probandinnen mit zwei unterschiedlichen IGF-I Messmethoden, um den Einfluss der

Methodik auf die Ergebnisse der Studien aufzuzeigen.

Ungenauigkeiten in labortechnischen Messungen stellen wichtige Fehlerquellen in

der Versorgung der Patientinnen dar. Laut Miller et al. [46] verursachen sie Klinische,

finanzielle, technische und verwaltungstechnische fehlerhafte Entscheidungen,
welche die Qualitat der Patientinnenversorgung gefahrden und im Gegenzug die

Kosten des Gesundheitssystems steigern. In Bezug auf die enorme Wichtigkeit von

akkuraten labortechnischen Methoden sollte die internationale Gesellschaft der

epidemiologischen Forschung bestehende Bestrebungen zur Verbesserung der

Vergleichbarkeit von Labordiagnostik bestarken und neue Ansatze diesbeziglich

fordern. Wichtige Ziele dabei sollten sein:

1.) Die allumfassende Harmonisierung von labortechnischen Messungen (siehe [46] )
sowie die Etablierung von Standards, wie den Keswick-Kriterien, um den
Vergleich verschiedener Studien zum selben Thema zu erleichtern [29]. Die
Keswick-Kriterien beziehen sich auf die Empfehlungen, die bei einem
internationalen Workshop zur IGF-/GH Assaystandardisierung und —evaluation
entstanden. Teilnehmerinnen dieses Workshops waren die Growth Hormon

Research Society, IGF-Society und die IFCC (International Federation for Clinical
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Chemistry and Laboratory Medicine). Die Empfehlungen dienen zum einen einer
Standardisierung und einer besseren Vergleichbarkeit der Assays, andererseits
analysieren sie aber auch Einflussfaktoren auf technische Ablaufe und
Interpretationsvariablen, sowie Methoden zur Validierung und
Normwerterhebung. Als wichtige aktuelle (Veroffentlichung 2010) Probleme
werden zum Beispiel die Verwendung von unterschiedlichen Materialien zur
Kalibrierung der Assays genannt. Diesem Problem soll mit der Verwendung
eines universellen Standards, in dem Fall von IGF-I ausschlie3lich dem WHO IS
02/254, welcher den alten WHO Standard im Jahr 2009 wegen Ungenauigkeit
abloste, begegnet werden. AulRerdem sollen Umrechnungsfaktoren vermieden
und reprasentative Normdaten erhoben werden. Da praanalytische
Einflussfaktoren entscheidend sind, sollen diese nach Protokollen fir
beispielsweise Probengewinnung- und Lagerung, sowie zur Vermeidung von
IGFBP-3 Intereferenz standardisiert werden. Da es sich bei den Hormonen GH
und IGF und heterogene Analyte handelt, missen die zu untersuchenden
chemischen Formen und relevanten Epitope genau spezifiziert und verglichen
werden, da es sonst zu differierender Antikérperbindung bei unterschiedlichen
biochemischen Formen kommen kann. Es liegen aufRerdem weitere
Anweisungen zum internen und externen Qualititsmanagement vor.
Letztendlich stellt auch die Dokumentation und Interpretation der
Assayergebnisse einer Herausforderung dar. Daher empfiehlt die Konferenz die
Verwendung von einheitlichen Einheiten sowie die Interpretation der
Hormonwerte abhangig von individuellen EinflussgrifRen wie Alter, Tanner-
Stadien, Schwangerschaft oder extreme BMI-Werte sowie relevante
Gesundheitszustande (Diabetes mellitus |, chronisches Nierenversagen,
Lebererkrankungen sowie Stérungen der GH-IGF-Achse) [24].

Wieringa et al. [47] evaluieren in ihrer Arbeit die bisherigen Bestrebungen und die
notwendigen né&chsten Schritte bezogen auf die Standardisierung und
Harmonisierung der Messungen des Wachstumshormons GH. Zunéchst stellt der
Autor eine grof3e methodenabhangige Messwertvariabilitéat bei der Bestimmung
von GH fest, dhnlich wie sie auch bei IGF-I zu beobachten ist. Seine Analysen
beziehen sich jedoch nur auf das GH. Bereits 2006 empfahl laut Wieringa die
.international Growth Hormone Collaborative“ die Verwendung des Standards

IS98/574, sowie eine Vereinheitlichung der Mal3einheiten, um die
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Vergleichbarkeit unterschiedlicher GH-Messungen zu verbessern. Dieser
Vorschlag fand unter den drei grol3ten Fachzeitschriften zuspruch. 2011
entstanden dann die oben ausgefuhrten Keswick-Kriterien im ,Consensus
Statement of Standardization and Evaluation of Growth Hormon and Insuline-like
Growth Factor Assays” (Clemmons et al. [29]). Im Nachgang analysierten
Wieringa et al. [47] die Auswirkungen dieser Bestrebungen auf die Qualitat der
GH-Messungen. Wahrend laut UK NEQAS 2005 nur 10% der befragten
Hersteller den 1S98/574 verwendeten und 54% die Werte in empfohlenen
Mal3einheiten angaben, waren es 2011 fast 100% bzw 98%. Auch die Variabilitat
zwischen den Methoden verringerte sich in diesem Zeitraum laut
unterschiedlichen Studien maf3geblich. Trotz der Erfolge in der Harmonisierung
der GH-Messungen fordern auch Wieringa et al. [47] weiterhin eine konsequente
Durchsetzung der aktuellen Standards sowie weitere Schritte zur Harmonisierung
und Standardisierung der Kalibrierung, Referenzmaterialien und Referenzproben.
Auch die Erforschung von molekularen Grundlagen beztglich Antikérperaffinitat
und -—aviditat, sowie mdoglicher Inteferenzen durch Bindungsproteine muss
fortgefuhrt werden. Vorgeschlagen wird aul3erdem die Evaluation der
Massenspektronomie als mégliche zukunftsweisende Technik in der Messung
von GH.

