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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine todlich verlaufende neurodegenerative
Erkrankung mit progredientem Untergang der zentralen und peripheren Motorneuronen,
was zu Lahmungen der willkurlichen Skelettmuskulatur bis hin zur respiratorischen
Insuffizienz fuhrt. Mit einer Pravalenz von circa 3 pro 100.000 Einwohnern in Europa zahlt
ALS zu den seltenen Erkrankungen, ist jedoch die haufigste Motorneuronerkrankung bei
Erwachsenen (PUIU und Dan, 2010; Roman, 1996; Wolfson et al., 2023). In der

Pathogenese I6sen genetische und epigenetische Faktoren molekulare
Signalwegstorungen aus, die schliellich zum Untergang der neuromuskularen Einheit
fuhren (Goutman et al., 2022; Rizea et al., 2024). Neue Erkenntnisse zeigen, dass die
Skelettmuskelzelle nicht nur sekundar als Folge der neuralen Untergangs geschadigt
wird, sondern selbst einen eigenstandigen pathogenen Beitrag zum
Krankheitsgeschehen leistet (Manzano et al., 2021; Shefner et al., 2023). Die ALS-
Erkrankung wird aufgrund ihrer heterogenen klinischen Prasentation anhand der Region
der Erstmanifestation in die Phanotypen ,spinal® und ,bulbar® unterteilt (Feldman et al.,
2022). Die Diagnostik basiert auf klinischen Kriterien und Ausschluss von
Differentialdiagnosen unterstutzt durch Elektromyographie, Labor- und
Liquoruntersuchungen sowie bildgebenden Verfahren (Brooks et al., 2000; Petri et al.,
2023b). Mangels kurativer Therapieoptionen zielen multidisziplinare therapeutische
Ansatze primar auf Symptomkontrolle und Lebensqualitatsverbesserung ab (Andersen et
al., 2012; Paipa et al., 2019). Neben wenigen verfugbaren pharmakotherapeutischen
Optionen kdnnen rechtzeitige Interventionen, wie die nicht-invasive Beatmung (NIV) und
die perkutane endoskopische Gastrostomie (PEG) das Uberleben verlangern (Cui et al.,
2018; Andersen et al., 2012; Bourke, 2014; Petri et al., 2023b; Pinto und Carvalho, 2014).
Im Folgenden werden hinfuhrend auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit die
respiratorische Dysfunktion und ihre Diagnostik bei ALS, sowie das kardiale Troponin T

(cTnT) als moglicher Biomarker naher erlautert.



1.1.1 Respiratorische Dysfunktion bei ALS

Das respiratorische System wird im Verlauf der ALS-Erkrankung auf mehreren
funktionellen und anatomischen Ebenen beeintrachtigt (Niedermeyer et al., 2019). Die
progrediente  neuromuskulare  Degeneration der in- und exspiratorischen
Atem(hilfs)muskulatur fuhrt zur extrapulmonalen Restriktion des Atemapparats mit
folgender Hypoventilation und Hyperkapnie (Criée et al., 2015; Sales de Campos et al.,
2023). Die bulbaren Funktionsstérungen aggravieren den abgeschwachten Hustenstol3
und verursachen Schluckstorungen mit Aspirationsgefahr und resultierendem
pulmonalen Infektionsrisiko (Hardiman, 2011; Sales de Campos et al., 2023). Insgesamt
machen die Folgen der respiratorischen Insuffizienz den groten Anteil der
Todesursachen bei ALS aus (Corcia et al., 2008). Bei ALS gehort die wahrend der
vollstandigen In-und Exspiration gemessene Lungenfunktion zum Standard der
respiratorischen Diagnostik (Petri et al., 2023a; Miller et al., 2009). Eine typische
Konstellation der restriktiven Stérung in der Spirometrie ist eine reduzierte (forcierte)
Vitalkapazitat (VC, FVC) bei gleichzeitig normaler bis hochnormaler Tiffenau-Kapazitat.
Die komplexere Bodyplethysmographie vermag auflerdem die totale Lungenkapazitat
(TLC) zu messen, deren Verringerung ein definierendes Charakteristikum einer
Restriktion ist (Criée et al., 2015). Neben der FVC und VC gilt der Peak Expiratory Flow
(PEF) als ein unabhangiger prognostischer Marker der ALS-Erkrankung (Pirola et al.,
2019; Tilanus et al., 2017). Wichtigste Limitierung dieser Messmethoden ist die zur
korrekten Durchfuhrung notwendige Funktionalitat der Gesichts- und Bulbarmuskulatur
(Lechtzin et al., 2018). Die Lungenfunktionsparameter werden auch in den
internationalen Empfehlungen zur Indikation der NIV-Beatmung bei ALS aufgefuhrt (Dorst
und Ludolph, 2019). Hier finden sich die Schwellenwerte 80 % oder

50 % der Parameter FVC und VC, wobei der mogliche Nutzen einer fruhzeitigen
NIVBeatmung aufgezeigt wird (Jacobs et al., 2016; Pinto und Carvalho, 2014; Vitacca et
al., 2018). Neben weiteren apparativen Messmethoden wird die ALS-Funktionsskala, zu
englisch ,revised ALS Functional Rating Scale® (ALSFRSr), zur Symptomabfrage
eingesetzt. Dieser wurde in seiner Revision im Jahr 1999 um die vierte Domane

.Respiration“ erweitert, die das Vorliegen von Dyspnoe, Orthopnoe und Anzeichen einer



respiratorischen Insuffizienz dokumentiert, wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt ist
(Cedarbaum et al., 1999).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der ALSFRSr, welche die Symptomlast der ALS
Erkrankung anhand von je 3 Punkten in 4 Domanen (Bulbar, Grobmotorik, Feinmotorik,
Respiration) abfragt

1.1.2 Serologische Biomarker

Die Identifikation und Validierung von Biomarkern zur Diagnostik, Prognose und
Therapiekontrolle stellt ein zentrales Anliegen der internationalen ALS-Forschung dar
(Benatar et al., 2016; McMackin et al., 2023). Etabliert haben sich die phosphorylierte
Schwerkette (pNfH) aus dem Liquor und insbesondere die im Blutserum bestimmbare
Leichtkette der Neurofilamente (NfL). Neurofilamente sind Bestandteil des Zytoskeletts in

myelinisierten Axonen und zeigen neuroaxonalen Schaden an (Yuan et al., 2017). Bei



ALS zeigen sie ausgezeichnete diagnostische und prognostische Qualitaten (Benatar et
al., 2024; Irwin et al., 2024; Verde et al., 2019; Xu et al., 2016).

