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Abkurzungsverzeichnis

CEC Zirkulierende Endothelzellen

EPC Endotheliale Progenitorzellen

PAT Pulsamplituden-Tonometrie

ICC Intra-Klassen-Korrelation

HFpEF Patienten mit Herzinsuffizienz und erhaltener Ejektionsfraktion
HFrEF Patienten mit Herzinsuffizienz und reduzierter Ejektionsfraktion
DN Diabetische Nephropathie

aHT arterielle Hypertonie

RHI Reaktive-Hyperamie-Index

Al Augmentationsindex

Anmerkung: Der Einfachheit halber wird im folgenden Text von Patienten, Teilnehmern
und Probanden gesprochen, hierbei sind immer Patientinnen, Teilnehmerinnen und

Probandinnen genauso gemeint.



Zusammenfassung

Hintergrund: Die endotheliale Dysfunktion spielt eine entscheidende Rolle fur
Pathogenese und Progredienz kardiovaskularer Erkrankungen wie arterielle Hypertonie,
Herzinsuffizienz oder diabetische Nephropathie, die maligeblich zur weltweiten
Sterblichkeit beitragen. Um die pathophysiologischen Vorgange noch besser verstehen
und die Veranderungen der Endothelfunktion fruhzeitig und moglichst praklinisch
erkennen zu konnen, bedarf es praktikabler und verlasslicher Messmethoden. Hierbei
gewinnen nicht-invasive Verfahren wie die Bestimmung zirkulierender Endothelzellen
(CECs) und endothelialer Progenitorzellen (EPCs) und die Pulsamplituden-Tonometrie
(PAT) an Bedeutung. Eine reliable Quantifizierungsmethode vorausgesetzt, haben diese
Surrogatparameter das Potenzial, fur Diagnostik und Monitoring der endothelialen
Dysfunktion eingesetzt zu werden [1-3].

Methoden: In einem ersten Schritt wurde ein flowzytometrisches Protokoll zur Detektion
und Quantifizierung von CECs und EPCs entwickelt und getestet [1]. In einem zweiten
Schritt wurde die Test-Retest-Reliabilitat dieses Messverfahrens sowie der PAT (mittels
reaktive-Hyperamie-Index, RHI, und Augmentationsindex, Al) am selben
Patientenkollektiv evaluiert. Untersucht wurden 4 Patientengruppen: Patienten mit
Herzinsuffizienz und erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF), Patienten mit Herzinsuffizienz
und reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF), Patienten mit diabetischer Nephropathie (DN)
und Patienten mit arterieller Hypertonie (aHT) [2, 3].

Ergebnisse: Die durchflusszytometrische Quantifizierung fur CECs und EPCs zeigte eine
hohe Reproduzierbarkeit und hohe Spezifitat von 90 % und eine Sensitivitat von 70,4 %,
68,0 %, 66,7 % und 52 % fur HFpEF, DN, aHT und HFrEF. Die ermittelten CEC-Werte
bei Patienten mit DN und HFpEF waren signifikant erhoht im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen. Die EPC- und CEC-Werte der anderen Patientengruppen waren nicht
erhoht [1].

Die Test-Retest-Reliabilitat der CEC/EPC-Messung, ausgedruckt als Intra-Klassen-
Korrelation (ICC) die im nachsten Schritt untersucht wurde, war fur CECs in allen
Patientengruppen schlecht (ICC = -0,031-0,294). Fir EPCs war die Reliabilitat in der
HFrEF- (ICC = 0,946) und der DN-Gruppe (ICC = 0,946) exzellent und in der HFpEF-
(ICC =0,694) und der aHT-Gruppe (ICC = 0,668) moderat [2].



Die Reliabilitat der PAT-Messung war in der DN-Gruppe gut (ICC = 0,863), bei HFpEF
(ICC =0,557) und HFrEF (ICC = 0,576) moderat und bei Patienten mit aHT schlecht (ICC
=0,125) [3].

Fazit: Eine verlassliche Quantifizierung von CECs und EPCs mittels Durchflusszytometrie
ist grundsatzlich moglich. Die Konzentration von CECs konnte insbesondere bei
Patienten mit DN und bei Patienten mit HFpEF als diagnostischer Parameter
herangezogen werden. Die PAT-Methode erfasst die Endothelfunktion bei HFpEF,
HFrEF und DN zuverlassig [1-3].



Abstract

Background: Endothelial dysfunction plays a major role in the pathogenesis and
progression of cardiovascular diseases, including hypertension, congestive heart failure,
and diabetic nephropathy, which contribute significantly to worldwide mortality.

We are in need of practical and reliable measurement techniques of endothelial
dysfunction to better understand the underlying pathophysiology. Such techniques could
allow detection and monitoring of endothelial dysfunction even before it manifests
clinically. Noninvasive techniques such as pulse amplitude tonometry (PAT) as well as
circulating endothelial cells (CECs) and endothelial progenitor cells (EPCs) are gaining
importance as surrogate parameters of endothelial dysfunction. The prerequisite to
implementing these parameters in clinical practice is a reliable and accurate quantification

technique [1-3].

Methods: In a first step, a flowcytometric protocol to quantify CECs and EPCs was
developed and assessed [1]. In a second step, test-retest reliability of this protocol and
of the PAT technique (via reactive hyperemia index, RHI, and augmentation index, Al)
was evaluated in the same patient groups. The study cohort consisted of 4 patient groups:
patients with heart failure and preserved ejection fraction (HFpEF), patients with heart
failure and reduced ejection fraction (HFrEF), patients with diabetic nephropathy (DN),
and patients with arterial hypertension (aHT) [2, 3].

Results: The flowcytometric quantification method showed good reproducibility with a
diagnostic specificity of 90% and a sensitivity of 70.4 %, 68.0 %, 66.7 % and 52 % for
DN, HFpEF, aHT, und HFrEF, respectively. CEC counts in patients with DN and HFpEF
were significantly elevated compared to healthy controls. CEC counts in the remaining
study groups and EPC counts were not elevated [1].

Test-retest reliability of CEC/EPC measurements, expressed as intra-class correlation
(ICC) was poor for CECs across all patient groups (-0.031-0.294). For EPCs, reliability
was excellent in patients with HFrEF (ICC = 0.946) and patients with DN (ICC = 0.946)
and moderate in patients with HFpEF (ICC = 0.694) and patients with aHT (ICC = 0.668)

[2].



Reliability of the PAT measurement was good in patients with DN (ICC = 0.863),
moderate in patients with HFpEF (ICC = 0.557) and HFrEF (ICC = 0.576), and poor in
patients with aHT (ICC = 0.125) [3].

Conclusion: Reliable quantification of CECs and EPCs using flow cytometry is possible.
CECs have shown promising results as a diagnostic parameter, especially among
patients with DN and HFpEF. PAT can reliably detect endothelial dysfunction in HFpEF,
HFrEF, and DN [1-3].



1. EinfUhrung

1.1 Endotheliale Dysfunktion

Das gesunde Endothel hat antiinflammatorische Eigenschaften, vermindert oxidativen
Stress in der Gefallwand und tragt so entscheidend zur Integritdt und Funktion der
Gefalde bei [4].

Kommt es zu einer Schadigung des Endothels, vermindert sich seine Fahigkeit der
Vasodilatation, wodurch die Entstehung und Progression von Gefal3- und
Herzerkrankungen begunstigt wird [5]. Diese kardiovaskularen Erkrankungen, zum
Beispiel die arterielle Hypertonie, die Herzinsuffizienz oder die diabetische Nephropathie,
tragen in der westlichen Welt mal3geblich zur Sterblichkeit bei [6]. Es besteht dringender
Bedarf an wirksamen, vor allem gezielten Ansatzpunkten, Gefallschaden und die oft
zugrunde liegende endotheliale Dysfunktion fruhzeitig zu erkennen bzw. den Erfolg
therapeutischer MalRnahmen zu kontrollieren.

Neben bereits etablierten invasiven Verfahren zur Messung von Endothelschaden wie
die Messung der Vasodilatation oder die intrakoronare Flussmessung [7] existieren
mittlerweile einige nicht-invasive Verfahren zur quantitativen Erfassung der
Endothelfunktion. Die Pulsamplituden-Tonometrie (PAT) ist eine solche funktionelle
Messung, wahrend die Bestimmung zirkulierender Endothelzellen (CEC) und
endothelialer Progenitorzellen (EPC) eine Messmethode auf zellularer Ebene darstellt.
Zirkulierende Endothelzellen gewinnen durch die Entwicklung und Optimierung der
Methoden ihrer Isolation und Charakterisierung zunehmend an Bedeutung [8].

Die komplementare Anwendung dieser Verfahren stellt einen vielversprechenden Ansatz
dar, sowohl Veranderungen der Endothelfunktion fruhzeitig festzustellen als auch
mogliche Therapieeffekte abzubilden. Idealerweise ergeben sich hieraus Moglichkeiten,
Vorboten der endothelialen Dysfunktion zu erfassen und messbar zu therapieren.
Zirkulierende Endothelzellen konnten hier die Maoglichkeit eines Surrogatparameters
bieten [9].

Voraussetzung ist, dass die Messverfahren reproduzierbar und verlasslich sind, und sich
im Klinikalltag praktisch umsetzen lassen. Bislang existieren keine Studien im
ausgewahlten Patientenkollektiv, die die Verlasslichkeit der oben genannten Verfahren
untersuchen.

Die vorliegende Arbeit untersucht funktionelle und zellulare Messmethoden der

endothelialen Dysfunktion, wobei zuerst eine flowzytometrische Methode zur exakten



Quantifizierung zirkulierender Endothelzellen und endothelialer Progenitorzellen
entwickelt wurde (Publikation 1). AnschlieRend wurde die Test-Retest-Reliabilitat dieser
Messung untersucht (Publikation 2). Analog erfolgte die Untersuchung der Test-Retest-
Reliabilitat der PAT-Methode (Publikation 3).