2.) Qualitatskontrollen von Serumproben sollten nicht nur bei Konzentrationen in den
Referenzbereichen, sondern im Besonderen auch in den klinisch relevanten
Rand- oder Borderlinebereichen stattfinden. Diese Bereiche dienen letztendlich
der klinischen Diagnostik von ,krank® oder ,nicht—krank® und damit der
Entscheidung Uber die folgende Therapie, weshalb hier die grof3te Genauigkeit
gefordert ist.

3.) Der sog. Reference Change Value (RCV), die Referenzwertdnderung, muss bei
der Interpretation von Laborwerten beachtet werden. Der RCV beschreibt die
Veranderung eines bestimmten Zielwertes einer Patientin oder eines Patienten
von Probe zu Probe und drickt damit die biologische Variation aus. Nach Frystyk
et al. [48] besteht fir IGF-I eine erhebliche intraindividuelle Variabilitat in
Serumwerten. Kurz- und Langzeitfluktuationen von Hormonwerten sind damit
eine groR3e Herausforderung fir die Interpretation wiederholter Messungen von
Laborwerten.

Im weiteren Sinne ziehe ich aus der Studie die Schlussfolgerung, dass ,stabile’
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Endpunkte, wie in unserem Fall Mortalitit oder genetische Assoziationen,
weniger anfallig fur innere und &auf3ere Einflisse sind und damit ein Vergleich
verschiedener Studien fur diese Endpunkte leichter mdglich ist. Hier kdnnen
Messunsicherheiten durch die klare Definition der Endpunkte minimiert werden,
wahrend beispielsweise fur IMT oder LVH als ,weiche' Parameter einen hohen
Grad an Variabilitat und damit Messunsicherheit aufweisen. Allein durch diese
Messunsicherheiten konnen trotz aller Bemihungen in der Qualitatssicherung,
wie hier gezeigt, unterschiedliche und teilweise sogar gegensatzliche Ergebnisse
entstehen.

Schlussendlich sollten als 4.) Punkt die Ergebnisse von Einzelstudien in Folgestudien
und Meta-Analysen repliziert werden. Durch die grof3ere Probandinnenanzahl
kann so die Reliabilitat erhéht und systematische Fehler eines einzelnen
Studienzentrums ausgeschlossen werden. AufRerdem werden durch die leicht
abweichenden Studiendesigns analytische Fehler vernachlassigbar, wenn die

Ergebnisse dennoch repliziert werden kénnen.

Wie schon in der Einleitung gezeigt wurde, weisen nicht nur Labor- sondern auch
simple Messmethoden eine erhebliche Storanfalligkeit auf. Da insbesondere
subklinische Parameter stark variieren konnen, ist hier eine sicher zuverlassige
Interpretation oft nahezu unmdglich. Dadurch wird die Bedeutung der Metaanalysen
fur ein richtiges Verstandnis von epidemiologischen Zusammenhangen nochmals
betont. Dariber hinaus muss darauf aufmerksam gemacht werden, dass
epidemiologische Studien lediglich Assoziationen beschreiben und Hypothesen
aufstellen kénnen. Nicht dargelegt werden hingegen kausale Zusammenhange,
welche in klinischen Interventionsstudien bewiesen werden mussen.

In den letzen zwei Jahrzehnten gewann die sogenannte evidenzbasierte Medizin an
Bedeutung. Bereits 1997 beschrieb Jenicek [49] den Paradigmenwechsel von einem
deterministischen zu einem probabilistischen Ansatz in der Medizin. Die
Epidemiologie l6ste damit Erfahrung und rein pathophysiologische Erklarungen als
Grundlage der Evidenz ab und sollte so die Lehre und Praxis in der Medizin
revolutionieren. Es entwickelte sich schnell ein komplexes System, das Ergebnisse
aus klinischen Studien sammelte und zusammenfasste, Standards zur Methodik und
der Verfassung von Publikationen in der Forschung setzte und eine Infrastruktur

bildete, auf welcher Guidelines in den klinischen Alltag und die Lehre implementiert
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werden konnten. In jingeren Veroffentlichungen wird jedoch zunehmend Kritik an der
.Evidence based Medicine” laut [50]. Dabei wird unter anderem infrage gestellt, ob
die Ergebnisse aus klinischen Studien tatsachlich als eine brauchbare Grundlage fur
Entscheidungen Uber echte Patientinnen im praktischen Alltag dienen kénnen. Eine
minimale statistische Signifikanz entspreche laut Greenhalgh et al. [50] oft nicht der
klinischen Signifikanz, insbesondere bei Patientinnen die von Multimorbiditat oder
Polypharmazie betroffen sind. Des Weiteren mache ein zu grof3es Volumen an
Guidelines, Empfehlungen und Publikationen es der Arztin oder dem Arzt in der
aktuellen Situation schwer, eine folgerichtige evidenzbasierte Entscheidung zu
treffen. Deswegen fordert beispielsweise Greenhalgh eine Besinnung zurtick zur
individuellen, mit der Patientin oder dem Patienten gemeinsam evaluierten
medizinischen Entscheidungsfindung.