Ein neuer potenzieller Biomarker fur die ALS ist das kardiale Troponin T (cTnT), das
ebenfalls im Blutserum gemessen wird. Troponin T und | (cTnl) sind Strukturproteine der
quergestreiften Muskulatur und bilden gewebsspezifische Isoformen fur Herz- und
Skelettmuskel (Anderson et al., 1991; Henderson et al., 2017; Wei und Jin, 2011). Die
Bestimmung von kardialem Troponin T oder | gehort aufgrund der guten Testsensibilitat
und -spezifitat zum Goldstandard der Diagnostik des Akuten Koronarsyndroms (Collet et
al., 2021). In den vergangenen Jahren haben verschiedene Studien selektive
Serumerhohungen des cTnT bei ALS—Patient*innen festgestellt (Casmiro und Graziani,
2019; Castro-Gomez et al., 2021; Hof et al., 2013; Mach et al., 2016; Rittoo et al., 2014).
Einige Forschende interpretierten dies als subklinische myokardiale Beteiligung der
Grunderkrankung (Giannitsis et al., 2019; Lueder et al., 2011). Aktuelle Studien
unterstitzen jedoch die Hypothese, dass cTnT bei chronischen neuromuskularen
Erkrankungen aus dem Skelettmuskel freigesetzt werden konnte (Du Fay de Lavallaz et
al., 2022; Jaffe et al., 2011; Rittoo et al., 2014; Schmid et al., 2018; Wens et al., 2016).
Als zugrundeliegende Pathophysiologie wird die Re-Expression von cTnT, dem fetalen
Vorlaufer der skelettmuskularen Isoform, wahrend chronischer
Reparationsmechanismen des Muskelgewebes vermutet (Anderson et al., 1991; Bodor
et al., 1997; Ricchiuti und Apple, 1999 Saggin et al., 1990;). Die Bonner
Forschungsgruppe um Patrick Weydt konnte signifikante Korrelationen von cTnT zum
Krankheitsverlauf der ALS zeigen und schlug das Protein erstmals als neuromuskularen
Biomarker bei ALS vor (Castro-Gomez et al. 2021). Die diagnostischen und
prognostischen Eigenschaften von cTnT wurden inzwischen in weiteren, unabhangigen
Studien bestatigt (Klappe et al., 2022; Vidovic et al., 2024).

1.1.3 Fragestellung

Die ALS ist eine todliche Erkrankung mit progredienter neuromuskularer Destruktion (s.
1.1.1). Die Beteiligung des respiratorischen Systems stellt den primar lebenslimitierenden
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Faktor dar (s. 1.1.2). Der kardiale Biomarker cTnT ist im Grofteil der untersuchten ALS-
Patient*innen chronisch-progredient erhoht und wahrscheinlich skelettmuskularen
Ursprungs (s. 1.1.3). Erste Veroffentlichungen diskutieren cTnT als mdglichen
vielversprechenden Biomarker fur neuromuskularen Schaden oder Umbauprozesse
(Castro-Gomez et al., 2021; Kittipeerapat et al., 2023; Vidovic et al., 2024). Die
Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist, ob ein Zusammenhang zwischen dem im
Serum bestimmten cTnT und der respiratorischen Einschrankung, gemessen mithilfe der
Lungenfunktionsdiagnostik und der ALSFRSr bei ALS-Patient*innen besteht. Daran
anknupfend soll gepruft werden, ob cTnT als Seromarker zur Einschatzung der
progredienten respiratorischen Dysfunktion bei ALS-Patient*innen dienen kann.

1.2 Material und Methoden

Die methodische Herangehensweise der vorliegenden Arbeit ist die retrospektive ALS-
Patientendatenauswertung (s.1.2.1) und statistische Zusammenhangsanalyse zwischen
dem Seromarker cTnT (s.1.2.2) und Messergebnissen der respiratorischen
Organfunktion (s.1.2.3) im Vergleich zu einem Kontrollmarker NfL.

1.2.1 Studiendesign und Datenerhebung

Zur Bearbeitung der Fragestellung fuhrten wir eine multizentrische retrospektive
Querschnittsanalyse durch. Die Untersuchung gliederte sich in die respektive
Nachbeobachtung von zwei unabhangigen Kohorten. Die Beobachtungskohorte (auch
,Discovery-Kohorte®, ,4“) umfasste 298 ALS-Patient*innen, die im Zeitraum von Marz
2019 bis Dezember 2021 die Motoneuronambulanz der Universitatsklinik Bonn
aufgesucht hatten. Die Untersuchung der Bestatigungskohorte (auch ,Validations-
Kohorte®, ,v*) von 49 ALS-Patient*innen aus der ALS-Ambulanz des Essener Krupp
Krankenhauses aus dem Jahre 2023 zielte darauf ab, die initial signifikanten Ergebnisse
aus der Beobachtungskohorte zu Uberprufen (Abb. 1 in Koch et al., 2024). Fur alle
eingeschlossenen Patient*innen lagen demographische und krankheitsspezifische Daten
vor (Tab.1 in Koch et al., 2024). Relevantes Einschlusskriterium war neben der ALS-

Diagnose ein Zeitfenster von + 31 Tagen zwischen Troponinmessungen und den
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Ergebnissen der Lungenfunktionsuntersuchungen (n = 132) sowie der ALSFRSr-Scala (n
= 347) (Koch et al., 2024, Seite 2064). Soweit im selben Zeitraum verfugbar wurden die
serologischen NfL-Messungen als Kontrollmarker mit einbezogen (n = 134). Aufgrund
des retrospektiven Studiendesigns und einer vorliegenden Stellungnahme der
Ethikkommission fur ein vergangenes Troponinprojekt konnte auf ein weiteres Ethikvotum
fur diese Arbeit verzichtet werden (Lfd. Nr. 324/20) (Koch et al., 2024, Seite 2064).

1.2.2 Biomarkerdiagnostik

Die Gewinnung von venodsen Blutproben zur Erhebung der serologischen Biomarker
wurde durch qualifiziertes Fachpersonal nach standardisierten Verfahrensanweisungen
durchgefuhrt. Die Messung von hochsensitivem cTnT mittels Elektrochemischer
Lumineszenz Immunoassay (ECLIA) und von hochsensitivem cTnl mittels
Immunoluminometrischem Assay (ILMA) erfolgten im externen Medizinisches
Versorgungszentrum Labor PD Dr. Volkmann in Karlsruhe. Auch die serologische
Messung von NfL wurde extern im Universitatslabor Ulm mittels Single Molecule Array
(SiMoA) durchgefuhrt (Koch et al., 2024, Seite 2064).