1.2 Nicht-invasive Methoden zur Quantifizierung der endothelialen Dysfunktion

Es existieren verschiedene funktionelle und biologische nicht-invasive Methoden zur
Messung der endothelialen Dysfunktion, allerdings fehlt ein verbindlicher Konsens uber
einen entsprechenden Goldstandard [7]. Zu den funktionellen Verfahren zahlen die
venose Okklusions-Plethysmographie, die Puls-Wellen-Analyse und die Doppler-
Flowmetrie. Zu den biologischen Verfahren gehéren Serum-Biomarker, wie Interleukin-6
und Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha [10].

Die Pulsamplituden-Tonometrie (PAT) ist ein nicht-invasives funktionelles
Messverfahren, bei dem Uber einen Sensor am Zeigefinger pulsatile Volumen-
Veranderungen als Reaktion auf eine temporare Stauung der Armgefalde gemessen
werden. Eine speziell entwickelte Computer-Software berechnet den Reaktiven-
Hyperamie-Index (RHI) und den Augmentationsindex (Al). Der RHI spiegelt
Stickstoffmonoxid-assoziierte Veranderungen im Gefal3tonus wider [11], der Al ist ein
Mal} fur die Steifigkeit arterieller GefalRe. Beide Parameter werden als Korrelate der
endothelialen Dysfunktion betrachtet [12, 13]. Studien belegen eine Korrelation zwischen
einem niedrigen RHI und zukunftig auftretenden kardiovaskularen Ereignissen [14].

Einige Untersuchungen konnten bereits zeigen, dass die PAT eine verlassliche
Messmethode zur Erfassung der Endothelfunktion gesunder Probanden darstellt [15].
Auch fur Patienten mit metabolischem Syndrom [16] und koronarer Herzkrankheit [17]
wurde die Methode als praktikabel beschrieben. Allerdings gab es zum Zeitpunkt unserer
Studie nur sehr limitierte Daten zu Patienten mit Herzinsuffizienz und unseres Wissens

keine Test-Retest-Studien.
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Zirkulierende Endothelzellen (CECs) und endotheliale Progenitorzellen (EPCs) werden
als vielversprechende quantitative Marker der endothelialen Dysfunktion diskutiert [18].
CECs entstammen dem Endothel und werden dort entweder als Reaktion auf
mechanische Reize an den GefalBwanden oder infolge beeintrachtigter Zelladhasion
freigesetzt [19]. EPCs hingegen entstammen dem Knochenmark. Sie dienen dem Schutz
der GefaRwande und der Hamostase, indem sie als Reaktion auf GefaRwandschaden
proliferieren und sich in reife Endothelzellen verwandeln [20]. Wahrend das Auftreten von
CECs fur einen Endothelschaden spricht, weist das Vorhandensein von EPCs auf
Regenerationsprozesse des Endothels hin. Diese zwei Zelltypen spiegeln somit
unterschiedliche Komponenten der endothelialen Dysfunktion wider.

Zur Quantifizierung von CECs und EPCs existieren unterschiedliche Verfahren, am
verbreitetsten sind die magnetischen Immunobeads und die Flowzytometrie. Beide
charakterisieren CECs bzw. EPCs anhand einer speziellen Kombination von
Oberflachenmarkern [21]. Allerdings existiert keine allgemein gultige Definition, welche
Oberflachenmolekule dies sind [8].

Die verlassliche Identifikation dieser Zellsubtypen bleibt eine Herausforderung, weil sie
unterschiedliche Oberflachenmoleklle exprimieren, die teilweise nicht nur in beiden
Zellreihen, sondern auch bei anderen zirkulierenden Zellen zu finden sind. Weiterhin
verandern sich diese Antigene wahrend des Lebenszyklus der Zellen [22, 23].

Ublicherweise werden CECs/EPCs anhand einer Kombination aus Oberflachenmarkern
typisiert, da kein einzelnes Antigen spezifisch genug ware. Obwohl oder geade weil in
der Literatur immer wieder unterschiedliche Oberflachenprofile genannt werden, variieren
die vorhandenen Messverfahren und vor allem auch die so gemessenen Zellzahlen

erheblich, und die Diskussion um eine exakte Definition bleibt kontrovers [24-26].

Das Endothel ist standigen Umbauprozessen unterworfen. Zirkulierende Endothelzellen
sind im peripheren Blut gesunder Probanden nur in sehr niedriger Zahl zu finden (~10
CECs/ml), weshalb das Freiwerden von CECs als seltenes Ereignis (,rare cellular event’)
gilt [27]. Koronarerkrankungen sind mit erhohten CEC Werten assoziiert, wahrend EPCs
bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und fortgeschrittener Herzinsuffizienz in
kleinerer Zahl messbar sind als in gesunden Vergleichsgruppen [28] [29]. Dies wiederum
lasst auf eine eingeschrankte Regenerationsfahigkeit des Endothels schliel3en. In
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Patientengruppen mit milden Formen der Herzinsuffizienz kdnnen EPCs vermehrt
gemessen werden [30]. Dies weist vermutlich auf eine erhdhte Ausschuttung von EPCs

aus dem Knochenmark hin [31].

Obwohl zum Zeitpunkt der Erhebung unserer Daten bereits eine Vielzahl von Studien zur
Verwendbarkeit von CECs als Biomarker fur endotheliale Dysfunktion vorliegt, ist die
klinische Anwendung eingeschrankt. Einerseits liegt dies am Fehlen einer einheitlichen
Definition von CECs, andererseits sind CECs aufgrund ihrer Seltenheit und des

komplexen Phanotyps schwierig zu bestimmen [32].

Um die Bestimmung von CECs als Routineverfahren im klinischen Alltag zu etablieren,
ist eine verlassliche, reproduzierbare und praktikable Methode, endotheliale Dysfunktion

anhand von CEC-Messungen zu erkennen und zu quantifizieren, unabdingbar.

Im Jahr 2018 haben Lanuti et al. ein neues standardisiertes Protokoll zur
flowzytometrischen Messung von CECs, basierend auf einem anderen Oberflachenprofil,

vorgeschlagen, das moglicherweise als neues ,Standardprotokoll“ dienen kdnnte [32].

1.3 Fragestellung

Nicht-invasive  Verfahren zur Prognoseabschatzung und Beurteilung der
Endothelfunktion gewinnen zunehmend an Bedeutung. Sowohl zirkulierende
Endothelzellen als Surrogatparameter als auch die PAT-Messung als einfaches
klinisches Tool konnten zukunftig zur Entwicklung neuer, gezielter und individualisierter

Therapien und zur Verlaufskontrolle der endothelialen Dysfunktion beitragen.

Obwohl unterschiedliche Messverfahren der Endothelfunktion existieren, fehlen bislang
genauere Untersuchungen zur Verlasslichkeit der einzelnen Methoden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist folglich die Untersuchung der Test-Retest-Reliabilitat der
genannten Verfahren in unterschiedlichen Patientenkollektiven, was bislang noch nicht
erfolgt ist.

Die prazise und akkurate Isolation von CECs ist Grundvoraussetzung fur die
weitergehende Erforschung der Endothelfunktion. Zu diesem Zweck wurde in einem
ersten Schritt ein Marker-Panel etabliert, anhand dessen CECs von Blutzellen

differenziert werden konnen (Publikation 1, [1].
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In einem zweiten Schritt wurde die entwickelte Methode an zwei Messzeitpunkten
angewandt und die Reliabilitat der Messungen bestimmt (Publikation 2, [2]). Gleiches
erfolgte fur die PAT-Methode (Publikation 3, [3]).
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2. Material und Methodik

2.1 Studienkonzept und -population

Alle Studienteilnehmer wurden zwischen August 2014 und September 2015 Uber die
Datenbank des Kompetenzzentrums Herzinsuffizienz und die kardiologischen Stationen
des Virchow Klinikums der Charité Universitatsmedizin Berlin rekrutiert.

Die Patienten waren zwischen 35 und 80 Jahren alt und mussten 4 Wochen vor
Studienbeginn klinisch stabil sein.

Ausschlusskriterien waren symptomatische koronare Herzerkrankungen, Herzinfarkt
oder Schlaganfall in den letzten 3 Monaten, eine Koronarintervention in den letzten 4
Wochen, relevante Herzklappenerkrankungen, unkontrollierter Bluthochdruck (mit
systolischem Blutdruck > 180 mmHg oder diastolischem Blutdruck > 95 mmHg), Anamie
mit Hamoglobin < 10 g/dl oder unbehandelte Schilddrisenerkrankungen.

Es wurden vier Patientengruppen eingeschlossen: Patienten mit Herzinsuffizienz und
erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF), Patienten mit Herzinsuffizienz und reduzierter
Ejektionsfraktion (HFrEF), Patienten mit diabetischer Nephropathie (DN) und Patienten
mit arterieller Hypertonie ohne strukturelle Herzerkrankungen (aHT). Ziel war es, 25
Patienten pro Gruppe zu rekrutieren. Fur die beiden Test-Verfahren PAT und CEC-
Bestimmung unterschieden sich die Teilnehmerzahlen leicht, da Patienten aus
unterschiedlichen Grunden, zum Beispiel aufgrund von einer PAT-Messung mit
Signalartefakten, ausgeschlossen wurden.

Alle Teilnehmer nahmen eine Screeningvisite und zwei Studienvisiten wahr. Die
Screeningvisite diente dazu, Ein- und Ausschlusskriterien erneut zu evaluieren und
Basisdaten (Grofe, Alter, Gewicht, BMI) zu erheben. Beide Studienvisiten liefen identisch
ab und beinhalteten die PAT-Messung und die Gewinnung der Blutproben fur die CEC-
(bzw. EPC-)Bestimmung. Das Zeitintervall zwischen beiden Studienvisiten, die zumeist
morgens und zur selben Zeit erfolgten, betrug 4 — 14 Tage.
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Die Studienteilnehmer waren am Untersuchungstag nuchtern und sollten, wenn maglich,

auf die Einnahme ihrer Dauermedikation verzichten.