Dazu kommt, wie in dieser Studie erldutert wurde, das Problem, die wahre
Aussagekraft der epidemiologischen Studien einschéatzen zu kénnen. Die gezeigten
Unsicherheiten vor allem bei subklinischen Endpunkten erfordern eine besondere
Sorgfalt in der Interpretation und klinischen Anwendung von Studienergebnissen.
Letztendlich ist festzustellen, dass medizinische Entscheidungen in jeder Situation
eine grol3e Sorgfalt erfordern, welche Methodik ebendieser auch immer zugrunde
liegt.

Dies stellt eine gro3e Herausforderung flr den oder die praktische arbeitende Arzt
bzw Arztin dar. Besonders in der Aus- und Fortbildung der Arztinnen und Arzte sollte
daher auf einen sorgfaltigen, aber auch konsequenten Umgang mit
epidemiologischen Daten und darauf basierenden Guidelines Wert gelegt werden
[51]. So fordern auch Wieringa et al. [47] eine fortwdhrende Reevaluation
bestehender Guidelines und Konsensempfehlungen sowie die Schaffung eines

Bewusstseins in Klinik, Wissenschaft und Industrie fur die Problematik.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Messwertvariationen bei labortechnischen Messungen stellen fur die klinische
Praxis und die epidemiologische Forschung eine groRe Herausforderung dar.
Unterschiedliche analytische Methoden kdnnten zu differierenden Messergebnissen
fuhren. In dieser Studie wurde der Einfluss von zwei verschiedenen IGF-l1 und
IGFBP-3 Assays auf bereits veroffentlichte epidemiologische Studien untersucht.
Dabei wurden die Studienergebnisse, die auf dem bisherigen ,Goldstandard“ der
IGF-1 Messung, dem Nichols Advantage Assay beruhten, mit denen des IDS iSYS
Assay verglichen. Zweitgenannter entspricht dabei den sogenannten Keswick-
Kriterien. Bereits veroffentlichte Studien wurden im Rahmen der Study of Health in
Pomerania (SHIP) somit erneut auf Assoziationen zwischen IGF-I oder IGFBP-3 und
Anthropometrie, subklinischen kardiovaskularen Erkrankungen sowie Mortalitat und
SNPs der genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dass zwischen den Ergbenissen der beiden Assays bezlglich der
Assoziation von IGF-I mit subklinischen Endpunkten, wie IMT und LVMI, signifikante
Unterschiede bestehen. Weiterhin zeigten die Analysen beider Assays hinsichtlich
der Endpunkte Mortalitdt und SNPs identische Assoziationen. Mit dieser Studie soll
nicht nur die Messungenauigkeit epidemiologischer Studien an sich, sondern
insbesondere auch der Einfluss unterschiedlicher Messmethoden auf ein
Studienergbenis aufgezeigt werden. Die Entwicklung von Laborstandards wie den
Keswick-Kriterien sollte geférdert werden, um einen zuverldassigen Vergleich
unterschiedlicher Messmethoden wund damit verschiedener klinischer und
epidemiologischer Studien zu gewahrleisten. Einzelstudien sollten sorgfaltig
analysiert und interpretiert werden. Um die Reliabilitat von Studien zu verbessern,
eignen sich Metaanalysen. Letztlich sind nur interventionelle Studien dazu geeignet,
die aufgestellten Hypothesen auch kausal zu begriinden.
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Background: The variation in laboratory measurements represents a challenge in clinical practice
and epidemiological research. The use of different analytical platforms might have led to different
results, which were often discussed in the interpretation of conflicting results. We aim to study the
impact of two differentIGF-land IGF binding protein 3 assays on published epidemiological studies.

Methods: We compared epidemiological results based on the previous gold standard Nichols
Advantage, which is no longer available, with these based on the IDS-iSYS assay. The latter follows
the recently proposed Keswick criteria. We reinvestigated published association studies between
IGF-I or IGF binding protein 3 and anthropometry, subclinical cardiovascular diseases including
intima-media thickness or left ventricular mass index, and hard end points like mortality and
single-nucleotide polymorphisms of our genome-wide association study in the Study of Health in

Pomerania.

Results: We demonstrated that there are significant differences in the associations of IGF-I mea-
sured by the Nichols or IDS-iSYS assay and subclinical outcomes including intima-media thickness
and left ventricular mass index. However, concerning hard outcomes like mortality or single-
nucleotide polymorphisms, our analyses revealed similar results with comparable regression

estimates.

Conclusion: With our study we queried not only the accuracy of measurement but also the effect
of different methods on study results. The establishment of laboratory standards like the Keswick
criteriashould be enforced to allow reliable comparisons of different methods and thus clinical and
epidemiological studies. Single-center studies have to be interpreted carefully. Moreover, to assure
the reliability of studies, their results should be replicated in a meta-analysis, and a generated
hypothesis by epidemiology should be proven by intervention studies. (J Clin Endocrinol Metab 99:

2804-2812, 2014)

GF-I mediates most of the GH activity in the human
body. The GH/IGF system consists of two ligands
(IGF-Iand IGF-II), six IGF-binding proteins (IGFBP; 1-6)
and three IGF receptor subtypes (IGF-I receptor, IGF-II
receptor, and insulin receptor) (1, 2). Although the major
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source of IGF-1 is the liver, gene expression is also found
in different tissues, eg, in cardiac myocytes, lung cells,
neurons, and pancreatic cells, which indicates both endo-
crine and paracrine effects (3). IGF-I stimulates cell pro-
liferation and replication as well as has insulin-like activ-

* C.M. and H.W. contributed equally to this work.