1.2.3 Messung der Lungenfunktionsuntersuchung

In der pneumologischen Funktionsdiagnostik der Uniklinik Bonn stand das Gerat Vyntus
Body Plethysmograph von der Firma Vyaireo fur die bodyplethysmographischen
Messungen zur Verfugung. Fur den Messablauf war eine Restmobilitat der Patient*innen
vonnoten, um die fur die Untersuchung notwendige sitzende Position in der
abgeschlossenen Kapsel des Plethysmographen zu gewahrleisten. Bei ausgepragter
bulbarer Symptomatik wurde zusatzlich eine Maske eingesetzt, da das Mundstuck des
Spirometers nicht mehr eigenstandig umschlossen werden konnte. In der Essener
Kohorte wurde eine Handspirometrie zur Messung der VC % das Gerat Typ Vitalograph
Spitotac MODEL 7000 (Vitalograph GmbH Hamburg) verwendet (Koch et al., 2024, Seite
2064).
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1.2.4 Statistik

Zur Berechnung und Darstellung der in dieser Dissertation relevanten Daten wurden

Microsoft Excel 2019°, Microsoft Word® sowie Graph Pad Prism Version 10 und 11% und

Biorender.com® verwendet. Die Darstellung der erhobenen Variablen erfolgte anhand des
Skalenniveaus bei Ordinalskala mittels Median und Interquartilsabstand (IQR) sowie bei
Verhaltnisskala mittels Mittelwert und Standardabweichung (SD). Zum Ausgleich der in
den Biowissenschaften haufigen rechtsschiefen Verteilung wurden die zu
untersuchenden Biomarker zunachst in ihren naturlichen Logarithmus (In) transformiert.

AnschlieRend wurden die Korrelationskoeffizienten r mithilfe der parametrischen

Rangkorrelation nach Bravais-Pearson sowie einfache und multiple lineare
Regressionsanalysen berechnet. Zur Vermeidung der Alpha-Fehler-Kumulierung bei
multiplem Testen wurde das Signifikanzniveau mittels Bonferroni-Korrektur angeglichen.
Schwellenwertanalysen (ROC) und der Youden-Index fanden Anwendung zur
Uberprifung der diagnostischen Eigenschaften (Koch et al., 2024, Seite 2064 - 2065).

1.3 Ergebnisse

Einige Studien haben analysierten bereits die Eigenschaften der cTnT - Erh6hungen im
Serum von ALS - Patient*innen (Casmiro und Graziani, 2019; Castro-Gomez et al., 2021;
Mach et al., 2016; Klappe et al., 2022; Vidovic et al., 2024). Wir gehen erneut auf die
Betrachtung dieses Phanomens in den vorliegenden klinischen Daten ein (1.3.1). Des
weiteren prufen wir der Fragestellung dieser Arbeit nachgehend die Zusammenhange
zwischen cTnT und respiratorischen Parametern (1.3.2) sowie die ableitbaren
respiratorischen Biomarkereigenschaften von cTnT (1.3.3).

1.3.1 Demographische Daten und Kardiales Troponin T

Wie in Tabelle 1 Koch et al.,2024 dargestellt, bestatigten sich in der Gesamtbetrachtung
der demographischen Daten der Bonner und Essener Patient*innenkohorte (n = 347) die
krankheitsepidemiologischen Merkmale der ALS bezogen auf den Altersgipfel (63,7
(10,4) Jahre), die Tendenz zum mannlichen Geschlecht (53 %) und zur spinalen
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Verlaufsform (77,8 %) (Feldman et al., 2022; Talbott et al., 2016). In Abbildung 2 wird
dargestellt, dass cTnT in Ubereinstimmung mit der aktuellen Literatur im Gesamtkollektiv
zusammengerechnet mehrheitlich (64 % in der Beobachtungskohorte nd, 46,9 % in der
Vergleichkohorte nv) uber dem Schwellenwert fir myokardiale Schadigung von 14,5 ng/I
lag, namlich in der Beobachtungskohorte bei 30,4 ng/l (+ 38,6) und in der
Vergleichskohorte bei 27,4 ng/l (+ 42,3). (Casmiro und Graziani, 2019; Castro-Gomez et
al., 2021; Schmid et al., 2018). Der Mittelwert der serologisch bestimmten NfL betrug
109,9 pg/ml (x 87,2) und war, ebenfalls in Kongruenz mit der Literatur, insgesamt bei der
Mehrheit der Patient*innen erhoht (Steinacker et al., 2016; Thouvenot et al., 2020). In der
getrennten Betrachtung zeigte die Essener Kontrollkohorte im Unterschied zur
Beobachtungskohorte aufgrund des kurzeren Beobachtungszeitraums eine kurzere
Erkrankungsdauer, geringere Symptomlast und weniger ausgepragte
Biomarkererhohungen (Koch et al., 2024, Seite 2066 und Seite 2070).
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Abb. 2: Oberer Abschnitt: Verteilung aller Biomarkermessungen von cTnT in ng/ml in
grin (A) und NfL in pg/ml in rosa (B). Dargestellt sind auch die Mittelwerte (gestrichelte
Linie) und die SD (durchgehende Linien). Die roten gestrichelten Linien entsprechen
den jeweiligen Biomarkerschwellenwerten, fir cTnT bei > 14 ng/l und fur NfL bei > 45
pg/ml. Unterer Abschnitt: die Tortendiagramme zeigen die Verteilung der Biomarker
zwischen normal (weil®) versus erhoht (farbig) in der Beobachtungskohorte nd (C, D)

sowie der Vergleichskohorte nv (E, F
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1.3.2 Ergebnisse der Zusammenhangsanalysen

In der Beobachtungskohorte zeigten sich signifikante Korrelationen zwischen ¢cTnT und
den Doméanen Respiration (r = - 0,31, p = 0,001), Grobmotorik (r = - 0,37, p = 0,001),
Feinmotorik (r = - 0,37, p = 0,001), der ALSFRSr - Skala, jedoch keine signifikanten
Zusammenhange mit der bulbdaren Domane. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3
dargestellt (Koch et al., 2024) und bestatigen vorhergehende Erkenntnisse (Castro-
Gomez et al.,, 2021). In der unabhangigen Kontrollkohorte wiederholte sich die
signifikante Korrelation zur Respiration (r = - 0,48, p = 0,007). NfL korrelierte in keinem
Fall mit der ALSFRSr.

