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PROLOG

Sir Francis Peabody, Journal of the American Medical Association, 1927:

“The good physician knows his patients through and through, and his knowledge is bought
dearly. Time, sympathy and understanding must be lavishly dispensed, but the reward is to
be found in that personal bond which forms the greatest satisfaction of the practice of
medicine. One of the essential qualities of the clinician is interest in humanity, for the secret

of the care of the patient is in caring for the patient.”
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ABKURZUNGEN

CRP
DNS
LGE
LVAD
RNS
RT-PCR
MeSH
MINOCA
MRT
NIH
NT-pro BNP

C-reactive protein (C-reaktives Protein)

Desoxyribonukleinsiaure

Late gadolinium enhancement

Linksventrikularer “assist device”

Ribonukleinsiure

Reverse transcriptase polymerase chainreaction

Medical subject heading

Myocardial infarction and non-obstructive coronary artery disease
Magnetresonanztomografie

National Institute of Health

N-terminal pro-B-type natriuretic peptide
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EINLEITUNG

Diese Habilitationsschrift soll einen Uberblick iiber meine Untersuchungen auf dem Gebiet der
Biomarker im Bereich der Kardiomyopathien und bei Herzinsuffizienz geben. Der Terminus
Biomarker wurde zum ersten Mal als “Medical Subject Heading (MeSH)” im Jahre 1989
verwendet2. Im Jahre 2001 hat eine Arbeitsgruppe des National Institute of Health (NTH) eine

6

standardisierte Definition fiir das Wort Biomarker entwickelt: “... a characteristic that is
objectively measured and evaluated as an indicator of normal biological processes, pathogenic processes,
or pharmacologic response to a therapeutic intervention .

Die Entwicklung von neuen Biomarkern stehtim Zentrum der “Big Data”-Analysen. Mit “Big Data”
bezeichnet man einen Bereich in der Forschung, in dem man Daten analysiert, welche zu groB
oder zu komplex sind, um sie mit traditioneller Datenanalyse-Software in einem akzeptablen
Zeitrahmen zu untersuchen. ,,High-Throughput“-Technologien sind ein wichtiger Bestandteil der
,Big Data“-Analysen, mit welchen in kurzer Zeit eine umfangreiche Zahl an Variablen pro Probe in

groBen Kohorten gemessen werden konnen. Ein Beispielfiireine ,,High-Throughput“-Technologie

sind Microarray Analysen.

Ein Uberblick iiber die Vorteile der Anwendung von Biomarkern und iiber die méglichen
Fehlerquellen im Bereich der “Big data”’-Analysen

Inden letzten 30 Jahren wurde im Bereich der kardiovaskuldren Medizin eine umfassende Anzahl
an Biomarkern zum Screening im Rahmen der Primarpravention, zur Diagnose- und
Prognosestellung, zur Therapieentscheidung, sowie zur Uberwachung des Therapieerfolges

entwickelt.
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In der Ara der ,,High-Throughput“- Technologien traten Biomarker mehr und mehr in den Fokus
der Forschung, da es zunehmend Moglichkeiten gab, eine breite Anzahl von Markern zu
untersuchen, welche potentiell mit einer Erkrankung oder Prognose assoziiert sein konnten.
Nach einer groBen Welle des Enthusiasmus’ begann die Kritik an der Biomarkerforschung und es
kam zu einer ,Biomarker-Fatigue“ unter Wissenschaftlern, welche den Nutzen von neuen
Biomarkern sehr kritisch hinterfragten, da ein beachtlicher Teil der Ergebnisse von ,Big Data“-
Analysen in der Validierungsphase in unabhangigen Proben nicht reproduzierbar war.

Die Analyse von groBen Mengen an Variablen, welche potenziell mit einem spezifischen Phanotyp
assoziiert sein konnten, triagt gewisse mogliche Fehlerquellen mit sich. Sehr spezifische
statistische Regeln mussten hierzu sowohl fiir die Analyse von groBen Daten-Sets als auch fiir

,Multiple Comparison“-Analysen entwickelt werden.