2.2 Durchflusszytometrie

Primar diente die Durchflusszytometrie als Methode zur Etablierung eines
Messverfahrens fur zirkulierende Endothelzellen und endotheliale Progenitorzellen. Die
im Folgenden knapp beschriebene Methode wurde dann sekundar in unserer Studie
verwendet, um die CECs und EPCs in vendsen Blutproben der Studienteilnehmer zu

bestimmen.

Die Blutentnahme erfolgte mit Transfix’EDTA-RoOhrchen. Die ersten 3 ml Blut wurden
verworfen, um mogliche Kontaminationen durch die Venenpunktion zu vermeiden. Die
Blutproben wurden anschlieRend unter Kuhlung bei konstant 4°C gelagert, transportiert
und innerhalb von 72 Stunden nach Blutentnahme verarbeitet.

Die Messung der zirkulierenden Endothelzellen und endothelialen Progenitorzellen
erfolgte mittels Durchflusszytometrie unter Verwendung eines Markerpanels
mononuklearer Antikdrper und der Kernfarbung Syto16. CECs wurden definiert als DNA®,
CD459m CD31*, und CD146* [23]. EPCs wurden definiert als CD45%™m, CD34", CD133",
and CD31*, FSClow-medum - ggClow [33]. Jede Blutprobe durchlief drei Messungen, aus
denen der Mittelwert gebildet wurde. Die Angabe der Zellzahlen wurde dann in Relation
zu peripheren mononuklearen Zellen (PMNCs, peripheral mononuclear cells) als
CECs/EPCs pro PMNC gemacht. Um absolute CEC/EPC-Zahlen (Zellen/ml) zu erhalten,
erfolgte die Multiplikation der initialen Ergebnisse mit der absoluten PMNC-Zahl. Diese
wurde mittels Flow-Count-Fluorospheres ermittelt, einer Technik, die eine Suspension
aus fluoreszierende Mikropartikeln verwendet [34].

Im Anschluss dienten Spiking Experimente zur Validierung dieser Methode:
Probandenblut wurde hierbei in steigender Konzentration mit einer bekannten Anzahl
Zellen aus definierten Zelllinien angereichert, deren Wiederfindungsraten anschlie3end
mittels der beschriebenen Markerpanel ermittelt wurden. Analog lief anhand
entsprechender Kontrollen die erfolgreiche Validierung der Gating-Strategie zur
|dentifikation von EPCs ab. Eine Gating-Strategie ist, vereinfacht gesagt, eine Methode

15



zur Auswahl von Zellen aus einer Flowzytometrie-Messung auf Basis definierter

Eigenschaften der Zelloberflache [35].

2.3 PAT-Messung

Verwendet wurde das EndoPAT-System (Firma Itamar Medical Ltd.), das pulsatile
Volumenveranderungen an beiden Zeigefingern misst.

Zu Beginn erfolgte die elektronische Erfassung des Ausgangs-Blutdruckwertes am nicht-
dominaten Oberarm. An eine 5-minutige Baseline-Periode schloss sich eine 5-minutige
Oberarm-Blutsperre (100 mmHg Uber dem systolischen Ausgangswert, maximal aber
300 mmHg) an, auf die eine weitere abschlieRende 5-minutige Post-Okklusionsphase
folgte. Wahrend dieser drei Phasen erfasste das EndoPAT-System kontinuierlich die
pulsatilen Volumenveranderungen.

Hierbei lag der Proband in einem abgedunkelten Raum bei etwa 20°C
Umgebungstemperatur. Beide Arme wurden unter Verwendung von Armschienen am
Korper angelagert.

Die EndoPAT-Software berechnete dann fur jeden Test den Augmentations-Index (Al),
den Al normiert auf 75 Herzschlage pro Minute (AI@75 [13]) und den Reaktive-
Hyperamie-Index (RHI, reactive hyperemia index), der das Ausmall des
Endothelschadens angeben soll [36]. Wegen der Asymmetrie der RHI-Verteilung wurden
die gemessenen RHI-Werte mittels logarithmischer Transformation (InRHI) in eine
Normalverteilung uberfuhrt.

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Software-Programme R Version 3.3.1
und Statistical Package for Social Science (SPSS), IBM® Version 25.0. Die Analysen
wurden von Dr. rer. nat. A. Busjahn, HealthTwist GmbH, durchgefuhrt und Gberpruft.

Zuerst fand eine Auswertung der Ergebnisse mittels Methoden der deskriptiven Statistik
unter Berechnung der Mittelwerte, Standardabweichungen und Medianwerte statt.
AnschlieBend erfolgte die Untersuchung der Daten auf das Vorliegen einer
Normalverteilung unter Verwendung des Komogorov-Smirnov-Tests. Als statistisch
signifikant galt ein p < 0,05.
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Zur Analyse der Test-Retest-Reliabilitat erfolgte die Berechnung der Intra-Klassen-
Korrelation bzw. des Intra-Klassen-Koeffizienten (ICC). Hierbei erfolgte ein Vergleich der
Ergebnisse aus beiden Studienvisiten. Die Berechnung des ICC fand fur die CECs/EPCs
und analog fur die PAT-Messung statt.

Der ICC ist ein statistisches MaR zur Analyse der Ubereinstimmungsreliabilitat. Seine
Werte liegen zwischen -1 und 1. Die Interpretation des ICC folgte den Empfehlungen
von Koo et al. [37]: ICC < 0.50 weist auf eine schlechte, ICC 0.5 — 0.75 auf eine
moderate, ICC 0.75 — 0.9 auf eine gute und ICC > 0.9 auf eine exzellente Reliabilitat
hin.

Die grafische Veranschaulichung der Ubereinstimmung (Konkordanz) erfolgte mittels
Bland-Altman-Diagrammen. In einem kartesischen Koordinatensystem werden hierbei
auf der Abszisse der Mittelwert beider Messungen, auf der Ordinate die Differenz beider
Messwerte aufgetragen. Somit wird das Verhaltnis zwischen den Unterschieden von
Visite 1 und Visite 2 (Differenz: Visite 1 — Visite 2) und den Mittelwerten beider Visiten
[(Visite 1 + Visite 2)/2] dargestellt [38].
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3. Ergebnisse

3.1 Durchflusszytometrische Quantifizierung von CECs und EPCs

Die durchschnittlichen Wiederfindungsraten in den Spiking-Experimenten zur Validierung
der beschriebenen Markerpanel fur die durchflusszytometrische Quantifizierung von
CECs und EPCs lagen zwischen 83 und 115%.

Die Reliabilitat des Messverfahrens fur CECs und EPCs war in Transfix-Rohrchen hoher
als in EDTA- und Lithium-Heparin-Roéhrchen (Li-Heparin-Rohrchen). Anders als in EDTA-
und Li-Heparin-Rdhrchen, lielRen sich CECs in Transfix-Rohrchen auch nach 72 h noch
messen. Bei CECs lag die Inter-assay-Variabilitat von unabhangigen Messungen nach
0, 24, 48 und 72 Stunden hinweg in Transfix-Rohrchen bei 13%, wahrend die Intra-assay-
Variabilitat von 4 Wiederholungsmessungen zum gleichen Zeitpunkt bei 15.1% lag. Nach
72 h waren in den Transfix-Rohrchen durchschnittlich 109% der initialen EPC-Werte, im
Vergleich zu 77,1% (EDTA) und 79,1% (Li-Heparin) messbar. Auch die Inter-assay-
Variabilitat der Messwerte fur EPCs uber die 4 Messzeitpunkte hinweg war in den
Transfix-Rohrchen (Variationskoeffizient 6,7%) deutlich niedriger als in EDTA- (17,7%)
und Li-Heparin-Rohrchen (10,5%). Die Intra-assay Variabilitat der 4 Messungen von
EPCs in Transfix-Rohrchen lag bei 15,1%. Aufgrund dieser Befunde erfolgten die
weiteren Messungen von CECs und EPCs unter Verwendung von Transfix-Rohrchen.

Der mediane CEC-Wert, gemittelt jeweils aus 3 Messungen aus derselben Blutprobe, lag
bei gesunden Probanden bei 5,5/ml (Interquartilenabstand 4-7,3). Im Vergleich dazu
betrugen die medianen CEC-Werte bei Patienten mit HFpEF 23/ml (8,1-31,7), bei HFrEF
11,7/ml (4,7-28,5), bei DN 16,7/ml (9,7-28,1) und bei HTN 14,4/ml (6,3-21,4). Bei
Patienten mit DN und HFpEF waren die medianen CEC-Werte im Vergleich zu gesunden
Probanden statistisch signifikant erhoht (P < 0.05). Die ermittelten medianen Werte fur
EPCs zeigten in keiner der 4 untersuchen Gruppen signifikante Unterschiede zu den
EPC-Werten gesunder Probanden.

Die Spezifitat des Assays bei einem Cut-off von 10,5 CECs/ml betrug ingesamt 90% fur
das Gesamtkollektiv samtlicher Patientensubgruppen. Die Sensitivitat des Assays fur die
Subgruppen lag bei diesem Cut-off-Wert fur HFpEF bei 70,4 %, fur HFrEF bei 52 %, fur
DN bei 68 % und fur aHT bei 66,7 %.
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3.2 Test-Retest-Reliabilitat der Quantifizierung von CECs und EPCs

In der darauffolgenden Test-Retest-Reliabilitatsstudie der neu etablierten Methodik zur
durchflusszytometrischen Quantifizierung von CECs und EPCs betrug der Median der
CECs bei der ersten Visite 12/ml (5./95. Perzentile: 6/22) und bei der zweiten Visite 11/ml
(6/24) fur das Gesamtkollektiv, wahrend der Median der EPCs bei der ersten Visite bei
679/ml (447/1281) und bei der zweiten Visite bei 736/ml (510/1105) lag. Der mediane
Zeitabstand zwischen den Messungen betrug 7 Tage. Die Intraklassen-Korrelationen
zwischen den Messungen an den beiden Visitentagen zeigten eine schlechte Reliabilitat
fur CECs in allen Patientengruppen (CEC-ICC -0,031-0,294) und eine moderate bis
exzellente Reliabilitat fur EPCs (EPC-ICC 0,694-0,946).