Die Korrelations- und Regressionsanalysen von cTnT zeigten signifikante
Zusammenhange zu den Lungenfunktionsparametern FVC (r = - 0,45; p = 0.001) und
VCd (r=-0,50, p = 0,001), dargestellt in Abbildung 3 (Koch et al., 2024). In der kleineren
Kontrollkohorte war cTnT nicht signifikant mit VCv assoziiert, wies jedoch einen
vergleichbaren Korrelationskoeffizienten auf VCv (r = - 0,46, p = 0,172). In der
Beobachtungskohorte wurden Korrelationen von cTnT zu weiteren
Lungenfunktionsparametern fur die vorliegende Arbeit analysiert und sind im Folgenden
abgebildet (Abb. 4). Es zeigte sich eine weitere signifikante Korrelation von cTnT zu PEF
(r=-0,33, p =0,031), wahrend die Korrelationen mit TLC, FEV1, IC und der Tiffenau-
Kapazitat nicht signifikant waren. In allen Fallen Uberstiegen die Korrelationskoeffizienten
zu cTnT jene der Korrelationsanalyse von cTnT mit dem Kontrollbiomarker NfL.
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Abb. 3: Korrelations- und Regressionsanalysen mit Konfidenzintervallen von cTnT (grun)
versus NfL (rosa) mit ergdnzend zur Abbildung 4 in Koch et al., 2024 weiteren Parametern
der Lungenfunktion (A - E) der Beobachtungskohorte (r = Pearson-
Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzwert). Der natlrliche Logarithmus (In) der
Blomarkert ist auf der X-Achse und die Lungenfunktionsparameter in Prozent auf der Y-
Achse aufgetragen. Modifiziert aus Abbildung 4 in Koch et al., 2024.
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1.3.3 Biomarkerpotential von cTnT

Um die Vorhersage von cTnT gegenuber den Lungenfunktionsparametern adjustiert fur
relevante Kofaktoren wie Geschlecht, Alter, Phanotyp und BMI einschatzen zu kdnnen,
wurden multiple Regressionen  berechnet. In  Abbildung 4 sind der
Regressionskoeffizienten fur c¢TnT bezogen auf die Vorhersage unterschiedlicher
Lungenfunktionsparameter mitsamt ihrer 95 %-Konfidenzintervalle in einem Forest plot
dargestellt. Zusammenfassend konnte berechnet werden, dass cTnT eine signifikante
Assoziation mit der Abnahme der Lungenfunktionsparameter PEF, VCd, FVC und VCv
zeigt, und somit als moglicher prognostischer Marker infrage kommit.
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! I ! 1
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Abb. 4: Forest plot der Regressionskoeffizienten (-1,5 bis 1,0) zwischen cTnT und der
links aufgefuhrten Lungenfunktionsparameter der Beobachtungskohorte (blau) sowie der
Vergleichskohorte (lila). Die HOhe der Signifikanzniveaus wird in der Legende rechts
Symbolen zugeordnet.

Mittels Schwellenwertanalyse wurde die Area under the curve (AUC, mathematisch:
bestimmtes Integral) errechnet. Hierbei wurde das optimale Verhaltnis von Sensibilitat
und Spezifitdt von cTnT bezogen auf die Lungenfunktionseinschrankung, gemessen
mittels VC, FVC und PEF (80 % bzw. 75 % und 50 %) quantifiziert. In Koch et al., 2024
sind die Ergebnisse der beiden erstgenannten in der Abbildung 4 dargestellt und zeigten
sich inklusive der Essener Ergebnisse gegenuber NfL prominent. Gegenuber dem
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Absinken von PEF unter 75 % und 50 % zeigten weder cTnT noch NfL eine signifikante
AUC, visuell besteht der Uberlegenheitstrend von cTnT jedoch fort (Abb. 5).
A) B)
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Abb. 5: Darstellung der diagnostischen Gute als Area under the Curve (AUC) und
Balance von Sensitivitat und Spezifitat in % von cTnT (In) (grun) versus NfL (In) (rosa)
zur Detektion von A) PEF < 75 % und B) PEF < 50 %. Modifiziert nach Abbildung 4 aus
Koch et al. 2024.

1.4 Diskussion
1.4.1 Kardiales Troponin T und die respiratorische Dysfunktion

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Erforschung von serologisch messbaren cTnT-
Elevationen bei ALS-Patient*innen in Bezug auf die respiratorische Einschrankung. Im
Hinblick auf die Fragestellung zeigen sich signifikante Zusammenhange zwischen cTnT
und der respiratorischen Dysfunktion in zwei unabhangigen Patient*innenkohorten.

Die Auspragungen der vorliegenden cTnT-Messungen wie die Pravalenz, der Mittelwert
und Standardabweichung erweisen sich als durchweg kongruent zu den bisher
veroffentlichen Erkenntnissen Uber das Phanomen cTnT bei ALS-Patient*innen (Casmiro
und Graziani, 2019; Castro-Gomez et al., 2021; Klappe et al., 2022). Die Beziehung von
cTnT und Respiration bei ALS wurde bislang nicht strukturiert untersucht. In der Literatur
lassen sich lediglich unspezifische Hinweise wie das zeitliche Zusammenfallen von
Troponinelevationen und respiratorischer Einschrankung finden (Lueder et al., 2011;
Mach et al., 2015; Mach et al., 2016). Castro-Gomez et al. (2021) beschrieben einen
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signifikanten Zusammenhang von cTnT zur ALSFRSr-Skala, der unter anderem die
respiratorischne  Domane enthalt. Die Ergebnisse unserer Arbeit bestatigen den
signifikanten Zusammenhang von cTnT zur Domane Respiration des ALSFRSr in der
Beobachtungs- und Bestatigungskohorte (Abb. 3 in Koch et al.,, 2024, Seite 2066).
Dariber hinaus zeigt cTnT signifikante Korrelationen zu den wichtigsten
Lungenfunktionsparametern der respiratorischen Dysfunktion bei ALS, namentlich VCd,
VCv, FVC sowie PEF (Abb. 5 in Koch et al., 2024, Seite 2068). Die starksten
Zusammenhange bestehen zu den Parametern VC und FVC, bei deren Messung ein
hoher Anteil an in- und exspiratorischer Atem(hilfs)muskulatur in Anspruch genommen
wird. Dies stutzt die Hypothese eines moglichen pathophysiologischen Zusammenhangs
zwischen der Entstehung von cTnT und dem degenerativen Prozess der respiratorischen
Muskulatur.

1.4.2 Kardiales Troponin T als respiratorischer Biomarker

Der zweite Aspekt der Fragestellung diskutiert den Einsatz des im Serum erhobenen
Markers cTnT zur Abschatzung der respiratorischen Dysfunktion. Die vorliegenden
Ergebnisse = demonstrieren, dass cTnT  die Einschrankung  zentraler
Lungenfunktionsparameter prognostizieren und klinisch relevante Schwellenwerte
detektieren kann und folglich als respiratorischer Marker infrage kommt (Abb. 5 in Koch
et al., 2024, Seite 2068). Die Suche nach serologischen Biomarkern zur Beurteilung der
respiratorischen Dysfunktion bei ALS-Patient*innen wurde bislang nur vereinzelt
betrieben, hier zeigte sich einzig Serumchlorid als moglicher sinnvoller, jedoch
unspezifischer Biomarkerkandidat (Manera et al., 2023; Morgadinho et al., 2021;
ProntoLaborinho et al., 2019).

