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Zusammenfassung

Einleitung: In der Herzinsuffizienz werden Biomarker in der Diagnostik, der Risi-
kostratifizierung, dem Verlaufsmonitoring sowie als Argument in Therapieentscheidun-
gen eingesetzt. Zur Interpretation von seriellen Messungen von Biomarkern ist es ent-
scheidend, die biologische Variabilitat (BV) eines Biomarkers zu kennen. Mit genauer
Kenntnis der BV als zufalliger Schwankung eines Biomarkers ist es moglich zu beur-
teilen, ob die Konzentrationséanderung eines Biomarkers klinisch signifikant ist. In Vor-
arbeiten wurde die BV in gesunden Probanden und stabilen Patienten mit Herzinsuffi-
zienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) bestimmt. Bei sich unterscheidenden
pathophysiologischen Prozessen und Biomarkerprofilen, gibt es aktuell keine Daten
zur BV in Patienten mit Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF). Des
Weiteren wurde die BV bislang nicht in Patienten mit arterieller Hypertonie oder multi-
morbiden Patienten mit Diabetischer Nephropathie untersucht. Diese Arbeit untersucht
deshalb die biologische Variabilitat von sechs Biomarkern in den vier Studiengruppen
HFpEF, HFrEF, arterielle Hypertonie (aHt) und diabetische Nephropathie (DN).
Methodik: Die Biomarker NT-proBNP, Galectin-3, sST2, hsTnT, Copeptin und NGAL
wurden zweifach im Intervall von einer Woche in den vier Studiengruppen gemessen.
Der intra-individuelle Coefficient of Variation (CVi = BV - biologische Variabilitat) sowie
der Reference change value (RCV) wurden nach der Methode von Fraser und Harris
berechnet.

Ergebnisse: Die BV von NT-proBNP in HFpEF war 28% im Vergleich zu 24% in
HFrEF-Patienten. Die BV von hsTnT war 14% in HFrEF, 15% in HFpEF und 12% in
Patienten mit DN. sST (8% - 12%) und NGAL (8% - 14%) hatten in allen Studiengrup-
pen eine niedrige und konsistente BV. Die BV von Copeptin war hoch (19% - 42%)
und hat sich zwischen den Studiengruppen signifikant unterschieden.

Konklusion: In dieser Arbeit wird die BV von NT-proBNP, Galectin-3, sST2, hsTnT,
Copeptin und NGAL in Patienten mit HFrEF, HFpEF, aHt und NGAL beschrieben, was
eine bessere Interpretation von seriellen Biomarkermessungen in HFpEF-Patienten

sowie multimorbiden Patienten ermoglicht.



Background: In heart failure (HF) biomarkers are used in diagnosis, risk stratification,
monitoring of disease progression and therapy guidance. When it comes to the inter-
pretation of serial measurements knowledge about the biomarker’s biological variation
(BV) is crucial. There are previous studies enlighting the BV in healthy subjects and
stable HF patients with reduced ejection fraction (rEF). Due to different pathophysio-
logical mechanism and biomarker profiles, there is a paucity of data on the BV in HF
subjects with preserved EF (pEF). Further, the effect of frequent comorbidities as ar-
terial hypertension, diabetes mellitus and kidney insufficiency on the BV is unknown.
Therefore, this study aimed to determine and compare BV of six biomarkers in HFrEF,
HFpEF, arterial Hypertension (aHt) and diabetic nephropathy (DN).

Methods: The biomarkers NT-proBNP, Galectin-3, sST2, hsTnT, Copeptin and NGAL
were quantified twice in between one week in clinical stable patients with HFrEF,
HFpEF, aHt and DN. The intraindividual coefficient of variation (CVi = BV) and the
reference change value (RCV) were calculated providing a percentage range in which
a concentration change is clinically not significant.

Results: The BV of NT-proBNP was 28% in HFpEF, 24% in HFrEF and 25% in DN.
The BV of hsTnT was 14% in HFrEF, 15% in HFpEF and 12% in DN. sST2 (8% - 12%)
and NGAL (8% - 14%) present a low and in all study groups reliable BV. The BV dif-
fered significantly between the study groups for Copeptin (19% - 42%).

Conclusion: This study determined the BV of NT-proBNP, Galectin-3, sST2, hsTnT,
Copeptin and NGAL in patients with HFpEF, HFrEF, arterial Hypertension and diabetic
nephropathy and hereby provides more robust interpration of serial biomarker meas-

urements in HFpEF- and multimorbid HF-patients.



1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz (HF — aus dem Englischen Heart Failure) stellt ein klinisches Syn-
drom dar, welches durch typische Symptome wie Luftnot, periphere Odeme und einer
verringerten korperlichen Belastbarkeit charakterisiert ist'. Als ursachlich wird eine
strukturelle und/oder funktionelle Veranderung des Herzens verstanden, welche zu ei-
ner verringerten Herzauswurfleistung oder erhdhten intrakardialen Drucken in Ruhe
oder bei Belastung fiihrt. Die verringerte Herzauswurfleistung fiihrt zu einem Missver-
haltnis zwischen dem Sauerstoffangebot im Blut und dem Sauerstoffbedarf im peri-
pheren Gewebe?.

Die Herzinsuffizienz ist ein komplexes Syndrom und die klinische Prasentation varia-
bel. Gemein ist allen Symptomen, dass sie unspezifisch und daher von geringem di-
agnostischen Wert sind3. Zur weiteren Diagnostik einer HF werden deshalb ein Elekt-
rokardiogramm (EKG), ein Rontgen-Thorax, eine Echokardiographie sowie die Be-

stimmung der Natriuretischen Peptide (NP) empfohlen?®.

In entwickelten Landern sind etwa 1-2% der Erwachsenen an einer Herzinsuffizienz
erkrankt. Die Pravalenz steigt im Alter und betragt bei uber 70-Jahrigen mehr als
10%"2. Mit 55 Jahren betragt das Lebensrisiko an einer Herzinsuffizienz zu erkranken
33% fuir Manner und 28% fiir Frauen'. Flr Patienten bedeutet die Herzinsuffizienz oft
eine relevante Einschrankung des alltaglichen Lebens, insbesondere in den Bereichen
der funktionellen Aktivitat und Vitalitat*5. Obwonhl die Uberlebensrate sich in den letzten
Jahren verbessert hat, betragt die absolute 5-Jahres-Uberlebensrate etwa 50%°%7. Flr
das amerikanische Gesundheitssystem wurden fur das Jahr 2013 jahrliche Kosten von
30 Milliarden Dollar flr die Behandlung der HF berechnet®.

Ein wichtiger diagnostischer Parameter in der HF ist die linksventrikulare Ejektions-
fraktion (LVEF) in der Echokardiographie, welche ein Mal fur die Herzauswurfleistung
des Herzens darstellt. Die LVEF beschreibt pro Herzschlag den prozentualen Anteil
des endsystolisch ausgeworfenen Blutvolumens im Verhaltnis zum enddiastolischen
Volumen der linken Herzkammer. Trotz erhaltener LVEF kann die Herzauswurfleistung
vermindert sein. In der LVEF nicht abgebildet werden strukturelle Veranderungen des
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Herzens, welche Einfluss auf die diastolische Fullung des linken Ventrikels haben. An-
hand der LVEF werden HF-Patienten in eine HF mit erhaltener Ejektionsfraktion
(HFpEF — engl. preserved ejection fraction) und in eine HF mit reduzierter Ejektions-
fraktion (HFrEF) unterteilt’. Diese Unterteilung ist relevant, da sich die beiden HF-
Gruppen wesentlich in demographischen Daten, Komorbiditaten, pathophysiologi-
schen Prozessen, Prognose und Therapieansprechen unterscheiden™?®.

1.1.1 HF mit reduzierter EF (HFrEF)

Etwa die Halfte der HF-Patienten hat eine HF mit reduzierter Ejektionsfraktion des lin-
ken Ventrikels. Nach der aktuellen ESC-Leitlinie werden HF-Patienten mit einer LVEF
< 40% zu HFrEF gezahlt'. Der Grofteil der Studien zu Herzinsuffizienz wurde an
HFrEF-Patienten durchgefuhrt und effiziente Therapiekonzepte konnten bislang nur
fur HFrEF-Patienten gezeigt werden’. Mit etwa zwei Dritteln ist die koronare Herz-
krankheit (KHK) die haufigste Genese der HFrEF3. Im Gegensatz dazu scheinen Dia-
betes mellitus und arterieller Hypertonus vor allem beeinflussende Faktoren zu sein?.
Pathophysiologisch ist HFrEF deutlich besser als HFpEF verstanden®. Es wird ange-
nommen, dass nach einer myokardialen Schadigung pathologisches Remodelling des
Ventrikels mit Dilatation und verschlechterter Kontraktilitat zu einer reduzierten Ejekti-
onsfraktion fuhrt'®'". Charakteristisch fiir die HF ist eine progressive Verschlechterung
der pathophysiologischen Veranderungen (ber die Zeit®. Aufrechterhalten wird die
Verschlechterung zum einen durch weitere Myokardschadigungen, wie zum Beispiel
im Rahmen einer KHK. Zum anderen spielt die neurohumorale Reaktion auf die sys-
tolische Veranderung eine wichtige Rolle im Krankheitskonzept der HF3. Die beiden
wichtigen Saulen sind die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems so-
wie die erhdhte Aktivitat des sympathischen Nervensystems?®. Die Uberaktivierung der
beiden Systeme fuhrt zu nachteiligen systemischen Effekten in den Blutgefal3en, den
Nieren, der Muskulatur, dem Knochenmark, den Lungen und der Leber3. Mit der neu-
rohumoralen Uberaktivierung entwickelt sich ein Teufelskreis, dessen Unterbrechung
im Zentrum fiir die meisten effektiven Therapieanséatze der HF steht'%-11.