Abbreviations: BMI, body mass index; Cl, confidence interval; CVD, cardiovascular disease;
GWA, genome-wide association; IGFBP, IGF binding protein; IMT, intima-media thickness;
LV, left ventricular; LVDD, LV end diastolic; LVH, left ventricular hypertrophy; LVMI, LV mass
index; QC, quality control; SHIP, Study of Health in Pomerania; SNP, single-nucleotide
polymorphism; WHR, waist to hip ratio; WHtR, waist to height ratio
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ity. Additionally, IGF-I exhibits effects on bone growth
and density (4), brain growth (5), and cognition and is
involved in the development of neoplasia and cancer (6).
Whereas GH secretion is pulsatile, I[GF-Ilevels in the blood
are stable and allow reliable information about the GH/
IGF axis (7). Therefore, IGF-I is the main diagnostic tool
to monitor acromegaly and GH deficiency.

In epidemiological studies, IGF-I was associated with
general cardiovascular risk factors like obesity (8, 9) as
well as ischemic heart disease (10) and congestive heart
failure (11). Furthermore, IGF-I may play a role in cancer
as several studies indicate a correlation between IGF-I val-
ues and the prevalence of cancer (12-14). With respect to
mortality (15), large studies showed negative as well as
positive associations, whereas a recent meta-analysis by
Burger et al (15) proposed a U-shaped relationship be-
tween IGF-I levels and mortality. Those discrepancies be-
tween the single-center studies and the latter meta-analysis
might be caused by differences in the study design, the use
of diverse study populations and different confounders.
Furthermore, an accurate measurement of IGF-I levels is
still a challenge, which may also partly explain the con-
flicting results obtained in these studies (15).

During the past decades, several studies regarding the
comparison of different IGF-I immunoassays (16-18) re-
ported conflicting results in laboratory circumstances and
in clinical practice. Krebs et al (17) showed imprecision
between five commercially used IGF-I assays and illus-
rrated the need of conversion factor to compare the results
of several assays. A further study among adults with ac-
romegaly or GH deficiency confirmed these findings by
revealing significant differences between four IGF-T assays
(16). The accuracy could be improved by standardization
with respect to reference data obrained either from the
manufacturers or from control material. The same prob-
lem was identified and stated in a Keswick consensus con-
ference. Experts established criteria for the standardiza-
ton and evaluation of GH and IGF-I assays in an
international workshop. These Keswick criteria contain
recommendations for rechnical details of assay perfor-
mance, validation of assays, and design of the study pop-
ulation to achieve reliable and clinically useful results (19).
Whereas the previous gold standard Nichols Advantage
(Nichols Institute Diagnostica GmbH), which is no longer
in current use, and further assays did not follow these
criteria, the IDS-iSYS assay (Immunodiagnostic Systems)
meets the proposed quality criteria. Particularly in epide-
miological research, these variations in laboratory mea-
surements represent a major challenge.

The use of different analytical platforms might explain
different results, which were often discussed in the inter-
pretation of conflicting data. A direct comparison of ep-
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idemiological results among the same study population
based on different analytical platforms is currently miss-
ing. Here we made use of a broad range of association
studies from our group regarding the relationships of
IGF-I or IGFBP-3 levels with anthropometry (8, 9), inti-
ma-media thickness (IMT) (20), left ventricular (V) mass
index (LVMI) (21), single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) from a genome-wide association (GWA) study
(22), and mortality (23). In particular, we compared ep-
idemiological analyses and conclusions drawn from the
same study population when measuring IGF-I and
IGFBP-3 with two different immunoassays: 1) Nichols
Advantage and 2) IDS-i1SYS. This allows us to discuss the
reliability and informative value of epidemiological stud-
ies based on modern technology. Due to the fact that the
Nichols assay is no longer available, the current findings
represent a historical result comparison.

Materials and Methods

Study population

The Study of Health in Pomerania (SHIP) is a longitudinal,
population-based cohort study in West Pomerania, a region in
the northeast of Germany (24, 25). The total population ot West
Pomerania selected for SHIP comprised 212 157 inhabitants. A
two-stage cluster sampling method adopted from the World
Health Organization Monitoring Trends and Determinants in
Cardiovascular Disease Project (Augsburg, Germany) yielded 12
5-year age strata (20-79 y) for both genders, each including 292
individuals (25). The sampling was performed from population
registries, in which all German citizens are registered. Data col-
lection started in October 1997 and was finished in March 2001.
The net sample (after exclusion of migrated or deceased persons)
comprised 6267 eligible subjects. Finally, 2116 men and 2192
women (response proportion 69%) participated. All partici-
pants gave written informed consent. The study conformed to
the principles of the Declaration of Helsinki as reflected by an a
priort approval of the Ethics Committee of the University of
Greifswald.

Due to different exclusion criteria, the present analyses based
on different study populationsillustrated in Supplemental Figure
1. Derailed information about the selection of the study popu-
lations are given elsewhere (9, 20, 21, 23).

Measurements

Information on age, sex, sociodemographic characteristics,
lifestyle parameters, and medical histories were assessed by com-
puter-aided personal interviews. Waist circumference was mea-
sured to the nearest (.1 cm using an inelastic tape, midway be-
tween the lower rib margin and the iliac crest in the horizontal
plane, with the subject standing comfortably with weight dis-
tributed evenly on both feet. Moreover, hip circumference and
weight as well as height was measured and the body mass index
(BMI), waist to hip ratio (WHR), and waist to height ratio
(WHtR) were calculated.