Im Einzelnen lagen die Intraklassen-Korrelationen der ermittelten medianen Werte von
CECs an den beiden Visitentagen bei Patienten mit HFpEF bei 0,294 (ICC 95% CI -0,08—
0,6), bei Patienten mit HFrEF bei 0,076 (-0,32-0,45), bei Patienten mit DN bei -0,031
(0.44-0.37) sowie 0,143 (-0,27-0,51) bei Patienten mit aHT. Die Intraklassen-
Korrelationen der ermittelten medianen Werte von EPCs betrugen bei Patienten mit
HFpEF 0,694 (ICC 95% CI 0,43-0.85), bei Patienten mit HFrEF 0,946 (0,88-0,98), bei
Patienten mit DN 0,946 (0.88— 0.98) und bei Patienten mit aHT 0,668 (-0,37-0,84).

Die visuelle Auswertung des Bland-Altman-Diagramms fur mediane CECs zeigte eine
positive Korrelation der Differenz der CEC-Werte beider Visiten und derb absoluten
medianen CEC-Werte. Dieser Trend war fur EPC-Werte nicht erkennbar.

3.3 Test-Retest-Reliabilitat von PAT-Messungen

Die Ergebnisse der Test-Retest-Reliabilitatsstudie zur PAT als funktionellem Parameter
zur Quantifizierung der endothelialen Dysfunktion waren wie folgt: Die Test-Retest-
Reliabilitat der Mittelwerte der Ergebnisse des InRHI war moderat bis gut (InRHI-ICC
0,557-0,863) fur die beiden Visitentage. Auch die Reliabilitat der Ergebnisse des AI@75
war moderat bis gut (Al@75-1CC 0,548-0,879). Lediglich bei Patienten mit arterieller
Hypertonie zeigte sich eine schlechte Intraklassen-Korrelation zwischen den Messungen
(INRHI-ICC = 0,125, Al@75-ICC = 0,144).
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Im Einzelnen lagen die Intraklassen-Korrelationen der ermittelten Mittelwerte des InRHI
an beiden Visitentagen bei Patienten mit HFpEF bei 0,557 (ICC 95% CI 0,21-0,78), bei
Patienten mit HFrEF bei 0,576 0,22-0,8), bei Patienten mit diabetischer Nephropathie
bei 0,863 (0.7— 0.94) und bei Patienten mit arterieller Hypertonie bei 0,125 (-0,27-0,51).
Die Intraklassen-Korrelationen der ermittelten Mittelwerte des Al@75 betrugen bei
Patienten mit HFpEF 0,879 (ICC 95% CI 0,75-0.94), bei Patienten mit HFrEF 0,619
(0,27-0,82), bei Patienten mit DN 0,548 (0.76— 0.96) und bei Patienten mit aHT 0,136
(-0,3-0,52).

Die visuelle Auswertung des Bland-Altman-Plots fur mediane InRHI-Werte zeigte keine

offensichtliche Abhangigkeit zwischen der Differenz des InRHI an beiden Visitentagen

und den jeweiligen Mittelwerten.
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4. Diskussion

4.1 Wesentliche Ergebnisse

Zusammenfassend haben die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Quantifizierung
von CECs und EPCs gezeigt, dass eine verlassliche Detektion dieser Zellen anhand der
beschriebenen Methode grundsatzlich moglich ist. Die Konzentration von CECs konnte
insbesondere bei Patienten mit DN und bei Patienten mit HFpEF als diagnostischer
Parameter herangezogen werden. Die Test-Retest-Reliabilitat der CEC-Bestimmung war
allerdings bei allen Patientensubgruppen gering.

Zwar konnten wir zeigen, dass die Reliabilitdit der EPC-Konzentrationsbestimmung
moderat (Patienten mit HFpEF, aHT) bzw. exzellent (Patienten mit HFrEF, DN) war, die
absoluten EPC-Konzentrationen in den Patientensubgruppen unterschieden sich jedoch
nicht signifikant von der bei gesunden Probanden.

Die PAT-Studie zeigte eine exzellente bis gute (Patienten mit DN) bzw. gute bis moderate
(Patienten mit HFpEF, HFrEF) Test-Retest-Reliabilitat. Lediglich in der aHT-Gruppe war

die ermittelte Test-Retest-Reliabilitat niedrig.

4.2 CECs und EPCs

Zum Zeitpunkt der Studiendurchflihrung existierte in der Literatur noch kein einheitliches
Oberflachenmarkerprofil zur Differenzierung von CECs [39]. Mittlerweile hat die Gruppe
Lanuti et al. [32] in einer multizentrischen Studie eine Definition von CECs
(alive/nucleated/CD45" /CD34°19"YCD146%) (berprift und als zuklnftigen Standard
vorgeschlagen, die allerdings von der in unseren Studien verwendeten Definition
abweicht. Mit dem von uns untersuchten Durchflusszytometrie-Markerprofil scheint aber
grundsatzlich eine Quantifizierung von CECs (und EPCs) moglich. Dies wird
insbesondere durch die hohen durchschnittlichen Wiederfindungsraten von CECs in
Spiking-Experimenten zwischen 83 und 115 % deutlich.

Das Abschilfern von geschadigten Endothelzellen ist ein seltenes zellulares Ereignis.
Selbst bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen ist die Konzentration von
nachweisbaren CECs sehr gering. Dementsprechend haben bereits kleine Variationen
einen grol3en Effekt auf Korrelation und Ubereinstimmung von zeitlich versetzten Tests,
was die Validitat der Ergebnisse limitiert. Signifikante Erhdhungen von CECs sind oft
transient und am haufigsten bei Patienten mit akuten vaskularen Erkrankungen zu

beobachten (z.B. beim akuten Koronarsyndrom oder bei akuter Herzinsuffizienz) [33, 40].
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Das Vorliegen einer akuten kardiovaskularen Erkrankung war in dieser Studienpopulation

jedoch ein Ausschlusskriterium.

Laut Lanuti et al. liegt die mediane CEC-Konzentration bei gesunden Frauen bei 11,55
CECs/ml (5./95. Perzentile: 1,85/35,4 CECs/ml) und bei gesunden Mannern bei 9,31
CECs/ml (2,53/32,04 CECs/ml). In unserem Patientenkollektiv konnten wir in der ersten
Studie zwar gegenuber gesunden Probanden signifikant erhohte CEC-Konzentrationen
in zwei Kohorten nachweisen, allerdings gab es keine signifikanten Unterschiede bei den
EPC-Konzentrationen. Auch wenn hier keine statistische Auswertung erfolgte, lassen die
absolute Werte der EPC-Konzentrationen in den Patientengruppen der Test-Retest-
Studie vermuten, dass auch hier kein signifikanter Unterschied zu gesunden Probanden
besteht. Nur 5 % der Patienten hatten eine CEC-Konzentration uber 22 CECs/ml,
dementsprechend waren der Groldteil der ermittelten Werte noch innerhalb des von
Lanuti et al. beschriebenen Referenzbereichs. Da die absoluten CEC-Konzentrationen
mit dem Ausmal} des vorliegenden Endothelschadens korrelieren [27, 41], legt diese
Verteilung nahe, dass die untersuchten Patienten insgesamt wenig Endothelschaden
aufwiesen. Wir konnten demnach zeigen, dass die wiederholte Messung der EPC-
Konzentration reliabel ist. Wir vermuten, dass sich die Konzentration der EPCs allerdings
erst bei ausgepragtem Endothelschaden signifikant reduziert und sehen deshalb in der
CEC-Konzentration eher einen Parameter zur Friherkennung von Endothelschaden.

Die Bland-Altman-Analyse unserer Ergebnisse lasst vermuten, dass die biologische
Variabilitdt der CEC-Konzentrationen positiv mit den absoluten CEC-Konzentrationen
korreliert. Mit anderen Worten, je hoher die absoluten Werte, desto grofer auch der
Schwankungsbereich der Konzentrationen bei ein und derselben Person. Dies deckt sich
mit den vorliegenden Ergebnissen der wenigen Studien, die zwar longitudinal stabile
CEC-Konzentrationen bei Gesunden gefunden haben, bei Patienten mit
kardiovaskularen Erkrankungen jedoch eine hohe Variabilitat der CEC-Konzentrationen
feststellten [32, 42].

4.3 Pulsamplituden-Tonometrie (PAT)

Vorherige Studien zur Analyse der PAT bei gesunden Probanden sowie bei Patienten mit
metabolischem Syndrom haben eine moderate bis sehr gute Reliabilitdt der Messung
demonstriert [15, 17, 43, 44]. Das deckt sich mit den von uns ermittelten Ergebnissen zur
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Reliabilitat der PAT in den Patientengruppen mit HFpEF, HFrEF und DN. Diese
Ergebnisse sind hilfreich zur Etablierung der PAT als erganzender Parameter zur
Messung der flussvermittelten Vasodilatation. Diese ist zum aktuellen Zeitpunkt das am
haufigsten eingesetzte nicht-invasive funktionelle Verfahren zur Messung der
Endothelfunktion. Wahrend die flussvermittelte Vasodilatation aber primar die
Endothelfunktion der grof3en Arterien erfasst [45], ermdglich die PAT die Messung der
Endothelfunktion in der Mikrozirkulation, die in der Regel zuerst von Endothelschaden
betroffen ist [4]. Da die Messung der flussvermittelten Vasodilatation
untersucherabhangig und vergleichsweise teuer ist, stellt die PAT eine vielversprechende
Alternative dar. Beide Verfahren haben gemein, dass sie vom Einfluss verschiedener
Faktoren abhangig sind, wie beispielsweise dem Ausmal} der Symphathikus-Aktivitat und
dem Zeitpunkt der Messung, der Raumtemperatur (und weiteren physikalischen Faktoren
z.B. Luftdruck) und der Einnahme von Medikamenten oder Substanzen, die den
Gefalltonus beeinflussen [44, 46].