1.1.2 HF mit erhaltener EF (HFpEF)

Etwa die Halfte die Halfte der HF-Patienten hat eine HF mit erhaltener Ejektionsfrak-
tion'2. Nach der aktuellen ESC-Leitlinie werden HF-Patienten mit einer EF > 50% zur
HFpEF gezahlt'-13.
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Die Diagnosestellung einer HFpEF ist bei normaler LVEF und unspezifischen HF-
Symptomen anspruchsvoll. Neben typischen HF-Symptomen und einer erhaltenen EF
(>50%), gehoren erhdhte NP-Werte (NT-proBNP > 125pg/ml) sowie eine objektivier-
bare Darstellung von funktionellen und strukturellen Herzveranderungen einer HF zur
Diagnosestellung’. Die Herzveranderungen lassen sich vor allem durch die Echokar-
diographie darstellen. Echokardiographische Parameter fur strukturelle Veranderun-
gen sind der linksatriale Volumen Index (LAVI > 34ml/m?) sowie der linksventrikulare
Massen Index (LVMI > 115g/m? fir Manner, > 95g/m? fiir Frauen)'*. Echokardiogra-
phische Parameter fur funktionelle Veranderungen sind der frihdiastolische passive
Fallungsfluss des linken Ventrikels (E), und die Geschwindigkeit von Strukturen des
linken Ventrikels (z.B. des Mitralklappenanulus) in der Systole (e). Echokardiogra-
phisch lasst sich die diastolische Funktionsstorung mit der Relation E/e’ (> 13), sowie
einer durchschnittlichen e der septalen und lateralen Herzwand darstellen (<
9cm/s)'®18, In unklaren Fallen sind ein Stress-Test mit Ermittlung der Parameter bei
korperlicher Belastung, der Bestimmung der Herzauswurfleistung und des Pumonalar-
teriendruckes weitere diagnostische Mittel'.

Epidemiologisch und &tiologisch unterscheidet sich die HFpEF von der HFrEF'". Im
Vergleich sind HFpEF-Patienten alter und 6fter weiblich'”. Weitere Risikofaktoren fiir
die Entstehung einer HFpEF sind arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Uberge-
wicht, Hyperlipidamie, Niereninsuffizienz, Anamie, Schlafstorungen und chronisch ob-
struktive Lungenerkrankungen'-12'8, Eine besondere Bedeutung in der Entstehung ei-
ner HFpEF scheint mit einer Pravalenz von 60% bis 89% (je nach Studie und Register)
der arteriellen Hypertonie zuzukommen'®.

Pathophysiologisch ist die HFpEF weit weniger verstanden®. Im Vordergrund stehen
bei der HFpEF folgende das Myokard betreffende basale Mechanismen: Myozytenhy-
pertrophie, systolische und diastolische Dysfunktion, interstitielle Fibrose des Myo-
kards, Inflammation, Stérungen des Energiestoffwechsels und eine gestorte Mikrozir-
kulation™. Aufgrund der verschiedenen pathophysiologischen Prozesse unterschei-
den sich ebenfalls die Biomarkerprofile, auf welche nachfolgend genauer eingegangen
wird®. Im Gegensatz zu HFrEF besteht fur HFpEF aktuell keine Therapie, welche die
Hospitalisierungsrate und die Mortalitat senkt’.
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1.2 Biomarker der Herzinsuffizienz

Nach der WHO stellen Biomarker Substanzen, Strukturen oder Prozesse dar, welche
im Korper oder seiner Produkte gemessen werden und die Inzidenz einer Erkrankung
oder ihr Outcome vorhersagen konnen?°. Eine Arbeitsgruppe des National Institute of
Health beschreibt Biomarker als biologische Marker, welche objektivierbar gemessen
werden konnen und als Indikator fur einen physiologischen oder pathologischen Pro-
zess oder eine pharmakologische Reaktion auf therapeutische Interventionen ste-
hen?°. Fir kardiovaskuléare Biomarker heben Morro und de Lemos insbesondere den
klinischen Nutzen hervor?".

Biomarker in der Herzinsuffizienz werden in der Diagnostik, der Risikostratifizierung
und Prognose, dem Verlaufsmonitoring sowie als Hilfe in Therapieentscheidungen ver-
wendet. In den vergangenen Jahren wachst die Bedeutung der Biomarker im Rahmen
der Herzinsuffizienz. Das gesteigerte Interesse zeigt sich an einer exponentiellen Zu-
nahme der Publikationen zu Biomarkern der Herzinsuffizienz?2.

Biomarker bilden relevante pathophysiologische Prozesse der Herzinsuffizienz wie
Fibrosierung, Inflammation, Volumenbelastung des Herzens, Myokardschadigung,
neurohumorale Aktivitat, strukturelle Modellierung und eine Verschlechterung der Nie-

renfunktion ab?3.
In dieser Arbeit werden sechs Biomarker untersucht, welche relevante pathophysiolo-

gische Prozesse der HF abbilden?*. Die Abbildung 1 stellt die untersuchten Biomarker

anhand der pathophysiologischen Prozesse der HF dar.

13



Troponine

(hsTnT) NGAL

Myokardschadigung Nierenschadigung

; Fibrosierung, sST2
Copeptin endokrin /& 9

Neuro-
) ) Remodellierung Galectin 3
Herzinsuffizienz

&

Ventrikeldilatation / Inflammation
Myozytenstretch

Natriuretische

Peptide sST2

Abbildung 1: pathophysiologische Prozesse HF?.
Idee der graphischen Darstellung von Nadar et al?4, unter Beachtung des Copyrights.

Im folgenden Abschnitt werden die in dieser Arbeit untersuchten Biomarker hinsicht-
lich der physiologischen Bedeutung, der klinischen Relevanz und der Anwendung

von seriellen Biomarkermessungen erlautert.

1.2.1 NT-proBNP

NT-proBNP gehort zu den natriuretischen Peptiden (NP), welche direkt vom Myokard
als Reaktion auf ein erhohtes Volumen oder Druck im linken Ventrikel ausgeschuttet
werden?®. Das inerte und deutliche stabilere NT-proBNP entsteht zusammen mit dem
biologisch aktivem BNP aus der Spaltung des Prohormons proBNP. NT-proBNP ist
sowohl Bestandteil der amerikanischen als auch der europaischen Leitlinien'2¢. Emp-
fohlen wird die Messung von NT-proBNP zur initialen Evaluation eines Patienten mit
dem Leitsymptom Luftnot zur Diagnose und insbesondere zum Ausschluss einer Herz-
insuffizienz (HF)"?7. AuRerdem ist nach Leitlinie zur Prognoseabschéatzung eine Mes-
sung von NT-proBNP zu Beginn oder zum Ende eines Krankenhausaufenthaltes sinn-

14



voll'. In der Framingham Heart Study wurden erhéhte NT-proBNP-Werte als Risiko-
faktor fur die Entstehung einer HF identifiziert mit hOherem pradiktiven Wert als die
bekannten Risikofaktoren?®.

Da die Symptome einer HF unspezifisch sind, eignet sich die Klinik nur bedingt als
Indikator fur Anpassungen der medikamentosen HF-Therapie. Mit der |dee, dass die
Natriuretischen Peptide einen objektiven Index des Kreislaufsystems darstellen, haben
mehrere Studien versucht auf der Basis der NP-Konzentrationen die Pharmakothera-
pie anzupassen??:30.31,32,33,34,3536.37.38.39  Eine Meta-Analyse der Studien hat gezeigt,
dass fur HF-Patienten unter 75 Jahren eine NP-geleitete Therapie zu einer Reduktion
der Mortalitat um 20 — 30% im Vergleich zur Standardtherapie fuhrt. Die randomisierte
GUIDE-IT-Studie hat fur Hochrisikopatienten mit HFrEF keinen Vorteil fur eine NT-
proBNP-geleitete Therapie gegeniiber einer Standardtherapie gezeigt*®. Zusammen-
fassend sind die Ergebnisse der Studien zum Teil vielversprechend aber inkonsistent
und damit aktuell nicht Bestandteil der Leitlinienempfehlung*'.