Two-dimensional and M-mode echocardiography was per-
formed by certified physicians using a Vingmed CFM 800A sys-
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tem (GE Medical Systems). The M-mode images of the LV were
recorded at the papillary level. Left ventricular dimensions [in-
terventricular septum thickness, LV posterior wall thickness,
and LV end diastolic (LVDD) and systolic diameter| were mea-
sured using rthe leading edge convention. The LVMI was calcu-
lated according to the following equation: LVMI = 0.80 [1.04
([LVDD + interventricular septum thickness + LV posterior
wall thickness|* — LVDD?)| + 0.60/height™” (26, 27). The left
ventricular hypertrophy (LVH) was defined as a LVMI of greater
than 48 g/m*” in men and greater than 44 g/m*” in women (28).
Concentric hypertrophy was defined as LVH and relative wall
thickness greater than 0.42 (29, 30).

The ultrasound protocol has been previously described (31).
In brief, certified medical assistants examined the extracranial
carotid arteries bilaterally with B-mode ultrasound using a
5-MHz linear array transducer and a high-resolution instrument
(Diasonics VST Gateway). For the measurement of carotid IMT,
scans through the axis of the distal straight portion (1 ¢cm in
length) of both common carotid arteries were digitized and re-
corded. Certified readers calculated the mean far wall IMT by
averaging 10 consecutive measurement points (in 1 mm steps)
from both sides. The IMT was defined as the distance between
the characteristic echoes from the lumen-intima and media-ad-
ventitia interfaces.

Follow-up of vital status

Information on vital status was acquired at annual intervals
from the time of enrolment through March 8, 2008. Subjects
were censored at either death or failure to follow-up. The number
of months between baseline examination and censoring was used
as follow-up length. Death certificates were requested from the
local health authority of the residence of death and were coded
by a certified nosologist according to the International Classifi-
cation of Diseases, 10th revision. Cardiovascular disease (CVD)
included codes 110 t0 179 and cancer included codes C00 to C97.

Genotyping

The SHIP samples were genotyped using the Affymetrix Hu-
man SNP Array 6.0. Hybridization of genomic DNA was done
in accordance with the manufacrurer’s standard recommenda-
tions. The genetic data analysis workflow was created using the
Software InforSense. Genetic data were stored using the database
Caché (InterSystems). Genotvpes were determined using the
Birdseed2 clustering algorithm. For quality control (QC) pur-
poses, several control samples were added. On the chip level,
only subjects with a genotyping rate on QC probe sets (QC call
rate) of at least 86% were included. All remaining arrays had a
sample call rate greater than 92%. The overall genotyping efficiency
of the GWA was 98.55%. Imputation of genotypes in SHIP was
performed with the software IMPUTE version 0.5.0 based on Hap-
Map II. GWA tests were performed using QUICKTEST version
0.95 (htep://toby.freeshell.org/sofrware/quicktest.shtml). Uncer-
tainties for imputed genotypes were taken into account for as-
sociation testing.

Assays

Nonfasting blood samples were drawn from the cubital vein
in the supine position. The samples were analyzed immediartely
or stored at —80°C for IGF-I and IGFBP-3 analyses. In addition,
internal quality controls were performed at least daily. Serum
IGF-I1 and IGFBP-3 concentrations were determined by auto-

J Clin Endocrinol Metab, August 2014, 99(8):2804-2812

mated two-site chemiluminescence immunoassays (Nichols Ad-
vantage; Nichols Institute Diagnostica GmbH) and automated
two-site chemiluminescent immunoassays on the IDS-15YS (Im-
munodiagnostic Svstems).

The Nichols Advantage assays are automated two-site chemi-
luminescence immunoassays (Nichols Advantage; Nichols Insti-
tute Diagnostica GmbH). In both assays, in the first-step biotin-
labeled monoclonal antibodies were used as capture, and in the
second step, the acridinium-ester-labeled monoclonal antibodies
were used for detection. To determine the IGF-I concentration,
the samples were acidified to separate IGF-1 from IGF-binding
proteins. The analytical sensitivity was 6 ng/mL. The IGF-I assay
has been calibrated against the World Health Organization In-
ternational Reference Reagent 1988, IGF-1 87/518. The analyt-
ical sensitivity of the IGFBP-3 assay was 20 ng/mL. The assay
reference standard was analvtically prepared with glycosylated
recombinant human IGFBP-3. Only one lot of reagents was used
for all IGFBP-3 measurements. For the measurements, the coef-
ficient of variance was 5.4% for high levels and 5.6% for low
levels for the IGF-T assay and 4.8% for high levels and 6.8% for
low levels for the IGFBP-3 assay.