Die schlechte Test-Retest-Reliabilitat der PAT in der Patientengruppe mit arterieller
Hypertonie kdnnte indessen am ehesten folgendermalen zu erklaren sein.

Einerseits erfolgten die Messungen in dieser Gruppe haufig erst nachmittags und im
Vergleich zu den anderen Gruppen durchschnittlich zu einer spateren Uhrzeit.
Andererseits zeigten sich in der aHT Gruppe verglichen mit den anderen Gruppen
grolRere Unterschiede zwischen den Herzfrequenzen beider Messzeitpunkte. Aus

letzterer lassen sich Ruckschlisse auf den Sympathikotonus ziehen [44].

4.4 Allgemeine Limitationen

Trotz unserer Bemuhungen, bekannte Einflussfaktoren auf die Gefal3funktion zu
kontrollieren, wie beispielweise Umgebungstemperatur, Tageszeitpunkt der Messung,
Konsum von Alkohol, Zigaretten oder Koffein, sowie kurzfristige Anderungen der
eingenommenen Medikation, konnen wir nicht ausschlielen, dass diese Faktoren die
Analyse der endothelialen Dysfunktion mittels PAT und CEC/EPC-Quantifizierung

beeinflusst haben.

Daruber hinaus limitieren die vergleichsweise kleinen Kohortengrofien (24-26 Patienten)
die Generalisierbarkeit der Ergebnisse. Die Grolie der Kohorten erklart zudem auch die
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hohen Variationskoeffizienten der PAT- und CEC/EPC-Studien sowie die grofden
Spannweiten der Konfidenzintervalle fur die ermittelten Intraklassen-Korrelationen.
Entsprechend eingeschrankt ist die Aussagekraft der Ergebnisse Uber die tatsachliche
Reliabilitat.

Der mediane Zeitabstand zwischen den Messungen an beiden Visiten betrug 7 Tage.
Eine Aussage uUber die langfristige Test-Retest-Reliabilitat der Messparameter fur die
endotheliale Dysfunktion ist anhand dieses Studiendesigns naturgemaf nicht moglich.

4.5 Ausblick

Zukunftige Studien sollten die Test-Retest-Reliabilitat der durchflusszytometrischen
Quantifizierung von CECs und EPCs sowie der PAT in einer gro3eren Studienpopulation
testen und dabei weitere kardiovaskulare Erkrankungen einschlieBen, die mit
endothelialer Dysfunktion einhergehen.

Das Etablieren einer einheitlichen Definition von CECs ist essentiell, um
Studienergebnisse vergleichen zu konnen. Die multizentrische Studie von Lanuti et al. ist
ein wichtiger Schritt in diese Richtung.

Da CECs als Biomarker gelten, die Endothelschaden bereits vor dem Auftreten klinischer
Symptome anzuzeigen vermogen, ware aulderdem eine Analyse der Reliabilitat der CEC-
Bestimmung in einer Gruppe mit asymptomatischen Patienten mit nachgewiesener fruher
endothelialer Dysfunktion im Vergleich zu einer Gruppe asymptomatischer Patienten
ohne nachweisebare Endothelschaden hilfreich. Ein solches Studiendesign liel3e
Ruckschlusse auf die Anwendbarkeit von CECs zum Nachweis von Endothelschaden vor
deren klinischer Manifestation zu.

Um die PAT weiter als Messmethode fur endotheliale Dysfunktion zu etablieren, sollten
zukunftige Studien die Wirkung von kontrollierbaren Einflussfaktoren (z.B.
Sympathikotonus, Tageszeit, Medikation) und deren Eliminierung untersuchen.

Daruber hinaus ware eine ubergreifende Analyse der Ergebnisse aus den beiden Test-
Retest-Studien vielversprechend, da hieruber ein Vergleich der Quantifizierung von
Endothelschaden mittels Biomarkern gegenuber einer funktionellen Messung moglich

ware.

In Zukunft ist moglicherweise eine Differenzierung des Ursprungsortes von CECs anhand
ihres Oberflachenprofils moglich. Da sich die Antigenexpression von Endothelzellen
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sowohl innerhalb des selben Organs wie auch zwischen verschiedenen Organen
unterscheidet [47], erscheint eine differenzierte Analyse von CECs basierend auf dem
Phanotyp sinnvoll. Eine solche Subanalyse konnte eine prazise Zuordnung von CECs
zum tatsachlichen Ort des zugrundeliegenden Endothelschadens ermdglichen.

4.6 Schlussfolgerung

In den beschriebenen Studien konnten wir ein Markerprofil zur durchflusszytometrischen
Quantifizierung von CECs und EPCs etablieren. Obwohl die Test-Retest-Reliabilitat der
CEC-Quantifizierung niedrig war, glauben wir, dass CECs im Vergleich zu EPCs der
vielversprechendere Biomarker zur Friherkennung von Endothelschaden ist.

Die schlechte Reliabilitat weist auf die hohe biologische Variabilitat insbesondere bei
fortgeschrittenem Endothelschaden hin.

Des Weiteren haben wir eine sehr gute bis gute Test-Retest-Reliabilitat der PAT bei
Patienten mit diabetischer Nephropathie sowie eine gute bis moderate Test-Retest-
Reliabilitat bei Patienten mit HFrEF und HFpEF festgestellt. Dies unterstreicht das
Potenzial dieser Methode.

Grundsatzlich sind Malinahmen zur fruhzeitigen Erkennung der endothelialen
Dysfunktion und somit zur Verhinderung von Folgekrankheiten sinnvoll und
wunschenswert. Eine Grundvoraussetzung fur die Etablierung nicht-invasiver Methoden
im Klinikalltag ist eine zuverlassige und sensitive Messung.

Die Erfassung der Test-Retest-Reliabilitat stellt hier eine wichtige Grundlage dar, um die

klinische Anwendung der diskutierten Parameter auf den Weg zu bringen.
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Buescher et al., Int J Cardiovasc Res 2021, 10:4

Test-Retest Reliability of Flow-
Cytometric Quantification of
Circulating Endothelial Cells
and Endothelial Progenitor Cells
in Cardiovascular Diseases

JosephineBuescher", Fabian Weisrock’ Max Fritschka?
Sebastian Beckmann', Simon Litmeier!, Elvis Tahirovic',
Sara Radenovic’, Andreas Busjahn? Thomas Krahn?,
Wilfried Dinh*’and Hans-Dirk Duengen'’

Abstract

Circulating Endothelial Cells (CECs) and Endothelial Progenitor
Cells (EPCs) are gaining importance as quantifiable surrogate
biomarkers of Endothelial Dysfunction (ED). Lack of a common
definition and consequently, a standardized quantification method
has limited clinical applicability of these biomarkers. A reliable,
reproducible, and practicable method is required to achieve the full
potential of these parameters. The objective of this study was to
evaluate the test-retest reliability over a short period of time (~7
days) of flow cytometric quantification of CECs and EPCs in human
whole blood from patients with cardiovascular disease. 100 patients
(mean age 65 years = 10 years, 30 women) were enrolled into a
prospective study consisting of 4 patients groups: Heart Failure
with reduced Ejection Fraction (HFrEF; n=25), Heart Failure with
preserved Ejection Fraction (HFpEF; n=26), Diabetic Nephropathy
(DN; n=25), and Hypertension (HTN; n=24). In addition, 11 healthy
volunteers were included as a control group. At 2 study visits, a
blood sample was drawn, which underwent an identical sequence
of preparation and analysis. CECs (DNA+, CD45 dim, CD31+, and
CD146+) and EPCs (CD45 dim, CD34 br, CD133+, and CD31+, FSC
low—medium, SSC low) were countedvia Flow cytometry. To assess
short-term test retest reliability, correlation (intraclass correlation)
and agreement (Bland-Altman plot) of the measurements obtained
at the 2 study visits were evaluated. Across all patients, median
CECs/ml and EPCs/ml were 12 (5th/95th percentile: 6/22) and 679
(447/1281) at visit 1 and were 11 (6/24) and 736 (510/1105) at visit
2, respectively; Intraclass Correlation (ICC) was poor for CEC count
(0.106; ICC-95% CI-0.08-0.29) and good for EPC count (0.9; 0.86—
0.93). In patients with HFpEF, ICC was poor for CEC count (0.294;
95% CI-0.08-0.6) and moderate in strength for EPC count (0.694;
0.43-0.85). In patients with HFrEF, ICC was poor for CEC count
(0.076; -0.32-0.45) and excellent in strength for EPC count (0.946;
0.88-0.98). In patients with DN, ICC was poor for CEC count
(-0.031; -0.44-0.37) and excellent in strength for EPC count (0.946;
0.88-0.98). In patients with HTN, ICC was poor for CEC count
(0.143; -0.27-0.51) and moderate in strength for EPC count (0.668;
0.37-0.84). In healthy controls, ICC was poor for CEC count (0.378;
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-0.26-0.78) and good in strength for EPC count (0.846; 0.59-0.96).
A Bland-Altman plot showed a positive correlation of variations
of differences and increasing median CEC counts; there were no
distinct trends for median EPC counts. Our analyses indicate that
flow cytometric quantification of EPC concentrations is reliable in
patients with HFpEF, HFrEF, DN, and HTN. Quantification of CEC
concentrations showed poor test-retest reliability across all patient
groups. Further research is necessary to elucidate the nature of this
finding, which could be due to higher biological variability in patients
with severe ED. Clinical Trial Registration Identifier: NCT02299960

Keywords

Circulating endothelial cells, Endothelial progenitor cells,
Cardiovascular disease, Endothelial dysfunction, Heart failure,
Diabetic nephropathy, Hypertension, Test-retest reliability

Abbreviations: CEC: Circulating Endothelial Cell; Cl: Confidence
Interval; CTRL: Control; DN: Diabetic Nephropathy; ED: Endothelial
Dysfunction; EPC: Endothelial Progenitor Cell; HFpEF: Heart
Failure with Preserved Ejection Fraction; HFrEF: Heart Failure with
Reduced Ejection Fraction; HTN: Hypertension; ICC: Interclass
Correlation; LoA95: 95% Limits of Agreement; PMNC: Peripheral
Mononuclear Cell; UACR: Urine Albumin to Creatinine Ratio.