Im Bereich der ,,Microarray“- Analyse wurde hierzu ein spezifischer statistischer Wert entwickelt -
der Q-Wert. Dieser entspricht dem p-Wert, welcher fiir ,Multiple Comparison“-Analysen
entwickelt wurde. AuBerdem wurde sein Analogon, die ,,False Discovery Rate® von Benjamini and
Hochberg4-7 eingefiihrt.

Da die technischen Details einer ,Big Data“-Analyse sehr komplex sind, liegt eine hohe
Verantwortung bei den ,,Editorial Boards® von wissenschaftlichen Magazinen, die sicher stellen
miissen, dass entsprechend rigorose Methoden in den jeweiligen Studien angewendet worden
sind, um den moglichen Fehlerquellen der ,Big data“-Analyse entgegenzuwirkens.

Einer der Hauptvorteile der ,,High-Throughput“-Technologie ist, dass sie (die Technologie) die
Entwicklung von neuen Biomarkern ermdglicht, ohne dabei durch Vorkenntnisse beeinflusstzu

sein, was auch als ,,unbiased approach® bezeichnet wird. Damit beschreibt man, dass die Analyse
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ohne vorbestehende Hypothese durchgefiihrt wird, was die Chance fiir neue Erkenntnisse erhoht.
Von Kritikern wird dies wiederum manchmal als ungezielt bezeichnet3.

Ein weiterer Vorteil der ,,High-Throughput“-Technologie ist, dass diese in kurzer Zeit enorm hohe
Datensitze analysieren kann und dadurch Muster und Zusammenhinge erkennt, was durch
bisherige ,Low throughput“-Methoden nicht moglich war. Fiir einen Menschen wire es
unmoglich, so groBe Datenmengen unter dem gleichen Zeitaufwand zu evaluieren. ,High-
Throughput“-Technologie wird somit mit seinen ,Machine Learning“-Algorithmen dem Gebiet der
kiinstlichen Intelligenz untergeordnet8. Wiahrend bisherige ,,Low Throughput“-Methoden im
Vergleich nur sehr kleine Datenmengen analysieren konnten, erzeugen diese allerdings mehr
Information tiber den Pathomechanismus von Erkrankungens.

Dementsprechend wurde oft kritisiert, dass viele der neueren Biomarker keinen Einblick in die
Pathomechanismen einer Erkrankung vermitteln und moglicherweise nur eine Folge der
Erkrankung und nicht ursachlich fiir die Erkrankung sind. Fiir die Anwendung eines Biomarkers
ist es allerdings nicht relevant ob er Ursache oder Folge einer Erkrankung ist, solange er seinen
Zweck als Biomarker erfiillt, nidmlich z.B. zur Diagnose- oder Prognosestellung. So ist
beispielsweise Troponin ein etablierter Biomarker zur Evaluation von Koronarsyndrom, obwohl

dieser Biomarker nur eine Folge des Infarktes ist und dessen Ursachen in keiner Weise erklart.

Laborchemische Biomarker von kardiovaskuliiren Erkrankungen

In diesem Abschnitt wird ein Uberblick iiber die unterschiedlichen Biomarker von
kardiovaskularen Erkrankungen gegeben. Es muss hierbei darauf hingewiesen werden, dass es
keinen perfekten Biomarker fiir eine Erkrankung gibt, welcher eine Diagnose mit 100-prozentiger

Genauigkeit stellt. Biomarker sind iiblicherweise ein Ergebnis aus einer Vielzahl an

7 /97



- Habilitationsschrift, Dr. Bettina Heidecker -

Pathomechanismen, wodurch sich nicht nur eine spezifische Erkrankung in einem Biomarker
wiederspiegelt, sondern viele unterschiedliche Erkrankungen mit diesem Marker assoziiertsein
konnen. Hier sei dies am Beispiel von Troponin erlautert. Troponinerh6hung findet sich nicht nur
beim akuten Koronarsyndrom sondern auch bei akuter Myokarditis oder der Takotsubo-
Kardiomyopathie oder aber auch bei renaler Insuffizienz. AuBerdem gibt es individuelle
Unterschiede in den Serumspiegeln von Biomarkern, welche unter anderem durch genetische
Veranlagung und Geschlecht (oder Nierenfunktionsstorungen bzw. Organdysfunktionen)

beeinflusst werden9-11.