The IDS-1SYS assays are automated sandwich-type chemilu-
minescent immunoassays (Immunodiagnostic Systems). Two
monoclonal antibodies raised against recombinant IGF-1 were
selected based on high specificity and affinity: one antibody di-
rected against the N-terminal fragment is biotinylated, whereas
a second anti-IGF-I-antibody is coupled to an acrydinium ester
derivate. According to the manufacturer, the limit of blank, limit
of detection, and limit of quantitation were 1.9 ng/mL, 4.4 ng/
mL, and 8.8 ng/mL for the IGF-I assay as well as 30 ng/mL, 50
ng/mL, and 80 ng/mL for the IGFBP-3 assay, respectively. The
IGF-1 assay cross-reactivity with IGF-II is less than 0.01%. The
IGFBP-3 assay cross-reactivity with IGFBP-1, -2, -4, -5, or -6 is
less than 0.1%. Precision of the assays were evaluated in accor-
dance with a modified protocol based on Clinical and Labora-
tory Standards Institute EP-5A2, Evaluation of Precision Perfor-
mance of Quantitative Measurement Methods. Five serum
controls were assayed using three lots of reagents in duplicate
twice per day for 20 days on one instrument. For the measure-
ments, the coefticient of variance varied between 6.0% (high
levels) and 9.8% (low levels) for the IGF-1 assay and between
7.9% (high levels) and 15.5% (low levels) for the IGFBP-3 assay.
The assay is calibrated against the new recombinant interna-
tional standard 02/254. In every 10-year age group, IGF-T and
IGFBP-3 levels were categorized into three groups (low, normal,
high) according to the sex-specific 10th and 90th percentile. All
assays were performed according to the manufacturers’ recom-
mendations by skilled technical personnel. Normative data for
the IGF-I and IGFBP-3 IDS-iSYS assays are currently published
(32, 33).

The assays were performed during two time periods: Nichols
Advantage, October 2005 through January 2006; IDS-SYS
March 2011 through May 2011.

Statistical analysis

Analyses of associations were performed and detailed de-
scribed in the previous Nichols Advantage analyses (9, 20-23).
The following statistical methods were used: ANOVA (IMT,
LVMI), linear regression (anthropometry: the highest degree d of
the considered anthropometric parameters in the regression
model was determined for women and men separately), logistic
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men and women. In men the inverse
; linear associations between BMI or
/ waist circumference and IGF-I were

/ found based on the Nichols Advan-
/ tage measurements, whereas the
WHR and WHtR showed a qua-
dratic correlation to IGF-1. These re-
sults were confirmed using IGF-T lev-
els measured by the IDS-iSYS assay
(Figure 2 and Supplemental Table 1).
In contrast, the use of the Nichols
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Advantage assay did nort reveal any
significant association between the
anthropometric parameters and IGF-I
levels in women, even if the trends to-

0
10-90th >90th <10th

<10th

(n = 400) (n = 3258) (n = 401) (n = 404)

Nichols IGF-l categories

Figure 1. Comparison of the IGF-I (left side) and IGFBP-3 (right side) levels measured by Nichols
Advantage and IDS-iSYS assays. Passing-Bablok regression plots are displayed in the top: the
thick solid red line represents the regression line, and the dashed red lines represents the 85% Cl
for the fit. Comparison of groups defined by the age- and sex-specific 10th and 90th percentiles
based on measurements by the Nichols and IDS-ISYS assays are displayed at the bottom.

regression (IMT, LVH), Cox regression (mortality), and additive
models (GWA). For the assay comparison, the nonparametric
Passing-Bablok regression was performed. All statistical analy-
ses were performed with SAS version 9.2 (SAS Institute Inc).

Results

Methods comparison

Based on data from more than 4000 participants, the
Nichols Advantage IGF-I and IGFBP-3 assays were com-
pared with the new IDS-iSYS assays. The results from both
assays are correlated [IGF-1: .91 (95% confidence inter-
val [CI| 0.90-0.91); IGFBP-3: 8 2.14 (95% CI 2-10-2-
18)]; however, IGFBP-3 levels measured by the Nichols
Advantage assay were on average 75.6% lower than those
of the IDS-iSYS assay (Figure 1). Comparing the belonging
to the defined groups (low, normal, high), we observed
that approximately 11% of subjects changes the IGF-I
group and 17% the IGFBP-3 group (Figure 1).

Anthropometric markers

The relationship between anthropometric markers in-
cluding BMI, waist circumference, hip circumference,
WHR, or WHtR and IGF-I levels was tested separately in

10-90th
(n = 3308)

Nichols IGFBP-3 categories

ward negative relationships between
BMI, WHR, or WHtR and IGF-I lev-
els were seen. However, the IDS-iSYS
assay IGF-I levels showed significant
negative associations, with all five
considered anthropometric markers

>90th among womer.

(n = 404)
Subclinical cardiovascular
outcomes

With respect to the association of
IGF-I or IGFBP-3 with IMT, analy-
ses based on the Nichols Advantage
or IDS-iISYS hormone data again
lead to conflicting results. Whereas regression models
based on Nichols Advantage data disclosed higher odds of
an increased IMT among subjects with high IGF-T or low
IGFBP-3 levels, IDS-iSYS data did not show any signifi-
cant relationship between hormone levels and IMT (Table
1 and Supplemental Figure 2).

Furthermore, previous analyses regarding the LVMI or
LVH showed no significant associations between IGF-I
levels and LVH, concentric remodeling or LVMI in both
men and women when measured by the Nichols Advan-
rage assay. These findings were affirmed by the present
analyses using the IDS-iSYS assay results (Table 2 and
Supplemental Figure 3). With respect to IGFBP-3, differ-
ent results emerged for men and women. Whereas using
the Nichols Advantage assay, low IGFBP-3 levels were
related to a 2.4 times higher odds of concentric remodeling
in women and a 1.8 times higher odds of LVH in men, no
such associations were found based on IDS-iSYS hormone
levels (Table 2 and Supplemental Figure 3).

In total the analyses of data from Nichols Advantage
and IDS-ISYS assays lead to contradictory results regard-
ing subclinical cardiovascular outcomes.
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Figure 2. Associations between anthropometric parameters and serum IGF-I levels measured by
the Nichols Advantage (black) or IDS-ISYS (gray) assay in women (broken lines) and men (solid

lines). n.s., nonsignificant.