Introduction

The endothelium has a pivotal role not just in establishing the
functional integrity of the vasculature, but also in the regulation of
blood pressure, coagulation, and leukocyte migration. Among a
myriad of different conditions, a dysfunction of the endothelial vessel
layer is associated with Cardiovascular Diseases (CVD) as well as
their pathophysiologic drivers such as hypertension, diabetes mellitus,
and atherosclerosis [1-3]. Endothelial Dysfunction (ED) has been
shown to be integral for both the pathogenesis and the progression
of CVD [4]. A measurable ED often precedes the onset of symptoms
of these diseases and its complications, such as congestive heart
failure, myocardial infarction, stroke, kidney disease, and pulmonary
hypertension [1,5,6]. Therefore, reliable and accurate assessment
and quantification of ED has considerable potential as a diagnostic,
therapeutic, and a prognostic parameter.

Circulating Endothelial Cells (CECs) and circulating Endothelial
Progenitor Cells (EPCs) have been described as promising biological
markers of ED [1,5,7,8]. CECs are desquamated endothelial cells that
detach in response to either mechanical vessel injury or as a result of
impaired cellular adhesion [8]. EPCs, on the other hand, are derived
from the bone marrow and play an important role in the maintenance
of endothelial integrity and hemostasis as they proliferate at the site of
vessel injury and can differentiate into mature endothelial cells. While
CECs reflect endothelial injury, EPCs indicate endothelial recovery;
Thus, the two types of cells are believed to represent different aspects
of the spectrum of ED [2]. EPCs can be further differentiated into
early and late EPCs based on their maturation stage.

The two most widely used methods for measurement of CECs
and EPCs are immune magnetic separation and flow cytometry,
both of which rely on the expression of different cell surface markers
[9]. Polychromatic flow cytometry is currently considered the most
sensitive method for quantification of CECs [10].
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The reliable identification of the cell lines is challenging, as they
share some of their cell surface antigens among each other as well
as with many other circulating cells and the expressed antigens vary
throughout the life cycle of these cells [11,12]. Typically, a combination
of cell surface markers is used for their definition because no single cell
surface marker is fully specific. Although various marker profiles have
been proposed for standardization, detection methods and reported
counts vary greatly across different laboratories and exact definitions
remain controversial [13-15].

Because the endothelial lining is regularly renewed, levels of
CECs are very low (~10 CECs/ml) in healthy individuals, making the
release of these cells a rare event [1]. In CVD, CEC count is increased
significantly (often exceeding 100 CECs/ml) [1]. EPCs, in contrast, are
typically decreased in advanced CVD such as coronary artery disease
and severe congestive heart failure, reflecting an impaired ability of
vascular recovery [6,16]. In mild congestive heart failure, on the other
hand, EPCs are increased presumably reflecting increased recruitment
of progenitor cells from the bone marrow [17,18].

Though numerous studies have been published that praise the
potential of CECs as a biomarker of endothelial injury, the lack of
common definitions and the difficulty of quantifying CECs and EPCs
reliably has so far limited their application in clinical practice [10].
A prerequisite for the transfer of this method from the laboratory
to clinics is a reproducible, reliable, and practicable approach for
identifying and quantifying endothelial dysfunction based on these
cell counts.

Recently, our group reported a novel, robust, reproducible flow
cytometric approach of quantifying CECs (DNA+, CD45 dim,
CD31+, and CD146+) and EPCs (CD45 dim, CD34 br, CD133+, and
CD31+, FSC low-medium, SSC low) from whole blood in healthy
volunteers and in patients with cardiovascular diseases. We found
significantly increased CEC counts in patients with cardiovascular
diseases compared to healthy volunteers, while EPC counts were
similar to healthy individuals [19].

To the best of our knowledge, no data have been reported
concerning the test-retest reliability of flow cytometric enumeration
of CECs or EPCs in adult patients with CVD. In addition, there are
no available studies about the biological variability of CEC and EPC
counts, which impacts test-retest reliability, in patients with CVD.
Lastly, limited data are available about disease-specific CEC/EPC
counts in general.

We are now reporting the results of the first test-retest reliability
study of flow cytometric quantification of CECs/EPCs in four separate
patient groups over a short (~7 days) time span: Heart Failure with
Preserved Ejection Fraction (HFpEF), Heart Failure with Reduced
Ejection Fraction (HFrEF), Diabetic Nephropathy (DN), and
hypertension without structural cardiovascular damage (HTN). All of
these conditions have been shown to be associated with endothelial
dysfunction [20-23]. To assess test-retest reliability, we evaluated intra
class correlation as well as agreement. We hypothesized this method
would demonstrate a high short-term test-retest reliability, indicating
that CEC/EPC count could serve as a stable biomarker of endothelial
dysfunction.

Materials and Methods
Study design

We performed a prospective, single-center, investigator-initiated
test-retest study in 100 patients with HFpEF, HFrEF, DN, and HTN

and 11 age-matched healthy volunteers. The study protocol and
amendments were approved by the Medical Ethics Committee of
Charité —University Medicine Berlin. All subjects provided written
informed consent prior to participation in the trial. All procedures
related to the trial conformed to the principles outlined in the Helsinki
Declaration and ICH-GCP. This trial is registered at clinicaltrials.gov
under clinical trials number NCT02299960.

Patient selection

Patients were recruited using the database of the study center, from
the Charité Center for cardiovascular diseases, and from outpatient
clinics between August 2014 and September 2015. A partially
different subset of the patient cohort has been described previously
[19,24]. In summary, inclusion criteria were age 35 years-80 years
and absence of clinical symptoms for 4 weeks (HFpEE DN, and
HTN) and 7 days (HFrEF) prior to screening. Exclusion criteria were
symptomatic coronary artery disease, recent (<3 months) myocardial
infarction or stroke, complex congenital heart disease, valvular
defects, cardiac arrhythmia, active myocarditis, significant respiratory
disease, change of medications during the course of the study, recent
implementation of cardiac resynchronization therapy or a cardiac
pacemaker, uncontrolled hypertension (systolic blood pressure>180
mmHg; diastolic blood pressure >95 mmHg), current participation
in a rehabilitation program, significant anemia (hemoglobin
concentration <10 mg/dl), untreated symptomatic thyroid disease, and
known malignancy or any other disease with a life expectancy of less
than one year. Detailed inclusion and exclusion criteria can be found
under the registered trial number.

171 potentially eligible patients were screened based on the criteria
described above, of which 71 were excluded and 101 were included
in the study. One patient dropped out of the study after the baseline
screening assessment, leaving 100 patients, who were subsequently
divided into four study groups based on additional criteria:

1. 26 patients with HFpEF based on the modified criteria
suggested by Paulus et al. with symptomatic heart failure NYHA I-IIT
at least three months prior to screening, sinus rhythm, and capability
to perform spirometry [25].

2. 25 patients with HFrEF based on LVEF <45% as measured
through echocardiography. Patients showed symptoms of heart failure
(NYHA I-III) at least 30 days prior to screening. Underlying causes of
heart failure included ischemic and nonischemic etiologies.

3. 25 patients with DN based on the presence of type 2 diabetes
mellitus and intake of oral antidiabetic medication or insulin. Further
criteria were GFR <90 ml/min/1,73 m2 (CKD-EPI), macroalbuminuria
(Urine Albumin to Creatinine Ratio (UACR) >300 mg/g creatinine) or
microalbuminuria (UACR 30 mg/g-300 mg/g creatinine).

4. 24 patients with HTN without clinical or echocardiographic
evidence of structural heart disease (ejection fraction >55%, no clinical
signs for coronary heart disease or HFpEF, stable antihypertensive
medication, and systolic blood pressure during screening visits <140
mmHg).

In addition, 11 healthy volunteers were enrolled at Clinical
Research Services Berlin GmbH.

Each patient underwent a baseline screening assessment and two
study visits: visit 1 (V1, 0 days—7 days after baseline assessment) and
visit 2 (V2, 4 days—14 days after visit 1). On study visit days, patients
were instructed to take their home medication as usual. V1 and V2
each included a physical examination, vital sign measurement, and
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taking peripheral venous blood samples under the same conditions.  clinical characteristics, medications, and laboratory parameters of
The median time between the two measurements was 7 days. Baseline  patients at the baseline screening assessment are shown in Tables 1
and 2.

Table 1: Characteristics, medications, and laboratory parameters of enrolled patients at baseline screening assessment. Values are mean + SD, median and
25th/75th percentile, or n (%). P-values represent the analysis of variance. HFpEF: Heart Failure with preserved Ejection Fraction; HFrEF: Heart Failure with reduced
Ejection Fraction; DN: Diabetic Nephropathy; HTN: Arterial Hypertension; CTRL: Control; BMI: Body Mass Index; HR: Heart Rate; BP: Blood Pressure; NYHA:
New York Heart Association; LVEF: Left Ventricular Ejection Fraction; LAVI: Left Atrial Volume Index; LVMI: Left Ventricular Mass Index; E/E’: Ratio between early
mitral inflow velocity (E) and mitral annular early diastolic velocity (E’); ACE: Angiotensin-Converting Enzyme; eGFR: Estimated Glomerular Filtration Rate; HbA1c:
Glycosylated Hemoglobin A1c; NTproBNP: N-terminal Prohormone Of Brain Natriuretic Peptide; TSH: Thyroid-Stimulating Hormone; HDL: High-Density Lipoprotein;
LDL: Low-Density Lipoprotein; TAG: Triacylglycerides.