1.2.2 hsTnT

Kardiale Troponine (cTn) sind myofibrillare Proteine der kardialen Muskelkontraktion
und ein sensitiver und spezifischer Marker fiir eine Myokardschadigung*2. Als obligater
Bestandteil der Diagnostik sind cTn beim akuten Myokardinfarkt am besten etab-
liert*344. ¢Tn werden durch irreversiblen Zellschaden des Myokards ins Blut freige-
setzt4546,

Auch im Rahmen der HF kommt es zu einer Myokardschadigung und erhdhten cTn-
Werten*’. Die Myokardschadigung kann dabei durch eine KHK oder unabhangig da-
von durch pathophysiologische HF-Prozesse wie neurohumorale Uberstimulation, In-
flammation oder Apoptose bedingt sein?2484° Bei ambulanten HF-Patienten ohne aku-
tem Koronarsyndrom lassen sich in 25% bis 50% erhohte cTn-Werte nachweisen%%-51,
Mit dem hoch sensitiven Troponin-Assay lassen sich sogar in der Mehrzahl der HF-
Patienten erhohte Werte von high-sensitivity Troponin T (hsTnT) nachweisen*®°2, Er-
hohte cTn-Wert sind mit einer verschlechterten Haimodynamik?8, einer linksventrikula-
ren Dysfunktion®3 und einer erhéhten Mortalitat assoziiert*®5°. In den amerikanischen
HF-Leitlinien wird der Nutzen des kardialen Troponins im Rahmen der additiven Risi-

kostratifizierung erwahnt?6,
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Ein cTn-Anstieg in seriellen Messungen bei hospitalisierten HF-Patienten erhoht we-
sentlich das Mortalitatsrisiko, unabhangig vom Zeitpunkt der Messung®*.

1.2.3 Soluble ST2

Suppression of tumourigenicity-2 (ST2) ist Teil der Interleukin-1-Rezeptor-Familie. Die
Produktion der l6slichen (engl. soluble) Form soluble ST2 (sST2) wird durch eine Herz-
belastung stimuliert und steht fur eine strukturelle Remodellierung sowie eine Fibro-
sierung des Herzens??%6, Die sST2-Konzentration im Plasma ist nicht abhangig vom
Alter oder dem Body-Mass-Index*’. Erhohte sST2-Konzentrationen waren prognos-
tisch fiir das Patientenoutcome®’, was durch serielle Messungen sogar erhéht werden
konnte%8. Flr eine chronische HFrEF-Kohorte war sST2 anderen Biomarkern wie NT-
proBNP und hsTnT Uberlegen kardiovaskulare Ereignisse vorherzusagen®®. Eine hohe
Aussagekraft der seriellen Messungen von sST2 deutet auf Potential im Therapiemo-
nitoring der HF hin. In einer post-hoc Analyse konnte ein Zusammenhang zwischen
der Betablocker-Dosierung, der sST2-Konzentration sowie kardiovaskularen Ereignis-

sen gezeigt werden®0.

1.2.4 Galectin-3

Galectin-3 ist ein Beta-Galactosidase bindendes Lektin®'. Galectin-3 wird durch akti-
vierte Makrophagen ausgeschuttet und ist ein Mediator der Proliferation von Myo-
fibroblasten®?. Galectin-3 stellt einen Marker der kardialen Fibrosierung sowie Remo-
dellierung dar®3. Erhéhte Galectin-3-Werte sind bei HF-Patienten mit einem erhohten
Mortalitatsrisiko assoziiert®354. Insbesondere fiir HFpEF scheint Galectin-3 einen star-
keren pradiktiven Wert zu haben®. Serielle Messungen von Galectin-3 haben einen
zusétzlichen prognostischen Wert fiir das Patientenoutcome gezeigt®®. In einer
HFpEF-Kohorte konnte die Assoziation von einem Anstieg der Galectin-3-Konzentra-

tion mit einem schlechterem Outcome gezeigt werden®®.

1.2.5 Copeptin
C-terminal Provasopressin (Copeptin) entsteht aus dem Precursor-Protein Pre-Pro-
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vasopressin zusammen mit Arginine-Vasopressin (AVP)?7. Als Reaktion auf Hypovola-
mie und Veranderungen der Plasma-Osmolaritat wird AVP im Hypothalamus produ-
ziert®”. Copeptin ist deutlich stabiler und steht als Surrogatmarker fiir AVP®’. Im Rah-
men der Herzinsuffizienz werden erhdhte AVP-Konzentrationen als neurohumorale
Vermittler einer Hypertrophie der Kardiomyozyten sowie der Remodellierung verstan-
den und stehen in Verbindung mit der Schwere der HF®758, In einer Metaanalyse
konnte fur Copeptin ein vergleichbarer prognostischer Wert fur die Mortalitat wie fur
NT-proBNP gezeigt werden®®.

Serielle Messungen von Copeptin haben einen zusatzlichen prognostischen Wert fur
das Patientenoutcome gezeigt’®’"72. Anhand der Serumkonzentration von Copeptin
konnte in HFrEF-Patienten, im Vergleich zu NT-proBNP, frihzeitiger ein Therapiean-
sprechen einer Betablockeraufdosierung gezeigt werden’3. Dieser Effekt zeigte sich
nicht bei HFpEF-Patienten’.

1.2.6 NGAL

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) ist ein Biomarker eines tubularen
Nierenschadens’®. Die Tubulusepithelzellen der Niere haben den groRten Sauerstoff-
bedarf der Niere und sind damit besonders vulnerabel fiir eine renale Hypoxie™. Mar-
ker tubularer Nierenschaden werden deswegen als Marker fur eine Verschlechterung
der HF mit Abnahme der Gewebeperfusion und Hypoxie gesehen. Im Rahmen eines
akuten Nierenversagens konnen NGAL-Konzentrationen sowohl im Urin als auch im
Plasma um das Tausendfache ansteigen, was NGAL zu einem starken diagnostischen
Marker des Nierenschadens macht’®.

Fir die akute HF konnte fur NGAL ein zusatzlicher prognostischer Wert zu BNP und
anderen Markern der Nierenfunktion gezeigt werden’®77. Fiir die chronische HF haben
NGAL im Urin und Plasma einen pradiktiven Wert fiir die Mortalitat gezeigt’®.

1.3 Biologische Variabilitat
Um serielle Messungen von Biomarkern zu interpretieren ist es entscheidend, die bio-

logische (BV) sowie die analytische Variabilitat (AV) zu kennen’®. Die biologische Va-
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riabilitat, als intra-individuelle Variation, beschreibt die zufallige biologische Schwan-
kung eines Biomarkers (iber die Zeit um einen homoostatischen Mittelwert®°. Die ana-
lytische Variabilitat beschreibt die Variabilitat, welche beim Messen der gleichen Probe
durch den verwendeten Assay entstehen kann. Die biologische und analytische Vari-
abilitat sind ein zentrales Kriterium fur Biomarker der HF, welches 2011 von De Kim-

mande und Januzzi aufgestellt wurde??.

Das Konzept der BV wurde in den 1980ern von Fraser und Harris entwickelt®®. Bis
heute wird das Konzept der BV weiterentwickelt und Fragen zur Modalitat der Bestim-
mung sind weiter unbeantwortet®!. Besonders im Zentrum steht die Frage, in welchen
Probanden die BV bestimmt werden sollte. Die Bestimmung der BV in gesunden Pro-
banden wird einerseits beflrwortet, da dem Konzept von Krankheit ein stetiger Fluss
von Zunahme und Abnahme inharent ist und ein Status-Quo kaum zu erreichen ist’®82,
Gegenuberstehend wird vertreten, dass die Bestimmung der BV idealerweise in kran-
ken Patienten in stabilem Zustand gemessen wird®384, Das Argument ist, dass die An-
wendung der BV im klinischen Kontext an der jeweiligen Krankheitskohorte stattfindet
und die Bestimmung in der Gruppe einen realistischeren Wert der BV ergibt?3.858_Es
wird formuliert, dass die Bestimmung an kranken Patienten zu einer Reduktion der
Rate an falsch-positiven Konzentrationsanderungen fiihre®3. In den Studien zu Bio-
markern der HF wurde die BV entweder an gesunden oder HF-Patienten (HFrEF) be-
stimmt7°:85.87.88.89.90 |m Unterschied zu den Vorarbeiten wird in der Arbeit von Meijers
et al. die BV von Biomarkern in gesunden Probanden und HFrEF-Patienten bestimmt
und verglichen®'. Flr die Biomarker NT-proBNP, sST2, Galectin-3 und hsTnT unter-
scheidet sich in der Arbeit die BV zwischen gesunden Probanden und HFrEF-Patien-

ten statistisch nicht signifikant®’.

Die in Studien publizierten BVs zu den in dieser Arbeit untersuchten Biomarker werden
in der Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Literatur BV von Biomarkern der HF

Publikation Zeitintervall Anzahl BV
Blutent-
nahmen
NT-proBNP
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Gesund

Wu et al., Am J Cardiol, 2003% 1 Woche 4x 33,3%
Melzi d’Eril et al., Clinical Chemistry, 2003% 4 Tage 4x 9%
Meijers et al., Eur J Heart Fail 2017°" 4 Wochen 5x 25,1%
HFrEF

. .. . 90 1 Tag 200/0
Bruins et al., Clinical Chemistry, 2004 1 Woche 6X 359
Schou et al., Eur J Heart Fail 2007%° 1 Woche 2x 8%

. . 87 1 Tag 180/0
Schimmel et al., Clin Chem 2016 1 Woche 6Xx 30%
Meijers et al., Eur J Heart Fail 2017°’ 3 Wochen 3x 21,8%
hsTnT
Gesund
Frankenstein et al., Clin Chem 2011% 1 Woche 4x 30%
Meijers et al., Eur J Heart Fail 2017°’ 4 Wochen 5x 16,0%
Tager et al., Clin Biochem. 2019% 1 Jahr 2x 15,9%
HFrEF
Frankenstein et al., Clin Res Cardiol, 2011%° 2 Wochen 4x 7.2%
Meijers et al., Eur J Heart Fail 2017°’ 3 Wochen 3x 11,1%
Dialysepflichtige Niereninsuffizienz

. %6 1 Woche 5x 7,9%
Fahim et al., Chem Lab Med 2015 1 Monat ax 12.6%
sST2
Gesund
Dieplinger et al., Clin Chim Acta 2009%" 1 Woche 6x 1%
Meijers et al., Eur J Heart Fail 2017°’ 4 Wochen 5x 10,5%
HFrEF
Wu et al., Am Heart J 2013%8 1 Woche 8x 1%
Piper et al., Am J Cardiol. 2016 1 Monat 2x 12%
Meijers et al., Eur J Heart Fail 2017°’ 3 Wochen 3x 15%
Galectin-3
Gesund
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. - . 99 4 Tage 5x 4.5%
Schindler et al., Clinical Chemistry, 20016 4 Wochen 8x 5.5%
Meijers et al., Eur J Heart Fail 2017°’ 4 Wochen 5x 8,1%
HFrEF
Wu et al., Am Heart J 2013% 1 Woche 8x 20%

. . . 99 4 Tage 5x 7,1%
Schindler et al., Clinical Chemistry, 20016 4 Wochen 8x 7.7%
Meijers et al., Eur J Heart Fail 2017°’ 3 Wochen 3x 8,1%

Copeptin

Fir Copeptin konnten auf pubmed keine Daten zur biologischen Variabilitdt gefunden wer-
den.