Mortality

Using data based on the Nichols Advantage assay, men
with low but not high IGF-I or IGFBP-3 levels had a nearly
2-fold higher all-cause CVD or cancer mortality risk com-
pared with men with intermediate levels (Supplemental
Table 2 and Figure 3). No such associations were detected
in women. The analysis with IDS-iSYS data confirmed
these results with similar risk estimates, even if the asso-
ciation between low IGF-I levels and CVD mortality
barely missed statistical significance.

Genome-wide association

Based on the Nichols measurements, a GWA study was
already performed and a meta-analysis published (22).
The present analyses were restricted to participants from

Waist-to-height ratio

The present study investigated the
differences in associations of IGF-I
or IGFBP3 with cardiometabolic risk
factors like anthropometry, subclin-
ical end points including IMT or LVMI, and hard out-
comes including mortality and genetic association of
GWAS in relation to two different assays for IGF-T and
IGFBP-3. With our study we queried not only the accuracy
of measurement but also the effect of different methods on
the results of epidemiological studies. To the best of our
knowledge, this is the first large study incorporating the
recommendation of the recent Keswick consensus work-
shop for IGF-T and IGFBP3 measurement (19). Our study
design made it possible to exclude all the variables that
change with different serum samples. We demonstrated
that there is a significant disagreement in the association
results of both IGF-I immunoassays concerning subclini-
cal outcomes like IMT and LVMI. Regarding anthropo-

Table 1.

Association of IGF-I, IGFBP-3, and IGF-| to IGFBP-3 Ratio With Increased IMT

OR (95% ClI) for Increased IMT?

Nichols IDS-iSYS
IGF-I (reference: 10th to 90th)
<10th 1.00(0.72; 1.39) 1.05(0.76; 1.46)
=>90th 1.45 (1.06; 1.97)° 1.08 (0.78; 1.49)
IGFBP-3 (reference: 10th to 90th)
<10th 1.62 (1.19; 2.19)° 1.12 (0.81; 1.54)
>90th 1.15(0.84; 1.59) 0.89 (0.64; 1.24)

Abbreviation: OR, odds ratio. Increased IMT was defined as values above the age- and sex-related 75th quartile.
 Logistic regression models were adjusted for age, sex, waist circumference, diabetes, hypertension, and creatinine clearance.

bp < 05
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Table 2. Association of IGF-l and IGFBP-3 With LVH or Concentric Remodeling

OR (95%-Cl) of LVH?

OR (95%-Cl) of Concentric Remodeling?®

Nichols IDS-iSYS Nichols IDS-iSYS
Men
IGF-I (reference: 10th to 90th)
<10th 1.19(0.72; 1.96) 0.99 (0.60; 1.62) 0.46 (0.16; 1.35) 0.64 (0.25; 1.59)
>90th 0.95 (0.58; 1.56) 1.35(0.82; 2.22) 1.91(0.96; 3.81) 1.42 (0.66; 3.05)
IGFBP-3 (reference: 10th to 90th)
<10th 0.82 (0.50; 1.36) 1.05(0.63; 1.73) 2.38(1.19; 4.78)° 0.93(0.36; 1.91)
>90th 1.53(0.92; 2.55) 0.80(0.49; 1.32) 1.04 (0.43; 2.56) 0.90(0.41; 2.01)
Women
IGF-I (reference: 10th to 90th)
<10th 1.04 (0.63; 1.71) 1.09 (0.65; 1.81)  1.40(0.65; 3.01) 1.31(0.59; 2.92)
>90th 1.06 (0.65; 1.73) 0.99 (0.61; 1.63) 1.19 (0.55; 2.56) 1.10(0.51; 2.36)
IGFBP-3 (reference: 10th to 90th)
<10th 1.76 (1.04;2.95*  1.17(0.70; 1.96)  1.94(0.89; 4.19) 0.67 (0.27; 1.66)
>90th 1.33(0.81; 2.18) 1.11(0.68; 1.82) 0.94 (0.38; 2.30) 1.05(0.45; 2.42)

For LVH, women had a LVMI greater than 44 g/m?7; men had a LVMI greater than 48 g/m?”.
2 Logistic regression models were adjusted for age, alcohol consumption, waist circumference, hypertension, and diabetes.

bp< 05.

metric parameters, both assays partly leads to different
results. The findings in men were similar for both assays,
whereas the relationship between IGF-I and anthropomet-
ric markers were not significant in the Nichols Advantage
assay but become statistically significant for the IDS-iSYS
measurements in women. Hard outcomes like mortality or
SNPs of GWA studies remained robust and revealed iden-
tical results.

In epidemiology, the collection of data is associated
with several well-known problem. The current value of
certain characteristics or biomarkers like weight, height,
LVH, IMT, or hormone levels needs to be determined and
transformed in a simple term that can be used for further
analysis. For this translation from practice to research, we
need instruments that represent the first and essential step
in epidemiological research. In the last decades, those in-
struments developed from simple measurements to com-
plex processes. Nevertheless, measuring is very vulnerable
both in the past and today. A concrete example is the
measurement of BMI. There are two common methods for
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Figure 3. Association between low serum IGF-I or IGFBP-3 levels
measured by the Nichols Advantage or IDS-iSYS assay and all-cause as
well as cause-specific mortality in men. HR, hazard ratio.

data acquisition: 1) the self-report, which is based on the
information given from the patient about weight and
height, and 2) the technical determination, eg, with scales
and measuring tape. Both methods will naturally lead to
differing values. This illustration can be transferred to ev-
ery measurement in epidemiological studies, and the phe-
nomenon is described for numerous of surveys. More
complex measurements, for example, represent the assess-
ment of the IMT or LVM. Previous studies demonstrated
that IMT (34) or LVM (35) value are varying, depending
from the used method.