Variable All (n=100) HFPEF (n=26) | HFIEF (n=25) o HTN (n=24) CTRL (n=11) p
(n=25)

Age (years) 65+ 10 69+8 62+ 11 70+9 59+7 56+ 3 0.001
Female 30 (30%) 11 (42%) 5 (25%) 4(16%) 10 (42%) 6 (55%) 0.076
BMI 2915 284 29:4 3115 2916 24t4 0.233
HR (bpm) 7013 6913 6910 74 £16 6910 - 0.378
BPsys (mmHg) 13420 137 £22 127+ 22 140 £ 19 130 + 14 - 0.114
BPdia (mmHg) 80+ 11 7810 78212 79¢12 868 - 0.035
NYHA | 15 (15%) 6 (23%) 7(28%) 2(8%) 0 (0%) - 0.001

NYHA I 39 (39%) 16 (62%) 13 (52%) 10 (40%) 0 (0%) -

NYHAII 16 (16%) 4(15%) 5 (20%) 7 (28%) 0(0%) -

LVEF (%) 52+13 59+5 358 53+ 11 62+6 - 0.001
LAVI (mL/m2) 301 3610 3313 29¢ 1 2t4 - 0.001
LVMI (g/m2) 106 30 9226 126+ 31 17423 8821 - 0.001

EIE 13£5 136 145 136 1M1£2 - 0.054
Current smoker 17 (17%) 2 (8%) 8 (32%) 5 (20%) 2(8%) - 0.075
ACE inhibitor 52 (52%) 12 (46%) 15 (60%) 16 (64%) 9(38%) - 0.225
Acetylsalicylicacid 44 (44%) 9 (35%) 15 (60%) 17 (68%) 3(13%) - 0.001
Beta blocker 69 (69%) 19 (69%) 24 (96%) 19 (76%) 7(29%) - 0.001
Calcium inhibitor 25 (25%) 7@7%) 2(8%) 12 (48%) 4(17%) - 0.008
Statin 49 (49%) 11 (42%) 15 (60%) 20 (80%) 3(13%) - 0.001

Oral antidiabetic 33 (33%) 7@7%) 2(8%) 20 (80%) 4(17%) - 0.001
Diuretic 53 (53%) 12 (46%) 17 (68%) 17 (68%) 7 (29%) - 0.015
€GFR (mL/min) 72%21 7715 7618 5121 8510 - 0.001
HbATc (%) 5.9 (5.5/7.0) 5.8 (5.6/6.2) 5.8 (5.56.1) 7.2 (6.57.8) 5.4 (5.3/6.0) - 0.001
NTProBNP (pg/mL)| 187 (75/444) 219(89/372) | 459 (224/1,306) | 257 (150/930) 62 (42/95) - 0.001
TSH (ulU/mL) 1.0 0.7/1.7) 0.9 (0.8/1.3) 0.8 (0.5/1.5) 1.4 (0.7/2.1) 1.4 (0.9/2.1) - 0.154
Hemoglobin (g/dL) 1452 1451 15£2 14%1 151 - 0.039
Total cholesterol 182 + 49 180 44 17237 17252 206 + 54 - 0.04
HDL(fn’;‘;fl_s)te’°' 52 (41/65) 61 (45/67) 51 (43/64) 42 (31/51) 56 (51/72) - 0.002
LDL cholesterol 1242 106 + 44 108 £ 37 10149 13428 - 0.021

(mg/dL)

TAG (mg/dL) 137 (92/193) 123 (91/174) 134 (76/196) | 180 (109/309) | 137 (105/172) - 0.207
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Table 2: Correlations between paired measurements (V1 VS.V2) for all patients, individual patient groups, and control group. V1: Visit 1; V2: Visit 2; ICC: Interclass-
Correlation; Cl: Confidence Interval; CEC: Circulating Endothelial Cell; CV: Coefficient of Variability; EPC: Endothelial Progenitor Cell.

Variable ‘ Variable ‘ Variable ‘ Variable ‘ Variable Variable Variable

All patients (n=100)

CECs/mL 12 (6/22) 11 (6/24) 11 0.106 -0.08-0.29

EPCs/mL 679 (447/1,281) 736 (510/1,105) 12 0.9 0.86-0.93
Heart failure with preserved ejection fraction (n=26)

CECs/mL 16 (9/24) 26 (9/37) 100 0.294 -0.08-0.6

EPCs/mL 612 (427/906) 719 (537/883) 121 0.694 0.43-0.85
Heart failure with reduced ejection fraction (n=25)

CECs/mL 8 (4/24) 10 (4/17) 18 0.076 -0.32-0.45

EPCs/mL 810 (499/1,514) 783 (524/1,537) 138 0.946 0.88-0.98
Diabetic nephropathy (n=25)

CECs/mL 14 (7/33) 14 (7/22) 123 -0.031 -0.44-0.37

EPCs/mL 674 (464/1,306) 711 (407/1,194) 59 0.946 0.88-0.98
Arterial hypertension (n=24)

CECs/mL 10 (5/17) 13 (7/22) 120 0.143 -0.27-0.51

EPCs/mL 699 (437/1,253) 779 (497/1,114) 119 0.668 0.37-0.84
Control group (n=11)

CECs/mL 7 (5/11) 3.1.(1/7) 60 0.378 -0.26-0.78

EPCs/mL 609 (408/1,169) 841 (519/894) 103 0.864 0.59-0.96

CEC/EPC identification and quantification

CECs and EPCs were assessed in each sample according to the
recently published method by Farinacci et al, which showed robust
and reproducible cell count results in healthy volunteers as well as
in patients with HFpEE, HFrEE, DN, and HTN [19]. In summary,
multicolor flow cytometry panels were used to determine the cell
counts from whole blood samples using monoclonal antibodies
directed at CD31, CD 36, CD45, and CD146 and nuclear staining
SYTO [16]. Following previously described protocols, CECs were
defined as DNA+, CD45 dim, CD31+ and CD146+,12 and EPCs
were defined as CD45 dim, CD34 br, CD133+ and CD31+, FSClow-
medium, SSClow [26]. Cell counts were counted in each sample in
triplicate to determine a mean count. Counts were then assessed in
relation to Peripheral Mononuclear Cells (PMNCs) as CECs/EPCs
per PMNC. To calculate absolute CEC/EPC counts (cells/ml), the
initial results were multiplied by the absolute PMNC count, which, in
turn, was determined through flow-count fluorospheres.

Statistical analysis

All analyses were conducted with RV 3.3.1. Continuous variables
with normal distribution are expressed as mean and Standard
Deviation (SD). Continuous variables with skewed distribution are
summarized as median and 25th/75th percentile unless otherwise
specified. Probability was significant at a level of <0.05. Reliability was
analyzed as test-retest reliability with Intraclass Correlation (ICC)
type II (single random raters), calculated as (MSB -MSE)/(MSB+
(nr-1) * MSE+nr * (MSJ-MSE) / nc) Sb2-Sw2/Sb2+Sw2 (where
Sb2=Between-Subject Variance; Sw2=Within-Subject Variance;
MSB=between mean square variance; MSE=variance and Mean
Squared Error; MSJ=Mean Square Between Judges). Confidence
Intervals (CI) for ICC (ICC-CI) were calculated according to Shrout
and Fleiss [27,28]. The mean variability was reported as mean and
SD of absolute differences in V1 and V2. For a better comparison of

variabilities, Coeflicients of Variation (CVs) were computed based on
absolute differences. CV's were calculated as SD/mean x 100 and were
reported in percentages. The necessary minimal sample size is based
on the expected ICC of rhol=0.8 versus rho0=0.5, as the minimal
ICC of clinical relevance. For interpretation of ICC, we follow the
recommendations as proposed by Koo et al,, ICC <0.50, 0.5-0.75,
0.75-0.9, and >0.9 indicate poor, moderate, good, and excellent
reliability. Data were plotted as scatterplots for V1 vs. V2 with the
expected fit, and the estimated linear fit using the nonparametric
loess (locally weighted scatterplot smoothing) regression method
[29]. Furthermore, Bland-Altman plots were generated depicting
the relationship between differences in V1 and V2 and mean (V1/
V2) [30]. Bias was calculated as mean (V2-V1). Limits of agreement
(LoA95) were calculated as bias + 1.96*SD (V2-V1) [28].

Results

Median, CV, ICC, and ICC Confidence Interval (ICC-CI) of
investigated parameters at V1 and V2 overall as well as for the
individual patient groups are displayed.

Across all patients (n=100), median CEC and EPC counts were
12 (5th/95th percentile: 6/22) CECs/ml and 679 (447/1281) EPCs/
ml at V1 and 11 (6/24) CECs/ml and 736 (510/1105) EPCs/ml at
V2, respectively. Coefficients of variations for CECs/ml and EPCs/
ml were 111% and 112%, respectively. Correlations between paired
measurements (V1 VS. V2) overall were poor for CEC count (ICC
0.106; 95% confidence interval: -0.08-0.29) and good in strength for
EPC count (ICC 0.9; 0.86-0.93).

In patients with HFpEF, median CEC and EPC counts were 16
(9/24) CECs/ml and 612 (427/906) EPCs/ml at V1 and 26 (9/37)
CECs/ml and 719 (537/883) EPCs/ml at V2, respectively. Coefficients
of variations for CECs/ml and EPCs/ml were 100% and 121%,
respectively. Correlations between paired measurements (V1 vs. V2)
in this group was poor for CEC count (ICC 0.294; -0.08-0.6) and
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moderate in strength for EPC count (ICC 0.694; 0.43-0.85).

In patients with HFrEF, median CEC and EPC counts were
8 (4/24) CECs/ml and 810 (499/1514) EPC/ml at V1 and 10
(4/17) CECs/ml and 783 (524/1537) EPCs/ml at V2, respectively.
Coefficients of variations for CECs/ml and EPCs/ml were 118% and
138%, respectively. Correlations between paired measurements (V1
vs.V2) in this group were poor for CEC count (ICC 0.076; -0.32-0.45)
and excellent in strength for EPC count (0.946; 0.88-0.98).