NGAL

NGAL im Plasma an Patienten mit Niereninsuffizienz

Carter et al., Clin Chem 2016'%° 1 Woche 6x 16,1%

NGAL im Urin an gesunden Probanden

Delanaye et al., Clin Chim Acta 2011’ 1 Tag 10x 84%

Helmersson-Karlqgvist et al., Clin Biochem

2013192 1 Tag 10x 27%

Zu keinem der HF-Biomarker ist eine BV in HFpEF-Patienten bestimmt worden, was
eine bedeutende analytische Licke darstellt. Aktuell besteht keine Evidenz, ob die in
HFrEF-Patienten generierte BV auch fur HFpEF-Patienten angewendet werden kann.
Bei unterschiedlichen pathophysiologischen Prozessen sowie Biomarker-Profilen
scheint eine Differenzierung zwischen den beiden HF-Entitaten relevant®. Eine beson-
dere klinische Bedeutung hat die Bestimmung der BV von NT-proBNP in HFpEF, als
Bestandteil der amerikanischen und europaischen HF-Leitlinie'26. Die BV von Copep-
tin ist bislang nicht bekannt. Eine Konzentrationsanderung in seriellen Biomarkermes-

sungen als klinisch signifikant zu beurteilen ist daher nicht fundiert.
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1.4 Fragestellung

1. Das Hauptziel der Arbeit ist es die BV von NT-proBNP, hsTnT, sST2, Galectin-3,
Copeptin und NGAL in den Studiengruppen HFrEF, HFpEF, aHt und Diabetische Ne-
phropathie (DN) zu bestimmen. Von besonderem Interesse ist die Bestimmung der BV
von HF-Biomarkern in Patienten mit HFpEF.

In dieser Arbeit wurden mit NT-proBNP, hsTnT, sST2, Galectin-3, Copeptin und NGAL
sechs Biomarker der HF ausgewahlt, welche relevante pathophysiologische Prozesse
der HF abbilden (siehe Abbildung 1). Die ausgewahlten Biomarker haben eine Klini-
sche Relevanz, insbesondere auch fur serielle Messungen (siehe Kapitel zu Biomar-
kern).

Im klinischen Kontext findet die Bestimmung von Biomarkern der HF haufig an multi-
morbiden Patienten statt. Es ist bislang nicht bekannt, inwieweit Komorbiditaten die
BV von HF-Biomarkern beeinflussen. Arterielle Hypertonie ist ein Risikofaktor sowie
eine haufige Komorbiditat von HFrEF und HFpEF". In der Arbeit soll die BV von HF-
Biomarkern in einer Studiengruppe mit arterieller Hypertonie und Ausschluss einer
strukturellen Herzerkrankung bestimmt werden.

Es gibt keine Daten zu der BV von Biomarkern der HF in einer stabilen multimorbiden
Patientengruppe. Diabetes mellitus und eine Niereninsuffizienz sind haufige Komorbi-
ditaten der HF103.104.105.106 '|n dieser Arbeit soll die BV in einer stabilen multimorbiden

Patientengruppe mit diabetischer Nephropathie ermittelt werden.

2. Neben der Bestimmung der BV in den Studiengruppen ist der Vergleich der BVs

zwischen den Studiengruppen das untergeordnete Ziel der Studie.
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2 Methodik

Die Biomarker-Substudie ist Teil der EndoCEC-Studie, ein Investigator Initiated Trial.
Die EndoCEC-Studie ist eine prospektive, monozentrische Beobachtungsstudie mit
dem Ziel die Reliabilitat von nicht-invasiven kardiologischen Messverfahren in den Stu-
diengruppen HFpEF, HFrEF, aHt und DN zu untersuchen. Die Biomarker-Substudie
hat das Ziel die biologische Variabilitat der Biomarker NT-proBNP, Galectin-3, sST2,
hsTnT, Copeptin und NGAL in den genannten Studiengruppen zu bestimmen.

Die Studie wurde in der kardiologischen Studienambulanz am Campus Virchow Kilini-
kum der Charité-Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt. Das Studienprotokoll sowie
die Amendements wurden von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Charité bewilligt. Die Durchfuhrung der Studie erfolgte gemaf} der Deklaration von Hel-
sinki und den GCP-Richtlinien. Die Studie wurde unter cinicaltrials.gov unter
NCT02299960 registriert.

Zwischen August 2014 und September 2015 wurden 171 Patienten aus der kardiolo-
gischen Ambulanz der Charité-Universitatsmedizin Berlin fur die Studie rekrutiert. Ins-
gesamt wurden 101 Patienten in die Studie eingeschlossen. Fur alle Patienten liegt
nach ausfuhrlicher Aufklarung eine schriftliche Einverstandniserklarung vor.

2.1 Studienablauf

Gemal dem Studienprotokoll folgte der Screeningvisite die Visite 1 und Visite 2 inner-
halb von sieben Tagen. In der Screening-Visite erfolgte die Zuordnung der Studien-
gruppe. Von einem Studienarzt wurden die Patienten auf die Einschlusskriterien der
vier Studiengruppen gepruft. Fur Zuordnung der Studiengruppe umfasste die Scree-
ning-Visite routinemafig eine detaillierte Anamnese, eine korperliche Untersuchung,
eine Blutenthahme mit laborchemischem Screening, ein EKG und eine Echokardio-
graphie. Fur die Studiengruppe HFpEF mit dem Einschlusskriterium (maximal Sauer-
stoffaufnahme VO unter Belastung < 20ml/kg/min) gehorte ebenfalls eine Spiroergo-
metrie zum Screening. Sowohl die EKG-Auswertung, die Echokardiographie als auch
die Spiroergometrie wurden von demselben Arzt durchgefuhrt. Fur die Echokardiogra-
phie wurde dasselbe Gerat verwendet: Vivid i, General Electric Medical Systems (Mil-
waukee, Wisconsin).

Die Visite 1 und Visite 2 umfasst die nicht-invasiven kardiologischen Messverfahren.
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2.2 Studienkohorte

Durch die Einschlusskriterien werden die Studienpatienten zu den vier Patientengrup-
pen zugeordnet: HFrEF, HFpEF, aHt und DN. Das Ziel der Kriterien ist eine Differen-
zierung der Herzinsuffizienzpatienten zwischen HFrEF und HFpEF sowie ein Heraus-
stellen von Merkmalen fur die Vergleichsgruppen aHt und DN. Die Ein- und Aus-
schlusskriterien sollen zudem sicherstellen, dass die Studienpatienten sich aktuell in
einem klinisch stabilen Zustand ihrer Erkrankung befinden. Folgend sind die Ein- und
Ausschlusskriterien fur die EndoCEC-Studie aufgefluhrt.

Far alle eingeschlossenen Patienten gelten folgende Kriterien:
— Alter zwischen 35 und 80 Jahren
— Kiinisch stabil in den letzten 4 Wochen: anamnestisch (NYHA-KIassifikation)

sowie keine Hospitalisierungen

Einschlusskriterien HFpEF

Die Einschlusskriterien fur die Gruppe HFpEF sind:
— Vorliegen einer HFpEF (modifiziert nach Paulus et al.#): Baseline-Echokardio-
grafie mit folgenden Befunden:
o LVEF 250% und:
= Hospitalisation mit der Diagnose Herzinsuffizienz < 12 Monate
und E/é > 8 oder E’'< 8cm/s (medialer Mitralanulus)
e oder
= BNP = 100pg/ml oder NT-proBNP = 300pg/ml innerhalb der vo-
rausgehenden 6 Monate
e oder
= LAVI (linksatrialer Volumenindex) > 28 ml/m2 und E/e” > 8 oder
E’< 8cm/s (medialer Mitralanulus)
e oder
= Systolischer pulmonalarterieller Druck (PAPsys) > 40mmHg und
E/e” > 8 oder E'< 8cm/s (medialer Mitralanulus)
— Durchfuhrbarkeit einer ergometrischen Belastungsuntersuchung
— Sinusrhythmus

— VOz2 unter Belastung < 20ml/kg/min
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Einschlusskriterien HFrEF

Die Einschlusskriterien fur die Gruppe HFrEF sind:

Reduzierte Ejektionsfraktion in der transthorakalen Echokardiographie: LVEF <
45%

NYHA I - 1lI

Optimierte individuelle Therapie der Herzinsuffizienz

Keine intravendse Applikation von Inotropika oder diuretischer Medikation sie-

ben Tage vor dem Screening

Einschlusskriterien aHt

Die Einschlusskriterien fur die Gruppe aHt sind:

Diagnose einer arteriellen Hypertonie mindestens 6 Monate vor Studienteil-
nahme bei Ausschluss einer strukturellen Herzerkrankung: EF > 55% und keine
Hinweise auf HFpEF gemal} den oben genannten Kriterien

Klinisch kein Hinweis auf eine koronare Herzerkrankung

Durchflhrbarkeit einer ergometrischen Belastungsuntersuchung

Stabile medikamentdse Therapie der arteriellen Hypertonie mindestens 4 Wo-
chen vor Studienteilnahme

Systolischer Blutdruck wahrend der Screening-Visite < 140mmHg unter antihy-

pertensiver Medikation.