Marker zur Detektion von kardialer Ischimie
Troponin
Die Troponine sind drei regulatorische Proteine, die in Skelett- und Herzmuskeln vorkommen.
Troponine besitzen 3 Untereinheiten:
1) Troponin T, welches fiir die Bindung von Tropomyosin verantwortlich ist
2) Troponin I, welches fiir die Bindung von Aktin verantwortlich ist (I steht fiir ,,inhibitory “,
hemmend)
3) Troponin C, welches fiir die Bindung von Calcium verantwortlich ist
Zusammen mit Myosin und Aktin stellen diese Proteine den kontraktilen Apparat der Muskulatur
dar.
Der obere Referenzwert fiir Troponin wird durch die neunundneunzigste Perzentile einer

Referenzpopulation festgelegt.
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Troponin I und T sind die am besten etablierten Biomarker zum Nachweis von Ischiamie im
Herzen. Ihre Uberlegenheit gegeniiber anderen Biomarkern wurde in groBen multizentrischen
Studien deutlich demonstriert2 3 und erklart sich durch ihre Gewebsspezifitit und hohe
Sensitivitiat4. 15. Dabei scheinen Troponin I und T eine dhnliche diagnostische Genauigkeit zu
haben?o.

Troponin hat nicht nur diagnostischen Wert, sondern kann auch als prognostischer Parameter
verwendet werden 1213, Unter anderem wurde bei akutem Herzinfarkt (,,ST Elevation Myocardial
Infarction (STEMI)“) nachgewiesen, dass Patienten mit hoheren Troponinwerte eine hohere
Mortalitat haben®. Bei ,Non-ST-Elevation-Myocardial Infarction (NSTEMI)“ zeigte sich ein 4-fach

erhohtes Risiko fiir das Rezidiv eines Myokardinfarktes und auch der Mortalitat7. 18,

Kreatinkinase-Muscle Brain (MB) und Myoglobin

Die Kreatinkinase-MBist ein Isoenzym beziehungsweise eine Untereinheit der Kreatinkinase. MB
steht fiir ,Muscle® und ,,Brain“, wo Kreatinkinase-MB produziert wird.

Kreatinkinase-MB ist in der Diagnose des akuten Koronarsyndroms in Bezug auf diagnostische
Genauigkeit zweitrangig im Vergleich zu Troponin, da es auch vom Skelettmuskel freigesetzt wird
und dadurch im Rahmen einer Muskelverletzung die Spezifitat in Hinblick auf ein kardiales
Geschehen beeintrachtig ist. Serielle Messungen konnen allerdings dabei helfen, das Ansprechen
auf eine Therapie zu iiberwachen.

Ahnlich der Kreatinkinase-MB ist auch Myoglobin in héheren Mengen im Skelettmuskel
vorhanden und kann somit bei Muskelverletzungen unspezifisch im Serum erhoht sein. Es macht
etwa 2% von Herz- als auch Skelettmuskelmasse aus. Myoglobin ist ein sehr kleines Molekiil und

wird daherim Rahmen von akutem Koronarsyndrom aber auch Verletzung der Skelettmuskulatur
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sehr frith freigesetzt (innerhalb von 1-4 Stunden). Die Spitzenwerte werden nach etwa 6-12
Stunden erreicht. Myoglobin normalisiert sich iiblicherweise innerhalb von 24-36 Stunden. Die
friithe Nachweisbarkeit von Myoglobin kann beim frithen Koronarsyndrom genutzt und die
Spezifitat durch Kombination mit anderen Biomarkern gesteigert werden9: 20. Eine Studie bei
akutem Myokardinfarkt berichtete iiber 100% Sensitivitiat von Myoglobin in Hinblick auf einen
Infarktnachweis, wenn es innerhalb von 2 Stunden nach Eintreffen des Patienten in die
Notaufnahme bestimmt wurde2!. Kreatinkinase und seine Isoform Kreatinkinase-MB werden auf
Grund ihrer etwas groBeren Beschaffenheit erst etwas spater im Rahmen des akuten
Koronarsyndroms freigesetzt (nach etwa 2 Stunden). Der Spitzenwert wird nach etwa 6-9

Stunden erreicht.