Die Vorteile von cTnT als respiratorischer Seromarker umfassen im Wesentlichen drei
Punkte. Zum einen konnte cTnT die angefuhrte etablierte Diagnostik der respiratorischen
Funktion, die aufgrund der Symptomlast der ALS-Patient*innen methodisch limitiert ist,
sinnvoll erganzen. Daruber hinaus scheint cTnT bereits in frihen Stadien der
respiratorischen Insuffizienz erhoht zu sein (Abb. 2 in Koch et al., 2024, Seite 2066).
Angesichts der bereits erwahnten Bedeutung einer fruhzeitigen NIV-Therapie ist dieser
prasymptomatische Zeitraum von besonderem Interesse, wird jedoch durch die
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angefuhrten konventionellen Messmethoden nicht ausreichend erfasst (Hardiman, 2011).
Des Weiteren ergeben sich durch das Zuruckgreifen auf cTnT als einen bereits
verfugbaren, gut erforschten und kostengunstigen Biomarker zweifelsohne viele Vorteile.
Die Schwellenwertanalyse von cTnT zeigt, dass die Referenzwerte fur die respiratorische
Dysfunktion leicht Uber den Grenzwerten fur myokardiale Schadigungen liegen (vgl. Abb
4 in Koch et al.,, 2024, Seite 2068). Dies unterstreicht die Notwendigkeit, cTnT -
Erhdhungen im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen neu zu interpretieren.
Kunftige Studien konnten eine mogliche Differenzierung der vermuteten Entstehungsorte
von cTnT- Skelettmuskel oder Herzmuskel anstreben und so den Weg fur cTnT als
Marker fur skelettmuskulare Prozesse ebnen. Dies scheint vor allem im Hinblick auf die
zunehmende Bedeutung der Skelettmuskelzelle fur Pathophysiologie und
Therapieforschung bei ALS bedeutsam (Duranti und Villa, 2023; Gao et al., 2024; Shefner
et al., 2023). Zusammengefasst leistet diese Arbeit einen entscheidenden Beitrag zur
Erforschung von cTnT als Biomarker und schlagt cTnT als Seromarker zur Abschatzung
der respiratorischen Dysfunktion vor.

1.4.3 Limitationen

Aufgrund des retrospektiven Studiendesigns wurde ein langer Zeitraum von bis zu 31
Tagen zwischen Labor- und Atemfunktionsmessung toleriert. Spezifischere
Messtechniken der respiratorischen Muskelfunktion, wie beispielsweise dem Snif nasal
inspiratory pressure (SNIP), der Messung maximaler inspiratorischer (MIP),
exspiratorischer  Dricke (MEP), Diaphragmaultraschallmessungen oder der
Polysomnographie standen nicht in ausreichender Anzahl zu Verfigung. Herauszustellen
ist, dass die signifikanten Ergebnisse der Korrelationsanalysen zwischen cTnT und den
respiratorischen Funktionsparametern keine kausalen Zusammenhange beweisen
konnen. Weitere Forschung ist erforderlich, um das Verstandnis der zugrundeliegenden
Pathophysiologie und Dynamik von cTnT bei ALS zu vertiefen. Die Frage, ob die
respiratorische Muskulatur eine besondere Assoziation zu cTnT im Vergleich zur
Skelettmuskulatur aufweist, kann in der vorliegenden Arbeit nicht beantwortet werden.
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1.5 Zusammenfassung

Die Amyotrophe Lateralskerose (ALS) ist eine seltene Motorneuronerkrankung, die durch
fortschreitende motorische Defizite gekennzeichnet ist und letztlich zur respiratorischen
Insuffizienz und zum Tod fuhrt. Bei ALS-Patient*innen wird eine selektive Erhohung des
kardialen Troponin T (cTnT) in Abwesenheit von Myokardschaden beobachtet. Dies wird
als Hinweis auf einen extrakardialen Entstehungsort des cTnT im Skelettmuskel infolge
von  chronischen Reparationsmechanismen interpretiert. =~ Das  vorliegende
Dissertationsprojekt untersuchte erstmalig den Zusammenhang von cTnT und der
neuromuskular bedingten respiratorischen Dysfunktion bei ALS. Ziel der Arbeit war
zudem, das Potential von cTnT als Biomarker fur die Beurteilung der respiratorischen
Einschrankung im Krankheitsverlauf zu evaluieren. Zu diesem Zweck wurden zwei
unabhangige Patientenkohorten der Uniklinik Bonn (nd = 298) und des Essener Krupp
Krankenhauses (nv = 49) retrospektiv untersucht. Der Schwerpunkt lag auf der
statistischen Auswertung der Zusammenhange zwischen den serologischen Biomarkern
cTnT versus den Leichtketten der Neurofilamente (NfL) jeweils mit der revidierten ALS

Funktionsskala (ALSFRSr) sowie mit zentralen Parametern der
Lungenfunktionsdiagnostik. Es konnten signifikante Korrelationen zur respiratorischen
Domane des ALSFRSr in beiden Kohorten (rd = -0,31, pd = 0,001; rv = -0,48, pv = 0,007),
sowie zur (forcierten) Vitalkapazitat ((F)VCd) (rd =-0,45, pd = 0,001; rd = -0,50, pd = 0,001)
und dem Peak exspiratory flow (PEFd) (rd = - 0,33, pd = 0,031) der Beobachtungskohorte
nachgewiesen werden. Darlber hinaus zeigte cTnT gute diagnostische und
prognostische Eigenschaften gegenuber der klinisch bedeutsamen VCd und FVC auf. Im
Gegensatz dazu zeigte der etablierte Biomarker NfL keine signifikanten Zusammenhange
zur respiratorischen Dysfunktion. Die Ergebnisse weisen auf den moglichen Nutzen von
cTnT als respiratorischen Biomarker hin, dessen Vorteile detailliert erortert und seine
potenziellen Anwendungsgebiete im klinischen Kontext diskutiert wurden. Vor dem
Hintergrund der zunehmenden Bedeutung des Skelettmuskels fur die Ursachen- und
Therapieforschung der ALS-Erkrankung beleuchtet die vorliegende Arbeit die Wichtigkeit

des Verstandniszuwachses der cTnT-Entstehung fur kinftigen Studien.
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Introduction