Einschlusskriterien Diabetische Nephropathie DN

Die Einschlusskriterien fur die Gruppe DN sind:

Diabetes mellitus Typ Il
GFR < 90ml/min/1,73m2 (CKD-EPI)
Bekannte Diagnose einer Diabetischen Nephropathie oder
Nephropathie mit
o Makroalbuminurie (UACR > 300mg/g Kreatinin) oder
o Mikroalbuminurie (UACR 30-300 mg/g Kreatinin)

Ausschlusskriterien

Far alle Patienten der Studie gelten folgende Ausschlusskriterien:

Geschaftsunfahigkeit
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Symptomatische koronare Herzerkrankung/Angina pectoris mit Canadian Car-
diovascular Society grading of angina pectoris von > Il

Kurzlich zurtckliegende Koronarintervention < 4 Wochen oder geplante Inter-
vention/aortokoronare Bypass-Operation

Myokardinfarkt innerhalb der letzten 3 Monate

Schlaganfall innerhalb der letzten 3 Monate

Relevantes Klappenvitium > || Grades

Hypertrophe obstruktive oder infiltrative Kardiomyopathie (z.B.: Amyloidose)
Komplexe kongenitale Herzerkrankung

Aktive Myokarditis

Signifikante Lungenerkrankung nach Ermessen des Prifarztes

Hohergradige Herzrhythmusstorungen nach Ermessen des Prifarztes
Geplante Anderung der Begleitmedikation wahrend der Durchfiihrung der Stu-
die

Geplante oder Zustand nach Herztransplantation

Cardiac Resynchronisation Therapy implantiert innerhalb der letzten 3 Monate
Implantierbarer Kardioverter/Defibrillator oder Herzschrittmacher-Implantation
innerhalb der letzten 4 Wochen

Unkontrollierte Hyper-/Hypotension (systolischer Blutdruck > 180mmHg oder
diastolischer Blutdruck > 95mmHgQ)

Teilnahme an einem Rehabilitationsprogramm

Bekannte maligne Erkrankung oder eine Erkrankung mit einer Lebenserwar-
tung < 1 Jahr

Anamie mit Hamoglobin < 10mg/dlI

Unbehandelte klinisch signifikante Erkrankung der Schilddruse

2.3 Visite 1 und 2

Nach Zuordnung zur Studiengruppe folgten die Visite 1 und 2 mit einem Abstand von

minimal 4 Tagen und maximal 14 Tagen (median 7 Tage), in welchen jeweils wieder-

holt kardiologische Messverfahren durchgefuhrt worden sind. Zu den durchgefihrten

Messverfahren gehoren: EndoPath (Messung der Volumenveranderung an einem Fin-

ger nach vorubergehender Stauung des Arms als Surrogatparameter fur die Endothel-
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funktion), NICOM (nicht-invasive Messung der Herzauswurfleistung mittels Bioreak-
tanz), 6-Minuten-Gehtest, Spirometrie, Spiroergometrie und eine Blutenthnahme. Vor
den Untersuchungen fanden jeweils eine detaillierte Anamnese sowie eine korperliche
Untersuchung statt, welche das Ziel hatte einen klinisch stabilen Zustand sicherzustel-
len. Tabelle 1 zeigt die Kriterien fur einen klinisch stabilen Zustand. Alle Studienteil-
nehmer sollten am Tag der Blutentnahme nuchtern sein und zuvor weder Tabak noch
Koffein konsumiert haben. Die Regelmedikation der Studienteilnehmer konnte wie ge-
wohnt eingenommen werden mit Ausnahme von Nitraten.

Das Blut, aus welchem die Biomarker bestimmt worden sind, wurde jeweils nach der
Anamnese und der korperlichen Untersuchung entnommen. Alle weiteren Untersu-
chungen wurden nach der Blutentnahme durchgefuhrt. Am Tag der Visite 1 wurden
zudem Fragebogen zu der Lebensqualitat und dem Gesundheitszustand ausgefulit:
EuroQol 5 Dimensionen-Fragebogen (EQ-5D) und Short Form Gesundheitsfragebo-
gen (SF-36).

Kriterien fur einen klinisch stabilen Zustand im Beobachtungszeitraum
— Detaillierte Anamnese
o keine Alteration der Symptome
o kein Abweichen in der NYHA-KIlassifikation
o keine Infektionen
o keine kardiovaskularen Ereignisse
— Kaorperliche Untersuchung
o Odeme, inspiratorische Rasselgerausche, gestaute Jugularvenen: keine
Anderung im Untersuchungsbefund
o Blutdruck: keine Blutdruckdifferenz im MAP > 25mmHg zwischen Visite
1 und Visite 2

o Gewicht (kein Gewichtsunterschied > 1kg zwischen Visite 1 und Visite 2)

2.4 Messung Biomarker

Nach Abnahme der Blutentnahmerdhrchen wurden diese pseudonymisiert und in ei-
nem -80°C Kuhlschrank gelagert. Der -80°C Kuhlschrank wird regelmafig von der kar-
diologischen Studienambulanz auf Einhalten der Temperaturgrenze kontrolliert. Alle
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Biomarker wurden zentral in einem Corelab (MLM Medical Labs GmbH, Moencheng-
ladbach, Germany) bestimmt. Das Corelab war zu allen klinischen Daten verblindet.
Zu dem jeweils verwendeten Assay wurde die analytische Variabilitat (CVa — analyti-
scher Coefficient of variation = analytische Variabilitat) vom Corelab zur Verfigung
gestellt. Die gemittelte CVa wurde aus dem Report des Assays enthommen. In Tabelle
2 sind die verwendeten Assay mit dem bereitgestellten CVa aufgelistet.

Tabelle 2: Analytische Varianz (CVa) der Biomarker-Assays

Biomarker | Assay CVa

NT-proBNP | Electrochemoluminescence Immunoassay, Roche Diagnos- | 1,5%
tics GmbH (Mannheim, Germany)

Galectin-3 Quantikine Human Galectin-3 Immunoassay, R&D Systems | 5,6%
(Minneapolis, USA)

sST2 Quantikine ELISA for Human ST2/IL-1 R4, R&D Systems | 3,0%
(Minneapolis, USA)
hsTnT Electrochemiluminescence Immunoassay, Roche Diagnos- | 1,2%

tics (Mannheim, Germany)

Copeptin Brahms Copeptin Kryptor, Brahms (Hennigsdorf, Germany) | 4,2%
NGAL Kidney Panel 5 (human) 1 Kit, Meso Scale Discovery (Rock- | 9,4%
ville, MD, USA)

2.5 Statistik

Zur Berechnung der Varianz zwischen zwei quantitativen Messungen werden die Me-
thoden von Fraser und Harris verwendet*. Der Coefficient of variation (CV) beschreibt
das Verhaltnis der Standardabweichung (SD) zu dem Mittelwert (Mean). Auf zwei Mes-
sungen an zwei Zeitpunkten angewendet ergibt sich der total coefficient of variation
(CVit) fur ein Individuum. Um den CVt der Studiengruppe zu bestimmen wurde der
quadratische Mittelwert aus den individuellen CVt berechnet.

CVt=SD / Mean
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Der CVt beinhaltet die analytische Variabilitat (CVa) sowie die individuelle biologische
Variabilitat (CVi). Zur Bestimmung der intra-individuellen Variabilitat wird die vom As-
say entstehende CVa (siehe Tabelle 2) abgezogen:

CVi = (CVt2 — cVa?2) V2

Zur klinischen Anwendung des CVi wird der Reference Change Value (RCV) verwen-
det. Der RCV bildet die CVa und CVi ab und gibt die kleinste prozentuale Konzentra-
tionsanderung an, welche firr eine biologisch signifikante Anderung notwendig ist®2. Es
wird ein Z-Wert von 1,96 verwendet, welcher ein Konfidenzintervall von 95% be-
schreibt.

RCV = Z x 212 x (CVa? + CVi2)2

Eine Konzentrationsanderung von seriellen Biomarkermessungen ist statistisch signi-
fikant, wenn das Delta grol3er als der RCV ist.

Der Gruppenvergleich wurde mit dem One-way-ANOVA-Test berechnet. Mit einem p-
Wert < 0,05 wurde der Unterschied als signifikant angenommen. Fur normalverteilte
Werte wird der Mittelwert mit Konfidenzintervall angegeben, fur nicht-normalverteilte
Werte wird der Median mit Quartilen verwendet.