In patients with DN, median CEC and EPC counts were 14 (7/33)
CECs/ml and 674 (464/1306) EPCs/ml at V1 and 14 (7/22) CECs/
ml and 711 (407/1194) EPCs/ml at V2, respectively. Coefficients
of variations for CECs/mL and EPCs/ml were 123% and 59%,
respectively. Correlations between paired measurements (V1Vs.
V2) in this group were poor for CEC count (-0.031; -0.44-0.37) and
excellent in strength for EPC count (0.946; 0.88-0.98). In patients with
HTN, median CEC and EPC counts were 10 (5/17) CECs/ml and 699
(437/1253) EPCs/mlat V1 and 13 (7/22) CECs/ml and 779 (497/1114)
EPCs/ml at V2, respectively. Coefficients of variations for CECs/
ml and EPCs/ml were 120% and 119%, respectively. Correlations
between paired measurements (V1 vs.V2) in this group were poor
for CEC count (0.143; -0.27-0.51) and moderate in strength for EPC
counts (0.668; 0.37-0.84).

In healthy controls, CEC and EPC counts were 7 (5/11) CECs/
ml and 609 (408/1169) EPCs/ml at V1 and 3 (1/7) CECs/ml and 841
(519/894) EPCs/ml at V2, respectively. Coefficients of variations for
CECs/ml and EPCs/ml were 60% and 103%, respectively. Correlations
between paired measurements (V1vs.V2) in this group were poor for
CEC count (0.378; -0.26-0.78) and good in strength for EPC counts
(0.864; 0.59-0.96).

Test-retest raw data for CECs/ml and EPCs/ml are shown in
Figures 1 and 2, respectively. Scatterplots of CECs/ml and EPCs/ml
at V1 in relation to V2 are shown in Figures 3 and 4, respectively.
For a better overview, the scale of the graphs was reduced and does
not show the outliers for CECs and EPCs (see Figures 1 and 2).
Bland-Altman plots were conducted for further examination of the
differences. In CECs/ml (Figure 5), visual inspection of the plot
showed increased variations of differences as the average CEC count
increased. The mean difference between V1 and V2 CEC count was
0 CECs/ml + 20 CECs/ml overall and the width of LoA95 was -38
CECs/ml to 39 CECs/ml; 94 (94%) patients fell within the 95% limits
of agreement. In EPCs/ml, the Bland Altman plot showed no obvious
systemic trend. The mean difference between V1 and V2 CEC count
was 25 EPCs/ml + 360 EPCs/ml overall and the width of LoA95 was
-680 EPCs/ml to 731 EPCs/ml; 89 (89%) patients fell within the 95%
limits of agreement.
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Figure 1: Test-retest raw data for circulating Endothelial Cells
Measurements (CECs/ml) at visit 1 and visit 2. (v1: visit 1; v2: visit 2;
HFpEF: Heart Failure with preserved Ejection Fraction; HFrEF: Heart
Failure with reduced Ejection Fraction; DN: Diabetic Nephropathy; HTN:
Hypertension; CTRL: Control; ALL: All Participants).
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Figure 2: Test-retest raw data for Endothelial Progenitor Cell
Measurements (EPCs/ml) at visit 1 and visit 2.
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Figure 3: Concentration of Circulating Endothelial Cells (CECs/ml) at visit
1 and visit 2 with expected fit (thin line) and estimated linear fit (bold line).
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Figure 4: Concentration of Endothelial Progenitor Cells (EPCs/mL) at visit
1 and visit 2 with expected fit (thin line) and estimated linear fit (bold line).
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Differences (CECs/mL at visit 1, visit 2)
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Figure 5: Bland-Altman plot showing the relationship between CECs/ml
differences at visit 1 and visit 2 and mean (visit 1/visit 2); also showing
the regression lines between delta and mean (bold solid line) to explore
potential dependencies, as well as the limits of agreement (dashed lines).
No formal test of significance is included.

Discussion

In this manuscript, we evaluate the test-retest reliability of flow
cytometric quantification of CECs and EPCs in patients with HFpEF,
HFrEE, DN, and HTN for the first time. We carried out a prospective,
single-center, investigator-initiated study in which we quantified cell
counts with a multicolor flow cytometric protocol from whole blood
samples taken at separate points in time and following an identical
protocol. We subsequently determined the correlation (ICC) and
agreement (Bland-Altman plot) to evaluate short-term test-retest
reliability.

If measured reliably and accurately, CECs and EPCs can serve as
biomarkers of ED. CECs and EPCs have been described as independent
predictors of cardiac events [31,32]. As these cell counts change even
before the onset of clinical symptoms of cardiovascular events, timely
quantification could help predict the morbidity and mortality of
cardiovascular diseases, monitor the response to pharmacotherapy,
and prevent progression of these conditions [3,33,34].

Lanuti et al. recently reported their results from a standardized
multicenter study in which the median CEC counts in healthy
patients was 9.31 CECs/ml (5th/95th percentile: 1.85/35.40 CECs/
ml) for females and 11.55 CECs/ml (2.53/32.04 CECs/ml) for males,
but they defined CECs differently (alive/nucleated/CD45-/CD34
bright/CD146+). While they found that CEC counts in healthy
patients remained stable over time (3 months), they described high
intra subject and inter subject variability of CEC counts [10]. Ryder
et al. reported longitudinally reproducible CEC counts in a cohort of
healthy children and adolescents using immune beads, but similarly
found high intra subject variability [35].

We observed poor test-retest reliability of CEC counts in all
patient groups as well as in the control group as demonstrated by the
low ICCs. Given that absolute numbers of CECs are so low even in
patients with CVD, little variations obviously have a great effect on
correlation and agreement of repeated tests, which limits the accuracy
of our analyses. In addition, in patients with CVD, significant CEC
elevations are often transient in nature and CEC counts are highest
in patients with acute conditions (e.g., acute coronary syndrome,
acute heart failure) [21,36]. Such individuals with acute illness were
excluded from this study. We found a relatively wide range of CEC
concentrations (0 CECs/ml -176 CECs/ml), but with median values

of only 12 CECs/ml (V1) and 11 CECs/ml (V2) and only 5% of values
being above 22 CECs/ml, many of the enrolled patients had CEC
counts that would be considered within the normal range according to
Lanuti et al. Our control group of healthy volunteers, in contrast, had
lower median CEC counts of 7 CECs/ml (V1) and 3 CECs/ml (V2),
which is comparable to what has been described by other authors
[37]. Interestingly, the variability of measured CECs/ml appeared
to be proportional to the average CEC count, which suggests the
biological variability of CECs is higher in patients with elevated CEC
counts. The absolute level of CECs has been found to correlate with
the degree of endothelial dysfunction [1,36,38]. Thus, the positive
correlation between the absolute count of CECs and their biological
variability could be explained by the more widespread endothelial
damage found in patients with higher absolute CEC counts, involving
multiple vascular sites across the body.

Although we attempted to control for variables known to affect
endothelial function (e.g., room temperature, exercise, circadian
variations, recent intake of alcohol, caffeine, or tobacco, recent
changes in medications), we cannot rule out that these factors have
impacted the CEC count.

In contrast to the poor test-retest reliability in CECs, we
demonstrated moderate test-retest reliability of EPCs in patients
with HFpEF and HTN and excellent test-retest reliability in patients
with HFrEF and DN. This confirms the reliability of flow cytometric
assessment of EPC counts. Moreover, it supports the applicability of
this parameter as a surrogate biomarker of endothelial dysfunction in
these conditions.

The relatively small sample size of 24-26 patients per patient
group, which was determined based on a comparison against the
expected threshold ICC of rho1=0.8, limits the generalizability of our
findings and the comparison of differences in reliability across the
patient groups or in relation to the control group. The limited size of
the groups contributes to the wide range of ICC-CIs and high CVs. In
addition, we have only evaluated the short-term test-retest reliability
(median time between measurements: 7 days) in these patients.
Therefore, we cannot draw any conclusions about the long-term test-
retest reliability of flow cytometric CEC/EPC quantification.

Further studies should assess the test-retest reliability of flow-
cytometric CEC quantification in a larger sample and a broader range
of CVDs to investigate the reasons for poor test-retest reliability in
more detail. In addition, because CECs are considered as biomarkers
for detection of endothelial damage even before it manifests clinically,
the test-retest reliability of flow cytometric CEC quantification
should further be assessed in a group of asymptomatic individuals
with proven early endothelial dysfunction compared to a group of
asymptomatic individuals without endothelial dysfunction. Such a
study would help to determine the usability of flow-cytometric CEC
quantification as a method to detect preclinical vascular injury.

Furthermore, future methods could allow differentiating the
phenotype of CECs based on the endothelial bed from which the cells
are derived, which would be crucial for a more precise assessment
of endothelial function. Considering the functional and antigenic
heterogeneity of endothelial cells across different organs and even
within an organ, [39] a more differentiated evaluation of CECs might
be feasible.
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Conclusion

In summary, we evaluated, for the first time, the test-retest
reliability of flow-cytometric quantification of CEC and EPC counts.
The study showed moderate to excellent test-retest reliability of flow-
cytometric quantification of EPCs in patients with HFpEF, HFrEF, DN,
and HTN, supporting the use of this biomarker in the context of both
research and clinical settings. Reliability of CEC enumeration was
poor across these patient groups, possibly owing to the rarity of this
cellular event even in patients with CVD. Higher biological variability
in patients with elevated CEC counts, possibly reflecting more
extensive endothelial dysfunction across the vascular system, might
also contribute to the poor test-retest reliability of CECs. Reliable
enumeration of these cells is the requirement for clinical application
of this method of noninvasive assessment of ED. A significant degree
of intra-individual variability would limit the clinical applicability of
this diagnostic measure in these patient cohorts.
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