Abstract

Objective: Informative biomarkers are an urgent need in the management of
amyotrophic lateral sclerosis. Serum cardiac troponin T is elevated in the
majority of amyotrophic lateral sclerosis patients and increases with disease
progression. We sought to establish the informative value of cardiac troponin T
with regard to respiratory function, a major prognostic factor in amyotrophic
lateral sclerosis. Methods: In this retrospective observation, we analyzed two
independent hospital-based cohorts (d = discovery cohort; v = validation
cohort) regarding serum cardiac troponin T (n,; = 298; n, = 49), serum neuro-
filament light chain (n; = 117; n, = 17), and respiratory tests (n; = 93;
n, = 49). Results: Serum cardiac troponin T, in contrast to serum neurofila-
ment levels, was associated with the respiratory domain of the revised amyo-
trophic lateral sclerosis functional rating scale and with pulmonary function
parameters, namely forced vital capacity % (r = —0.45, p = 0.001) and slow
vital capacity % (r = —0.50, p = 0.001). Serum cardiac troponin T reliably dis-
criminated benchmarks of slow vital capacity <80% (AUC 0.73, 95% CI 0.62—
0.84) and <50% (AUC 0.80, 95% CI 0.68-0.93), forced vital capacity <80%
(AUC 0.72, 95% CI 0.61-0.83) and <50% (AUC 0.79, 95% CI 0.67-0.91).
Interpretation: Our findings position cardiac Troponin T as a valuable serum
biomarker in amyotrophic lateral sclerosis, complementing neurofilaments and
expanding the understanding of underlying physiological mechanisms. In clini-
cal practice, serum cardiac troponin T can flag benchmarks of compromised
respiratory function.

light chain (NfL) levels reflect neuroaxonal damage and
are readily quantifiable in blood and in cerebrospinal

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegen-
erative disorder characterized by the degeneration of cen-
tral and peripheral motor neurons. This leads to
progressive skeletal muscle weakness and spasticity, culmi-
nating in respiratory failure within very few years." Cur-
rently, treatment options for ALS are limited. Therapy
development and the challenging disease management
requires reliable biomarkers to guide treatment decisions
and help define critical disease stages.” Neurofilament

© 2024 The Author(s). Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals LLC on behalf of American Neurological Association.

fluid. They support the diagnosis, convey prognostic
information and have been accepted as therapy response
markers by regulatory authorities.”

Serum cardiac troponin T (cTnT) and I (cTnl) levels
are widely used as markers of myocardial injury. Recently,
serum cTnT has emerged as a promising candidate serum
ALS, severity and
progression.*”  Accumulating evidence suggests that
degenerating skeletal muscle is an extracardiac source of

biomarker for tracking disease
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serum c¢InT, and can result in chronic serum ¢TnT eleva-
tions in neuromuscular disorders independent of myocar-
dial damage.®* '’

Respiratory impairment is one of the main determi-
nants of survival in ALS and may occur at any time dur-
ing the variable course of the disease, which may initially
manifest subtly and unspecific.'"'* Early recognition of
respiratory dysfunction helps to ensure that noninvasive
ventilation (NIV), one of the most life-prolonging thera-
pies, is discussed in a timely fashion.'>™ Moreover, the
quantification of the respiratory impairment helps gauge
individual prognosis.'’

The respiratory domain of the ALS functioning rating
scale revised (ALSFRSr), while well established as a pre-
dictor of survival,'® is a comparatively crude three-item,
12-point metric of respiratory function. In a clinical set-
ting respiratory function is commonly evaluated with a
range of lung parameters that indirectly capture the inspi-
ratory and expiratory muscle functions in pulmonary
function testing (PFT). Among these test modalities slow
vital capacity (SVC) and forced vital capacity (FVC) are
the most widely used in clinical practice and research
studies.'®'” In ALS, they are recommended to monitor
respiratory impairment and provide functional bench-
marks for initiating interventions like NIV (SVC or FVC
below 80% or 50%), and percutaneous gastrostomy place-
ment (EVC below 50%).'%*°

The objective of the present study was to investigate
the relationship between the functional implications of
cInT serum levels and respiratory dysfunction as cap-
tured by ALSFRSr and PFT.

Materials and Methods

Study design and patient characteristics

The present retrospective cross-sectional study was con-
ducted on two independent hospital-based cohorts, one
from the University Hospital Bonn and one from the
Alfried Krupp Hospital Essen (Fig. 1). We first reviewed
the files of all patients seen at the ALS clinic of the Uni-
versity Hospital Bonn from 01 March 2019 to 31 Decem-
ber 2021, providing a convenient study size (discovery
cohort, n; = 298). We included patients with a diagnosis
of ALS according to the El Escorial diagnostic criteria’s
categories “possible, probable, and definite”*” including
progressive muscle atrophy (PMA), determined by board-
certified neurologists (PW, RF, and SB). ALSFRSr, serum
cTnT, and serum cTnl are collected as part of the clinical
routine at the Bonn clinic.

Serum NfL testing was implemented in routine testing
with a lag of several months and thus is only available for
a subset of the Bonn patients (n; = 117). In this cohort,

T. Koch et al.

we identified 93 patients with PFT measurements (SVC
and FVC) in a time window of %31 days of the serum
cTnT sampling, of which 32 had additional NfL sampling.

Demographic data included sex, age, height, weight,
and body mass index (BMI). Disease history information
included date and region of ALS symptom onset and dis-
ease duration (time interval from symptom onset).

The Essen cohort served as an independent validation
cohort (n, = 49) with data on demographics, disease his-
tory, ALSFRSr, serum ¢TnT, serum NfL, and PFT (SVC).

As the laboratory measurements and clinical assess-
ments were part of the routine clinical work up and ret-
rospectively analyzed, no formal consent was needed per
statement of our institutional ethics review board (Ethics
Board decision letter 324/20).

Biomarker measurements

Serum c¢TnT was measured using the high-sensitivity elec-
trochemiluminescence immunoassay (ECLIA) in a com-
mercial laboratory  (Labor  Volkmann Karlsruhe,
Germany) as described previously.® Serum NfL was mea-
sured in an academic laboratory (University of Ulm,
Department of Neurology) with single-molecule arrays
(Simoa, Quanterix Corporation, Lexington, MA, USA)
according to the instructions supplied by the
manufacturer.

Respiratory function assessments

PFT readouts were obtained at the Bonn University Pul-
monology department with a Vyntus® Body Plethysmo-
graph (Vyaire Medical GmbH Hochberg). In the Essen
clinic SVC measurements are part of the routine work up
and obtained with a Vitalograph Spitotac MODEL 7000
(Vitalograph GmbH Hamburg).

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with GraphPad
Prism® (10) (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
Microsoft Excel 2019® was used for data storage (Micro-
soft Redmond, Washington, USA). Biorender.com was
utilized for figures BioRender (Toronto, ON Canada).

Patient characteristics are presented as absolute and rel-
ative frequencies for categorical variables and as means
with standard deviations (SDs) or median with interquar-
tile ranges (IQR) for continuous variables. For analysis,
the biomarker serum c¢TnT and serum NfL were
log-transformed (natural logarithm) providing normality
distribution.

Correlation between c¢TnT with pulmonary function
tests and ALSFRSr were calculated with Pearson’s test.