Alle Berechnungen wurden mit der Software Prism 8 (GraphPad Software) und Excel
durchgefuhrt. Die Diagramme wurden mit Prism 8 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographie

Im Zeitraum von August 2014 bis September 2015 wurden 171 Patienten fur EndoCEC
gescreent. Von den 171 Patienten haben 101 die Einschlusskriterien erfullt bzw. Aus-
schlusskriterien nicht erfullt und konnten in die EndoCEC-Studie eingeschlossen wer-
den. Von den 101 Patienten waren die Proben von 5 Patienten nicht fur die Bestim-
mung der Biomarker verwertbar. Die 5 Patienten wurden deshalb fur die Biomarker-
Substudie ausgeschlossen. Die Kohorte fur die Biomarker-Substudie setzte sich wie

folgt zusammen:

E 171 Patienten gescreent }

\ 4

70 Patienten

> Ein-/Ausschlusskriterien nicht erfullt

101 Patienten in EndoCEC
eingeschlossen

5 Patienten keine laborchemische Bestimmung mgl.:
> | zu wenig Material, keine Proben, Proben
\ 4 nicht verwertbar

96 Patienten zur Biomarker-
Substudie

v v v v

aHt= HFrEF = HFpEF = DN=
24 Patienten 24 Patienten 24 Patienten 24 Patienten
Abbildung 2: Kohorte Biomarker Substudie.
aHt = arterieller Hypertonus. HFrEF = Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfrak-

tion, HFpEF = Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion, DN = Diabetische Ne-

phropathie, EndoCEC = Name der prospektiven Studie.

Fur die Biomarker hsTnT, NT-proBNP, Galectin-3 und Copeptin konnte aufgrund einer
Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze des Assays (LLOD — Lower Limit of De-
tection) oder aufgrund von Messfehlern bei wenigen Patienten keine Bestimmung er-
folgen. Die Tabelle 3 zahlt die Patienten auf, bei welchen eine quantitative Bestimmung

des jeweiligen Biomarkers moglich war. Bei den gelisteten Patienten in Klammern
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konnte keine quantitative Bestimmung erfolgen. Eine Verwendung der Probe zur Be-
rechnung der biologischen Variabilitat ist ohne quantitative Bestimmung des Biomar-

kers nicht moglich.

Tabelle 3: Patienten mit quantitativer Bestimmung tuber der LLOD
In Klammern ist die Anzahl an Patienten ohne quantitative Konzentrationsbestim-

mung angegeben.

aHt HFrEF HFpEF DN
(n=24) (n=24) (n=24) (n=24)
NT-proBNP 20 (-4) 24 24 24
Galectin-3 24 24 22 (-2) 20 (-4)
sST-2 24 24 24 24
hsTnT 14 (-10) 22 (-2) 21 (-3) 24
Copeptin 24 24 24 23 (-1)
NGAL 24 24 24 24

NT-proBNP < 23ng/l. hsTnT < 3ng/l. Galectin-3 und Copeptin: keine quantitative Be-
stimmung durch Messfehler des Assays.

Die demographischen Daten der Studienpopulation sind in der Tabelle 4 zusammen-
gefasst. Die Charakteristika der Studienkohorte werden in den vier Studiengruppen,
bestehend aus jeweils 24 Patienten, dargestellt.

Tabelle 4: Charakteristika Studienkohorte
Charakteristi-

K HFrEF HFpEF aHt DN
um

n 24 24 24 24
Alter in Jahren 62 +11 69 18 59 +7 70 £9
Frauen 20% 42% 42% 13%
RRsys (mmHg) 128 +22 135 +20 130 +13 140 £19
RRdia (mmHg) 78 £12 78 9 86 8 79 £12
Herzfrequenz 69 8 70 +12 69 +10 74 +16
(bpm)

BMI (kg/m?) 29 +4 28 +4 29 6 3115
Diabetes mellitus 7 (29%) 10 (42%) 5 (21%) 24 (100%)
Raucher aktuell 8 (32%) 2 (8%) 2 (8%) 5(21%)
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HF, NYHA

keine HF 0 (0%) 0 (0%) 24 (100%) 6 (25%)

| 6 (25%) 5 (21%) 0 (0%) 2 (8%)

I 13 (54%) 16 (67%) 0 (0%) 9 (38%)

I 5 (21%) 3 (13%) 0 (0%) 7 (29%)
Echokardiographie

LVEF 35 +7 58 5 62 5 53 +10
elé 14,0473 11749  10,6+3,0 112+4.38
E/A 12406 13+0,9 10404 1,0£0,7
Medikation

slf::eife”di“reti' 18 (75%) 5 (21%) 5 (21%) 16 (67%)
ACE Hiom- 23 (96%) 21(88%) 23 (96%) 23 (96%)
Beta-blocker 24 (92%) 19 (79%) 7 (29%) 19 (79%)
MRA 11 (46%) 4 (17%) 2 (8%) 3 (12,5%)
Labor

Kreatinin (mmoll) 0,9 (0,8/1,2)  08(0,8/13) 08(0,6/1,0) 1,4 (1,1/21)
eGFR (ml/min) 76 + 19 75+ 15 85 + 10 51 + 21
LDL-Cholesterin ~ 103(79/1209) 98 (78/118) o é;;” 90 (72 / 120)
HbA1C (%) 58(55/63) 59 (56/62) 5’56%3 I 7265/7.8)

NT-proBNP (ng/l) ~ 511 (196 /1297) = 217 (84/351) 76 (45/107) 355 (230 /1969)

Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung, Median mit dem 1. und
3. Quartil oder Haufigkeiten als n (mit Anteil in %).

RRsys = systolischer Blutdruck, RRdia = diastolischer Blutdruck, bpm = Herzschlage
pro Minute, n = Anzahl, BMI = Body Mass Index, NYHA = New York Heart Association
Score, LVEF = linksventrikulare Ejektionsfraktion, ACE-Hemmer = Medikamente mit
Hemmung des Angiotensin Converting Enzyms, ARB = Angiotensin-Il Rezeptorblo-
cker, MRA = Aldosteron-Rezeptorantagonisten, eGFR = geschatzte glomerulare Filt-

rationsrate.

Die Herzinsuffizienzgruppen HFrEF und HFpEF glichen sich in der klinischen Auspra-
gung mit einem durchschnittlichen NYHA-Score von 2,0 und 1,9. Entsprechend der
Einschlusskriterien lag die mediane LVEF mit 35% bei den HFrEF-Patienten deutlich
unter der LVEF der HFpEF-Patienten mit 58%. Die Medikation der HFrEF- und HFpEF-
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Gruppen war vergleichbar, mit dem Unterschied, dass in der HFrEF-Gruppe deutlich
haufiger (75% zu 21%) Schleifendiuretika verwendet wurden.

In der Studiengruppe Diabetische Nephropathie war das mediane Alter (70 Jahre) so-
wie der BMI (31kg/m?) der Hochste unter den Studiengruppen. Die eingeschrankte
Nierenfunktion stellte sich mit einer medianen GFR von 51ml/min dar und bei beste-
henden Diabetes mellitus Typ 2 lag der mediane HbA1C bei 7,2%. Fir die Studien-
gruppe DN ist hervorzuheben, dass bei einem relevanten Teil Anzeichen einer Herz-
erkrankung vorlagen. Der durchschnittiche NYHA-Score war 1,7, das mediane NT-
proBNP war mit 355ng/I deutlich erhoht. Die mediane LVEF war mit 53% nur leichtgra-
dig eingeschrankt.

3.2 Biomarker - Konzentrationen
In Tabelle 5 sind die Konzentrationen der Biomarker in den vier Studiengruppen auf-
gefuhrt. Angegeben ist der Median mit den Quartilen 1 und 3.

Tabelle 5: Biomarker Konzentrationen

HFrEF HFpEF aHt DN p-Wert

NT-proBNP 511 (196 / 355 (230 /
tham 1297 217 (84/351) 76 (45/107) Tous) <0.0001
Galectin-3 70(57/94) 67(50/86) 66(52/77) 85(68/118) <0.0001
(ng/ml)

140109/  150(121/  142(118/ 17,6 (14,3/
sST2 (pgfl) 18.6) 18.3) 20,3) 19.8) 0.695
hsTnT (ng/l) 14’242(;51 L 73(7/113) 58(4,6/76) 27';7(122)’1 I <0.0001
NGAL (ng/ml) 203 (152/249) 2 12‘(117‘;’4/ 16%;‘;’1 / 3015(()27?6/ <0.0001
Copeptin 18,5 (9,7 /
(pmol/l) 6,6(3,6/199) 7,2(4,1/104) 57(3,4/9,5) 30.2) < 0.0001

Die Konzentrationen werden als Median angegeben, in Klammern sind die Quartile 1

und 3 angegeben.

3.3 Biologische Variabilitat
In der Tabelle 6 wird der CVi (= BV) und der RCV aller untersuchten Biomarker in den
vier Studiengruppen angegeben. Die CVi der jeweiligen Biomarker wurde in den Stu-
diengruppen verglichen.
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Tabelle 6: CViund RCV der Biomarker in den Studiengruppen.