In general, this fact is well described by Woodward
(36): “to select a method, the epidemiologist needs to bal-
ance the issues of accuracy, cost, and intrusion or distress
to the subjects.” Misreporting, variations between the pa-
tient over time, between observers, or between laborato-
ries “may lead to biased conclusions” and “may be
deemed to be unreliable.”

However, those sources of error can be excluded in our
study. The data were recorded only once for every patient;
therefore, measuring itself is indeed often imprecise but
cannot be responsible for the contradictory results in our
study. Possible reasons for the discordance between the
IDS-i1SYS and Nichols Advantage assay are manyfold. As
already considered in the first place, the data acquisition
can be a source of inaccuracy. A limitation of the present
study might arise from the fact that the measurement was
performed using samples with different freezing periods.
Furthermore, different storage circumstances could influ-
ence the results. The used sample were stored by —80°C
for either up to seven (Nichols Advantage) or 13 (IDS-
iSYS) years; however, it was proved that blood samples
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Figure 4. Manhattan plots of the strength of association with serum IGF-I (left side) and IGFBP-3 (right side) levels measured by the Nichols

Advantage or IDS-ISYS assay.

stored at —80°C for up to several years still show stable
IGF-I-values measured by an immunoradiometric assay
(37). We cannot exclude that samples in our study were
obtained in heterogeneous preanalytical ways. However,
itis widely accepted that such different preanalytical con-
ditions like storage time, freezing time, or freezing/thaw-
ing cycles have only a minor effect (19). Due to the dis-
continuation of the Nichols assay long before IDS started
to develop the iSYS assay, we could not specifically inves-
tigate the reasons for the remarkable difference between
the results. Moresspecifically, it was not possible to directly
compare the (potentially) different preparations used for
calibration. However, the use of different standards and
antibodies represents a possible explanation for the ob-
served discrepancies. A solution for this problem might be
the use of mass spectrometry in IGF-I and IGFBP-3 mea-
surements. These methods are currently available, how-
ever, due to the high cost scarcely applied in large epide-
miological studies like the present.

A further often-mentioned problem is the small number
of samples, which does not allow enough subjects in every
age range and might lead to imprecise results. In this point
our study has its major strength. Furthermore, this is the
first study, which investigated more than 4000 subjects
with two different IGF-I methods to evaluate the impact of
laboratory measurements on epidemiological results. In
the present study, the impact of storage conditions and

preanalytical handling as well as study design can be ne-
glected because all samples were taken from the same sam-
ple set. This may, however, not be the case in other studies.
Imprecision in clinical laboratory measurement is a
fundamental source of error in patient care. It causes clin-
ical, financial, technical, and finally regulatory erroneous
decisions, which may reduce the quality of patient care and
in return increase health care costs (38). Regarding the
importance of correct laboratory methods, the interna-
tional community for epidemiological research should re-
evaluate and enforce existing intentions for the improve-
ment of the comparability of laboratory diagnostics.
Several important objectives should be considered.
First, the all-embracing continuation of harmonization of
laboratory measurement processes (see reference 38) and
the establishment of standards like the Keswick criteria
should be enforced to allow a reliable comparison of dif-
ferent studies (19). Second, quality controls should be per-
formed not only in sample with analyte concentrations in
the reference range but also particularly in samples with
borderline or clinical relevant concentrations as, espe-
cially in clinical diagnostics, the detection of abnormal and
borderline concentrations needs to be highly reliable be-
cause the interpretation of analyte concentrations is the
basis for diagnostic and medical treatment decisions.
Third, the reference change value should be kept in mind.
The reference change value describes the changes between
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test values obtained on two occasions and correlates with
the biological variation of hormone values. As Frystyk et
al (39) described for IGF-I, there is a considerable intra-
individual variability in hormone levels. Short- and long-
term fluctuations in IGF-I concentrations are a major chal-
lenge for the interpretation of repeated measurements.
Also, with respect to nonlaboratory clinical outcomes or
exposures, the comparability between different studies
might be high for hard end points including mortality or
SNPs in which measurement bias can be minimized,
whereas different measurement techniques for soft param-
eters like IMT or LVH might lead to a high degree of
variability and thus can strongly influence the statistical
analyses and consequently the conclusion drawn from
these. Generally, the difference in the predictive value of
the results could be due to the variability in laboratory
and/or nonlaboratory measurements. However, in the
present study, only IGF-I and IGFBP-3 measurements var-
ied, whereas all end points and confounders remained un-
changed. Therefore, we were able to conclude that the
detected differences based on the variability in the IGF-Tor
IGFBP-3 measurements.

Finally, the results of a single-center study should be
replicated in following studies and meta-analyses. To as-
sure the reliability of a study, a larger sample is needed.
The results may be replicated in studies with marginal
heterogeneous designs to exclude analytical errors. The
impact of different laboratory methods needs to be dis-
abled as far as possible. As shown in the introduction, not
only laboratory but also measuring methods are extremely
susceptible to interferences. In particular, subclinical
markers vary severely, making reliable data interpretation
nearly impossible. This emphasizes again the necessity of
a meta-analysis for a correct comprehension of epidemi-
ological studies. In addition, it must be clear that epide-
miological studies can only describe associations and pro-
pose hypotheses. For causal relations those hypotheses
must be proved by clinical trials and intervention studies.
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