2064 © 2024 The Author(s). Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals LLC on behalf of American Neurological Association.
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Figure 1. Flow chart of retrospective analysis of two independent study cohorts (discovery cohort Hospital Bonn, 2019-2021; validation cohort
Hospital Essen, 2023) was performed targeting the same clinical characteristics: the diagnosis of ALS following the EFNS task force, serum cTnT,
serum NfL measurements, and ALSFRSr scale. Results of pulmonary function tests were included when available +31 days to the latter. ALS,
amyotrophic lateral sclerosis; ALSFRSr, revised ALS functional rating scale; cTnT, cardiac troponin T, PFT, pulmonary function test; serum NfL,

serum neurofilament light chain.

To calculate the diagnostic utility of serum ¢InT and
NfL for the distinction of clinically relevant thresholds of
SVC and FVC (80% and 50%, respectively) the area
under the curve (AUC) was calculated with receiver oper-
ating characteristic (ROC) curve analyses with 95% confi-
dence intervals (CI). The optimal cutoff points were
determined based on the Youden Index.

All analyses were initially conducted using the discovery
cohort and significant findings were subsequently tested
in the validation cohort. The significance level was set
with an alpha level of 0.05 and p-values were adjusted by
the Bonferroni correction for multiple testing.

Results

Clinical characteristics

The basic characteristics of the discovery cohort and the
validation cohort are described in Table 1. The two

© 2024 The Author(s). Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals LLC on behalf of American Neurological Association.

cohorts were similar regarding key demographic features
such as age, sex ratio, ALSFRSr scale, and proportion of
cases with spinal versus bulbar onset. The discovery
cohort (Bonn) had a significantly longer median disease
duration at sample collection (20 months) than the vali-
dation cohort (5 months), reflecting the earlier initiation
of the study.

The mean of serum cTnT levels in the discovery cohort
was 30.8 ng/L (£ 39.2), that is, >2 times above the upper
reference limit (URL) of 14.0 ng/L. In total, 193 (65%) of
298 patients had elevated serum cTnT. None of these
patients had elevated serum cTnl levels, ruling out cardiac
involvement. In the validation cohort 24 of measurements
(47%) were elevated with a similar mean of 27.4 ng/L
(+42.3). This is in line with previous reports.”*' The
mean serum NfL was 109.9 pg/mL (£87.2) and elevated
in 94 patients (80.3%) of 117 patients in the discovery
cohort. Similarly, the mean NfL serum level of the valida-
tion cohort was elevated above URL at 65.80 pg/mL

2065
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Table 1. Baseline characteristics of the discovery and the validation cohort of patients with amyotrophic lateral sclerosis.

Discovery cohort (ny = 298) Validation cohort (n, = 49)
Sex, female, n (%) 133 (44.6%) 30 (61.2%)
Mean age, years (+SD) 63.9 (+ 10.1) 62.5(+ 12.2)
BMI kg/m2 (£SD) 24.2 (£ 4.0) 25.5 (6.2)
Disease duration, months, median [IQR] 20 [0-37] 5 [3-7]
Spinal onset, n (%) 231 (77.5%) 36 (80%)
ALSFRSr, median [IQR] 34 [26.5-39] 39 [34-45]
ALSFRSr respiratory, median [IQR] 11[9.3-12.0] 12 [11-12]
ALSFRSr decay rate/month (£SD) 1.02 (£ 1.27) 2.58 (£ 3.20)
ALSFRSr respiratory decay rate/month (& SD) 0.13 (£ 0.30) 0.23 (£ 0.62)
SVC %, mean (£+SD) 82.1 (£ 23.9) 80.6 (+ 25.8)
cTnT ng/L, mean (£SD) 30.8 (+ 39.2) 27.4 (£ 42.3)
cTnT >14 ng/L, n (%) 193 (64.8%) 23 (46.9%)
cTnT (In), mean (£SD) 3.0 (£ 0.9) 2.72 (£ 0.96)
NfL pg/mL, mean (£+SD) 109.9 (£ 87.2) 65.8 (+ 66.4)
NfL >45 pg/mL, n (%) 94 (80.3%) 7 (41.2%)
NfL (In), mean (£SD) 45 (+ 0.7) 3.42 (£ 1.7)

ALSFRSr, revised amyotrophic lateral sclerosis functional rating scale; BMI, body mass index; cTnT, cardiac troponin T; IQR, interquartile range.; In,
natural logarithm; NfL, neurofilament light chain; SD, standard deviation.

(£66.4), albeit in a smaller proportion of cases (41.2%). tion to stages of respiratory impairment, categorized by
The analysis of both serum biomarker elevations in rela- SVC as >80%, 50-80%, and <50%, revealed an increase
6 6

z | Sk H o
= B~ [N S Berenes >
Iz oo 4 -2 &
's : - 5
0 —0
2 -2
© © © o\ o\ o\e
S S s $
7 . L 7 ‘ L
S
SVC %

Figure 2. Three groups of SVC % impairment (>80%, 80-50%, and <50%) were formed following clinically important thresholds of respiratory
impairment in ALS disease. Box and whiskers plot with minimum and maximum range present the distribution natural logarithm of serum cTnT
levels (left) and NfL levels (right) of all patients (discovery and validation cohort) grouped by respiratory stages. The dashed horizontal red line
(left) demonstrates the cTnT cutoff value of 14 ng/L (2.64 In) for myocardial damage. The dashed horizontal black line (right) is the cutoff value
of NfL at 45 pg/mL (3.81 In). cTnT, cardiac troponin T; In, natural logarithm; NfL, neurofilament light chain.

Figure 3. Serum cTnT and NfL levels in correlation with ALSFRSr in two cohorts of ALS patients. Colored areas represent 95% Cl. The graphs
show correlations of cTnT (green) and of NfL (pink) with the ALSFRSr scale and its four domains (bulbar, fine motor, gross motor, and
respiratory). The first two columns demonstrate correlations of serum biomarkers cTnT and NfL with the ALSFRSr domains in the discovery cohort
(ng = 298) and the second two columns in the validation cohort (n, = 49). ALSFRSr, revised ALS functional rating scale.

2066 © 2024 The Author(s). Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals LLC on behalf of American Neurological Association.
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Figure 4. The relationship of serum cTnT and NfL with respiratory impairment measured by pulmonary function tests. Upper Figure (A): the
schematic panel shows and the principle of pulmonary function testing (PFT) with static and dynamic lung volumes. Below: Correlation plots
between natural logarithm of serum cardiac troponin T (green) and serum neurofilament light chain (pink) with FVC% (B) and SVC% (E) in the
discovery cohort and with SVC% (H) in the validation cohort. Colored areas represent 95% confidence interval (Cl). Receiver operating
characteristic (ROC) curve analyses were performed for cTnT In and NfL In distinguishing FVC 80% (C), FVC 50% (D) and SVC 80% (F), SVC 50%
(G) in the discovery cohort, and SVC 80% (I), SVC 50% (J) in the validation cohort. The appropriate serum cTnT levels were calculated with
Youden analysis, presented in ng/L in every ROC plot. AUC, area under the curve; cTnT, cardiac troponin T; FEV1%, forced expiration in first
second; FRC, function residual capacity; FVC%, forced vital capacity; IC, inspiratory capacity; RV, residual volume; SVC, slow vital capacity; TLC,

total lung capacity; VC, vital capacity; VT, tidal volume.

of average serum cInT with decreasing SVC category.
However, such a trend was not observed for NfL levels
(Fig. 2).