CVi (=BV) RCV
Biomarker

HFrEF HFpEF aHt DN V\?(;rt HFrEF HFpEF  aHt DN
NT-proBNP | 24% 28%  36% 25% 0.52 67% 77% 100% 70%
Galectin-3 18% 8% 7% 7% 0.44 53% 27% 26% 25%
sST2 1% 10% 12% 8% 0.75 32% 29% 34%  24%
hsTnT 14% 15%  22% 12% 0.80 40% 42% 61% 33%
NGAL 13% 14% 12% 8% 0.96 45% 46% 41%  34%
Copeptin 23% 33% 42% 19% 0.01 66% 92% 117% 55%

CVi = intra-individueller Variationskoeffizient (= biologische Variabilitat), RCV = Refe-

rence change value

In der Abbildung 3 werden die Unterschiede der BV im Gruppenvergleich veran-

schaulicht. Der CVi wird als Dezimalzahl auf der y-Achse angegeben.
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Abbildung 3: BV in den Studiengruppen.
CVi = biologische Variabilitat, aHt = arterielle Hypertonie, HFrEF = Herzinsuffizienz
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mit eingeschrankter Ejektionsfraktion, HFpEF = Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejekti-
onsfraktion, DN = Diabetische Nephropathie.

Der Biomarker NT-proBNP hatte in der Gruppe aHt die grofte BV (36%) und in der
Gruppe HFrEF die geringste BV (24%). Fur HFrEF (24%) und HFpEF (28%) war der
Unterschied der BV gering. In der Gruppe DN, in welcher ebenfalls ein relevanter Anteil
herzkrank war, war die BV mit 25% zu den HF-Gruppen vergleichbar gering.

FUr den Biomarker Galectin-3 war die BV in den Gruppen aHT (7%), HFpEF (10%)
und DN (7%) vergleichbar gering. Deutlich hdher war hingegen die BV fur die Gruppe
HFrEF (18%).

Die BV von sST2 unterschied sich mit der hochsten BV in der Gruppe aHT (12%) und
der geringsten BV in der Gruppe DN (8%) kaum. Die Unterschiede waren ebenfalls
statistisch nicht signifikant. Die BV fur NGAL war zwischen den Gruppen ebenfalls
vergleichbar und gering (von 8% bis 14%).

Fur den Biomarker hsTnT konnte in den Gruppen HFrEF, HFpEF und DN eine ver-
gleichbar geringe BV bestimmt werden. Die hochste BV von hsTnT wurde in der
Gruppe aHt (22%) gemessen.

Deutlich unterschieden sich die BVs in den Studiengruppen fur Copeptin. Mit der
hochsten bestimmten BV in der Gruppe aHT (42%) und einer BV von 19% in der
Gruppe DN war ebenfalls die BV-Differenz zwischen Krankheitsgruppen bei Copeptin
am hochsten. Die Unterschiede der BV von Copeptin in den Studiengruppen waren
statistisch signifikant.
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4 Diskussion

Wesentliche Ergebnisse

1. In dieser Arbeit wird die BV von NT-proBNP, hsTnT, Galectin-3, sST2, Copeptin,
und NGAL in Patienten mit HFrEF, HFpEF, aHt und DN bestimmt. Erstmalig wird die
BV der Biomarker in HFpEF-Patienten beschrieben. Ebenfalls neu ist die Beschrei-
bung der BV von Copeptin. Zur besseren Interpretation von seriellen Biomarkermes-
sungen sind genauere Kenntnisse zur BV der Biomarker von groRem analytischem

Nutzen, sowohl im klinischen Alltag als auch in der Planung von Biomarkerstudien.

2. Im Vergleich der BV der Biomarker in den Studiengruppen hat sich allein die BV von
Copeptin signifikant unterschieden. Im Gruppenvergleich der anderen Biomarker ha-
ben sich zum Teil deutliche Differenzen zwischen der minimalen und maximalen BV
gezeigt, welche statistisch im Vergleich nicht signifikant waren. Fur einen Gruppenver-
gleich der BV in den Studiengruppen ist die Patientenanzahl zu gering. Die Gestaltung
der Studie war primar die BV in den Studiengruppen zu bestimmen.

NT-proBNP

Erstmalig wird in dieser Arbeit die BV von NT-proBNP in HFpEF-Patienten beschrie-
ben (28%), welche mit der BV in HFrEF-Patienten (24%) vergleichbar ist. Dieses Stu-
dienergebnis gibt damit eine Evidenz, die BV von HFrEF-Patienten ebenfalls auf
HFpEF-Patienten anzuwenden®-1:9293 Mit NT-proBNP als Teil der europaischen und
amerikanischen Leitlinien und haufiger Verwendung von seriellen Biomarkermessun-
gen in der klinischen Routine stellt das Ergebnis eine wichtige Information zur Inter-
pretation der seriellen Messungen dar?'.

Die in dieser Studie bestimmten BVs (min. 24%, max. 36%) liegen in dem Rahmen der
zuvor in der Literatur publizierten wochentlichen BVs fur NT-proBNP, wie Meijers et al.
mit 22% in stabilen HFrEF-Patienten oder Wu et al mit 35% in gesunden Proban-
den®0:°21.9293 |nteressant ist, dass die BV von NT-proBNP in der multimorbiden Stu-
diengruppe DN nicht hoher ist. Eine Niereninsuffizienz und Diabetes mellitus scheinen
die BV von NT-proBNP nicht in einem groReren Ausmal’ zu beeinflussen.
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Wie bei Meijers et al. im Vergleich zwischen stabilen HF-Patienten und gesunden Pro-
banden sind in dieser Studie die Unterschiede der BV in den Studiengruppen statis-
tisch nicht signifikant®'. Auffallig ist jedoch die hohe Differenz von 11% zwischen der
geringsten (HFrEF, 24%) und der grofdten BV (aHt, 36%). Die in Vorstudien ermittelte
BVs mit wochentlichem Messintervall unterscheiden sich ebenfalls um bis zu
22%9%02192_ Eine Erklarung hierzu gibt es bislang nicht. Der Gruppenvergleich in dieser
Arbeit zeigt, dass in Patienten ohne Herzerkrankung (Gruppe aHt) die BV hoher ist.
Eine Tendenz, welche sich ebenfalls bei Meijers et al. zeigt (25% in Gesunden im
Vergleich zu 22% in HF). NT-proBNP wird als Reaktion auf eine erhohte Volumenbe-
lastung des Herzens ausgeschuttet. Als idealer Biomarker zum Verlaufsmonitoring
wirde eine Konzentrationsdnderung von NT-proBNP ebenfalls eine Anderung der Vo-
lumenbelastung bedeuten. In Vorstudien konnten dartber hinaus Stimuli einer Kon-
zentrationsanderung von NT-proBNP gezeigt werden: paroxysmales Vorhofflim-
mern'%’, Angina pectoris'®, veranderte Salzzufuhr'®®, Veranderungen der Herzfre-
quenz'"® und Infektionen'"'. Fir die Studienpopulation kénnte ein Vorliegen physiolo-
gischer Stimuli zu der BV beitragen. Maglicherweise haben Veranderungen der Herz-
frequenz oder der Salzzufuhr gro3eren Einfluss auf die relative Konzentrationsande-
rung bei Patienten ohne strukturelle Herzerkrankung und bedingen damit eine hohere
BV in Patienten mit aHt.

Um die unterschiedlichen BVs besser zu verstehen und um Einflussfaktoren auf die
BV zu identifizieren, sind weitere Studien mit entsprechendem Studiendesign notwen-
dig.

hsTnT

hsTnT ist ein sensitiver und spezifischer Marker fiir eine Myokardschadigung*?. In HF-
Patienten kann die Myokardschadigung durch eine myokardiale Ischamie bei KHK
oder unabhangig davon durch pathophysiologische HF-Prozesse wie neurohumorale
Uberstimulation, Inflammation oder Apoptose bedingt sein?24849,

Die in der Literatur beschriebenen BVs werden durch die Ergebnisse dieser Arbeit (BV
in DN = 12%, BV in aHt = 22%) validiert®®°°. Meijers et al. haben in HFrEF-Patienten
eine hohere BV (11%) als in gesunden Probanden 16% gefunden®'. Gleicher Unter-
schied wurde ebenfalls in den Arbeiten von Frankenstein et al. gefunden®°4, Simultan
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ist in dieser Arbeit die BV in Patienten mit aHt und Ausschluss einer strukturellen Herz-
erkrankung hoher (22%) als in den HF-Gruppen (HFrEF 14% und HFpEF 15%) und
der multimorbiden DN-Gruppe (12%). Eine KHK ist bei HFrEF-Patienten die haufigste
Genese®. Mit der Vorstellung einer fluktuierenden koronaren Durchblutung ware in der
Gruppe HFrEF eine hohere BV zu erwarten. Die im Vergleich niedrigere BV in Patien-
ten mit HFrEF ist daher ein Uberraschendes Ergebnis. Frankenstein et al. haben ge-
zeigt, dass die BV bei Patienten mit hsTnT-Konzentrationen unterhalb der 99.-Per-
centile des Assays (< 14ng/l) eine hohere BV haben'2. Eine Korrelation zwischen der
hsTnT-Konzentration und der BV konnte jedoch im zeitlichen Verlauf nicht gefunden
werden®®.