Correlations with clinical parameters and
pulmonary function

Serum cTnT levels correlated strongly and negatively with
the total ALSFRSr (r = —0.34, p = 0.001), and — pertinent
to the present study — with its respiratory domain
(r=—0.31, p = 0.001) (Fig. 3). This correlation was fully
recapitulated in the smaller validation cohort (r = —0.48,
p = 0.007). The serum NfL levels, in sharp contrast,
showed no correlation with the respiratory domain. As
respiratory function is one of the most important prog-
nostic factors in ALS,'>** we were compelled to further
probe the relationship of serum ¢TnT with respiration.
We found that serum ¢TnT showed significant negative
correlations with the selected parameters, namely FVC
(—0.45, p = 0.001) and SVC (—0.50, p = 0.001) (Fig. 4).
While the correlation with SVC was consistent with the
validation cohort (r = —0.36, p = 0.172), statistical signif-
icance was likely limited by sample size. To test the diag-
nostic potential of serum cTnT levels to flag PFT declines
below clinically important thresholds, we generated ROC
curves (Fig. 4). The most robust results were observed for
SVC below 80% (AUC = 0.73, 95% CI 0.62-0.84) and
below 50% (AUC 0.80, 95% CI 0.68-0.93), and FVC
below 80% (AUC 0.72, 95% CI 0.61-0.83) and 50%.
(AUC 0.79, 95% CI 0.67—-0.91). The optimal cutoff values
for serum cTnT to detect impaired respiration measured
as FVC, and SVC below 80% or 50% ranged in between
14.0 and 22.4 ng/L.

Discussion

Our data offer a novel interpretation of ¢TnT as a serum
biomarker for respiratory dysfunction in amyotrophic lat-
eral sclerosis, an issue that had been addressed by previ-
ous studies with limited success.”>** Our key finding is
the robust correlation between serum ¢ITnT with PFT and

the ALSFRSr respiratory domain, supporting the concept
that respiratory skeletal muscles drive, or at least substan-
tially contribute to the serum cTnT level elevations in
ALS. Particularly noteworthy is the strong correlation
with SVC, the most accurate PFT parameter to capture
respiratory impairment in ALS patients.”>*°

These results are in line with our and other previous
studies reporting the relationship of serum c¢TnT with
skeletal muscle function measured by ALSFRSr.®” We
confirm the high prevalence (62%) of serum c¢TnT eleva-
tions above the URL and independent of cTnl, arguing
for a noncardiac origin of ¢TnT.*”!%?728

Our findings hold the potential to immediately affect
clinical practice for several reasons: Serum cTnT levels are
useful in discriminating relevant respiratory thresholds
(SVC and FVC 80% and 50%, respectively) recommended
for informing decisions on important interventions (NIV
implementation, indication for PEG). Of note, this is
especially true for patient subpopulations where pulmo-
nary functional assessment is particularly unreliable,
namely ALS patients with bulbar symptoms and/or with
frontotemporal dementia (ALS/FTD).”'¢

In our dataset, serum cTnT is already altered in
patients with mildly impaired respiratory function, even
before the ALSFRSr respiratory domain is affected. Thus,
serum cInT levels could prove useful to uncover early
stages of respiratory insufficiency. In support of this inter-
pretation, earlier case reports already documented longi-
tudinal measurements of serum c¢TnT tracking progressive
respiratory failure and changes in Pa0O,/CO,.*>*° Another
study reported that increased serum cTnT levels were
associated with more severe respiratory involvement.”' To
externally validate the presented relationship of serum
cTnT and respiratory impairment, future studies should
examine serum cInT in relation to the current bench-
marks symptoms such as orthopnea, unrefreshing sleep,
daytime somnolence, and any evidence of nocturnal
desaturation.'?

Further research is also necessary to see longitudinal
measures and Kaplan—Meier analyses of survival against
cTnT, NfL, and PFT. Of particular interest might be the
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biomarker response to therapeutic interventions, includ-
ing NIV, but also treatment with tofersen. We believe that
a key strength of our approach lies in the repurposing of
serum cInT, an established and readily available
biomarker.

It is well established that neurofilament levels reflect
the rate of neuroaxonal damage.’’

NfL have excellent diagnostic and prognostic perfor-
mance in ALS, but our data show that they are not corre-
lated to respiratory function. This contrast underscores
that serum ¢TnT captures an aspect of the disease that is
missed by neurofilament levels (either in serum or in
cerebrospinal fluid).

A limitation is the observational nature of our investi-
gation. We sought to mitigate this by including a discov-
ery and a (albeit small and not perfectly matched)
validation cohort from an independent ALS center in
Essen, Germany.

Of note, the Essen ALS center is a secondary care facil-
ity, which likely contributes to the remarkably short
median diagnostic delay of 5 months. In contrast, the dis-
covery cohort was from Bonn University Hospital, a large
tertiary care center.

Also, hospital cohorts, while by nature not rigorously
stratified or otherwise standardized, provided comparably
robust findings. However, the use of a time window of
+31 days for inclusion of PFT data might have intro-
duced a sampling bias potentially overrepresenting
patients at a certain stage of their disease progression.

While the validation cohort does not fully confirm all
correlations found in the discovery cohort, possibly
because of lack of power, the overall agreement between
the two cohorts strongly argues for the robustness of the
observed correlation between serum ¢TnT and respiratory
function. Although the correlation analyses between
serum ¢I'nT and respiratory function parameters yielded
statistically significant results, correlations alone cannot
establish causality. Further research is clearly necessary to
increase the understanding of underlying pathophysiology
of the skeletal muscle in ALS patients, and in particular,
the respiratory muscles, including the diaphragm. Future
studies might correlate serum ¢TnT with data of dia-
phragmatic ultrasound or response on phrenic nerve
stimulation or ultrasound.

Conclusion

We conclude that serum ¢TnT levels can be repurposed
as a biomarker in ALS allowing remarkably robust con-
clusions on the respiratory capacity of ALS patients. This
novel insight could support therapeutic decision-making.
We outline serum ¢TnT as a biomarker complementing
neurofilaments by covering a different disease aspect that
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could aid with prognosis and future management of the
disease. It will be critical to determine how these two
serum markers perform in combination.
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