Einschrankend ist fur das Ergebnis zur BV in aHt-Patienten in dieser Arbeit zu erwah-
nen, dass dessen Reliabilitat eingeschrankt ist. In der Studiengruppe aHt war die
hsTnT-Konzentration in 10 Proben unterhalb des LLOD des Assays. Ohne quantitative
Konzentrationsbestimmung konnten die Patienten nicht zur Generierung der BV ver-
wendet werden. Mit 14 Patienten ist in der aHt-Gruppe die Reliabilitat zur Generierung
der BV am geringsten. Nach einer Powerberechnung anhand von Konfidenzintervallen
von Rgraas et al. ist in der genannten Konstellation die Wahrscheinlichkeit die BV zu
bestimmen 80%'"3.

Ebenso bemerkenswert ist die niedrige BV von hsTnT in der DN-Studiengruppe (12%),
welche vergleichbar mit der bekannten wochentlichen BV in Dialysepatienten (7,9%)
ist®. Hohere hsTnT-Konzentrationen sind unabhangig mit einer verschlechterten Nie-
renfunktion und einem Diabetes mellitus assoziiert'™*. Dennoch ist in Patienten mit Di-
abetes mellitus und Niereninsuffizienz die BV von hsTnT nicht erhoht.

Abschliel3end ist mit Betrachtung des RCV in HFpEF- (42%), HFrEF- (40%) und mul-
timorbiden Patientin mit DN (33%) eine hsTnT-Dynamik tber 50% innerhalb einer Wo-
che nicht mit der biologischen Variabilitat zu erklaren. Eine wochentliche hsTnT-Dyna-

mik von 50% sollte folgend als klinisch signifikanter Myokardschaden beurteilt werden.

sST2

Die BV von sST2 unterscheidet sich nicht zwischen HFrEF, HFpEF, DN und aHt und
ist in allen Krankheitsgruppen gering mit minimal 8% bis maximal 12%. Damit werden
die berichteten BVs in gesunden Probanden und stabilen HFrEF-Patienten bestéatigt®®:
91.97.115 sST2 ist ein Biomarker fiir myokardialen Stress und Mediator von myokardialer
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Remodellierung und Fibrosierung''®. Mit einem RCV von 32% in HFrEF-Patienten und
29% in HFpEF-Patienten ist bereits eine geringe wochentliche Konzentrationsande-
rung als klinisch signifikant zu bewerten. Mit einer RCV von 24% qilt fur die multimor-
bide DN-Gruppe dazu keine Einschrankung.

Mit der geringen und konsistenten BV von sST2 in Vorstudien als auch in den Studien-
gruppen dieser Arbeit zeigt sich analytische Wert von sST2 zum Verlaufsmonitoring.

Galectin-3

Galectin-3 hat eine vergleichbar niedrige BV in den Gruppen aHt (7%), HFpEF (8%)
und DN (7%), welche sich ebenfalls mit den wochentlichen BVs zu gesunden oder HF-
Probanden der Literatur deckt®%. Als Ausreiler ist die BV in HFrEF in dieser Arbeit
mit 18% mehr als doppelt so hoch als in den Vergleichsgruppen. Fur gesunde Proban-
den wurde eine vergleichbar hohe BV von Mueller et al. beschrieben (20%)28. Schind-
ler et al. hingegen haben deutlich geringere BVs fur Galectin-3 in Gesunden (5,5%)
und HF-Patienten (7,7%) bestimmt®. Eine offensichtliche methodische Erklarung fir
die Differenz der BV in Vorstudien gibt es nicht. In dieser Arbeit ist Galectin-3 der ein-
zige Marker, welcher eine in der Gruppe HFrEF eine hohere BV hat. Galectin-3 ist ein
Biomarker der myokardialen Fibrosierung und Remodellierung®. sST2 zeigt in dieser
Arbeit keinen Ausreil3er in der HFrEF-Gruppe. Eine Erklarung fur die abweichende BV
von Galectin-3 ergibt sich aus dieser Arbeit nicht. Deshalb sind fur Galectin-3 weitere
Untersuchungen notwendig, um die divergierende BV besser zu verstehen und um

Faktoren zu identifizieren, welche die BV von Galectin-3 beeinflussen.

Copeptin

Copeptin wird als Reaktion auf Hypovolamie und Anderungen der Plasmaosmolaritat
freigesetzt®”. Obwohl sich der Nutzen von seriellen Copeptin Messungen sowie das
Potential zum Therapiemonitoring gezeigt hat, gab es zuvor keine Daten zur BV von
Copeptin’®71.72_|n dieser Arbeit wird erstmals die BV von Copeptin in Patienten mit
HFrEF, HFpEF, aHt und DN beschrieben. Die BV von Copeptin ist hoch und unter-
scheidet sich signifikant zwischen den Studiengruppen (19% - 42%). Besonders hoch
ist die BV von Copeptin in Patienten mit aHt. Die hohe BV in der aHt-Gruppe kann
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moglicherweise durch den groReren Einfluss von physiologischen Stimuli wie Ande-
rungen der Flissigkeits- oder Salzzufuhr auf die relative Anderung der Copeptin-Kon-
zentration erklart werden.

Die hohe und divergente BV von Copeptin sollte in der Interpretation von Konzentrati-

onsanderungen in seriellen Messungen berucksichtigt werden.

NGAL

NGAL hat eine niedrige und konsistente BV in Patienten mit HFrEF, HFpEF, aHt und
DN. In dieser Arbeit wird erstmalig die BV von NGAL in Patienten mit HFrEF und
HFpEF beschreiben. Die BV in der Studiengruppe DN ist mit 8% niedriger als die zuvor
in Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ermittelte BV (16%)'%. Studien zu
NGAL im Urin haben in gesunden Probanden deutlich hohere BVs gemessen (27%
bzw. 80%)'91:192, Plasma-NGAL zeigt sich daher analytisch NGAL im Urin Gberlegen.
NGAL ist ein Biomarker fiir die Schadigung der Nierentubuli'”’. Die Nierentubuli sind
vulnerabler gegenuber einer Hypoxie als der renale Kortex, welcher fur die GFR ver-
antwortlich ist'"”. In der HF kann eine initial kompensatorisch erhéhte glomerulare Hy-
perfiltration die hypoxische renale Schadigung erst verspatet durch die eGFR ange-
zeigt werden'". In HF-Patienten mit und ohne Niereninsuffizienz konnte fiir Plasma-
NGAL im Vergleich zur eGFR ein grofRerer prognostischer Wert gezeigt werden''®. Die
niedrige und in den Studiengruppen konsistente BV zeigt die gute Anwendbarkeit von
NGAL in HF-Patienten.

Limitationen

Diese Arbeit hat Limitationen. Rgraas et al. haben auf Grundlage von Konfidenzinter-
vallen in Relation zur Anzahl der Probanden, Anzahl der Blutentnahmen und der Ratio
zwischen analytischer und intra-individueller biologischer Variation eine Powerberech-
nung fur die Bestimmung des Coefficient of Variation durchgefiihrt''®. Unsere Studie
hat 2 Blutentnahmen, die Ratio zwischen der CVa und CVi war bei allen Biomarkern
weit unter 0,5 und mit mind. 20 Probanden pro Gruppe hat diese Arbeit eine Wahr-
scheinlichkeit von 0,88 den CVt zu bestimmen.

Im Vergleich der BV in den Studiengruppen zeigen sich zum Teil deutliche Differenzen,
welche statistisch nicht signifikant sind. Fur einen Gruppenvergleich der BV ist eine
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groRere Anzahl an Patienten notwendig.

Diese Studie eignet sich durch die Patientenanzahl sowie der Zusammensetzung der
Studiengruppen nicht um Einflussfaktoren auf die BV zu identifizieren. Nicht nur Pati-
enten in der Studiengruppe aHt sind in der Studienkohorte an einem arteriellen Hyper-
tonus erkrankt. Gleiches gilt fur Diabetes mellitus und Niereninsuffizienz in der Stu-
diengruppe DN (vgl. Tabelle Studienkohorte). Wie im Ergebnisteil beschrieben, beste-
hen bei einem relevanten Teil der Studiengruppe DN Hinweise auf eine Herzerkran-
kung.

Die in der Arbeit beschriebene BV ist auf eine Woche beschrankt (medianes Messin-
tervall 7 Tage). Eine Aussage zu der BV der Biomarker in einem kurzeren oder lange-
ren Zeitraum ist durch diese Arbeit nicht moglich.

Die Proben sind bis zur Messung unter definierten analytischen Bedingungen aufbe-
wahrt worden. Die analytische Variabilitat des jeweiligen Assays wurde durch das Co-
relab aus zuvor bestimmten Probekonzentrationen gestellt. Eine fur jede Konzentra-
tion in der Studie bestimmte analytische Variabilitat des jeweiligen Assays ware me-
thodisch genauer. Unabhangig davon ist die analytische Variabilitat der verwendeten
Assays deutlich unter den unter anderem von Fraser und Harris formulierten analyti-

schen Zielen8119,

Konklusion

In dieser Arbeit wird die wochentliche BV von NT-proBNP, Galectin-3, sST2, hsTnT,
Copeptin und NGAL in Patienten mit HFrEF, HFpEF, aHt und NGAL beschrieben, was
eine bessere Interpretation von seriellen Biomarkermessungen in HFpEF-Patienten
sowie multimorbiden Patienten ermoglicht. Um die sowohl in der Literatur als auch in
unserer Studie sich unterscheidenden BVs der untersuchten Biomarker besser zu ver-
stehen und Einflussfaktoren der BV zu identifizieren sind nachfolgende Studien not-

wendig.
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