Ischimie-modifiziertes Albumin

Ein weiterer Biomarker der aktuell evaluiert wird, ist das ,,ischamie-modifizierte Albumin“22 23,
Interessanterweise wurde nachgewiesen, dass eine Affinitat von Albumin auf Kobalt besteht,
welcheinnerhalbvon Minuten nach Beginn des akuten Koronarsyndroms abnimmt2223, Eskommt
damit zu einer strukturellen Modifikation des N-Terminus von Albumin, welche sich durch eine
verminderte Bindung mit Kobalt und Nickel charakterisiert. Diese Eigenschaft kann man sich
durch einen laborchemischen Test zu Nutze machen und damit ,,ischamie-modifiziertes Albumin®
quantifizieren.

Die Sensitivitat von Ischamie-modifiziertem Albumin und damit auch sein negativ pradiktiver

Wert sind sehr hochz22,
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Marker zur Detektion von Inflammation

C-reaktives Protein (CRP)

CRP ist ein Protein das im Rahmen einer Entziindung sowohl in Serum als auch Plasma in
erhohten Konzentrationen nachweisbar ist. Im Rahmen einer akuten oder chronischen
Entziindung aber auch Infektion kann CRP bis zu 100-fach iiber den Normwert erhoht sein.
Zusatzlich zum diagnostischen Wert haben erhohte CRP-Werte auch relevante prognostische
Bedeutung. In mehr als 15 prospektiven klinischen Studien wurde gezeigt, dass erhohte CRP-
Werte mit kardiovaskularen Komplikationen korrelieren — sowohl kurzzeitig als auch in Bezug auf
die Langzeit-Prognose24. Die Entwicklungvon ,high-sensitivity CRP“-Labortests (hs-CRP) hat zu
einer Senkung der Nachweisgrenze von 10-1000mg/L bei CRP Messung auf 0.5-10mg/L gefiihrt.
Dadurch kam es zu einem Anstieg der diagnostischen Sensitivitat, wahrend ,hs-CRP“ weiterhin
sehr gut mit akutem Koronarsyndrom und dem Risiko fiir Stent-Restenose korreliert=s.
Wihrend ein GroBteil der kardiovaskularen Forschung auf die Pradiktion von kardiovaskularen
Ereignissen durch ,,hs-CRP* fokussierte, wurde auch im Bereich Myokarditis gezeigt, dass CRP bei
Patienten mit myokardialer Inflammation erhohtist26:27. Wahrend ,,hs-CRP“in der Akutphase der

Myokarditis erhoht ist, erreicht es beim GroBteil der Patienten nach 3 Monaten Normwerte=26.

Weitere inflammatorische Marker

Myeloperoxidasen und Matrix-Metalloproteinasen sind weitere Biomarker, welche durch
Inflammation im kardiovaskuliaren System freigesetzt werden und bisher primir in der
Atheroskleroseforschung Relevanz aufwiesen. Myeloperoxidase wird als Enzym von
neutrophilen Granulozyten freigesetzt und spielt durch seine pro-inflammatorische und pro-

oxidative Funktion eine Rolle in der Destabilisierung von atherosklerotischen Plaques. Hierzu
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wurde unter anderem gezeigt, dass die Aktivitat von Myeloperoxidase in den Leukozyten von
Patienten mit koronarer GefaBerkrankung im Vergleich zu gesunden Menschen erhoht ist28.

Matrix-Metalloproteinasen sind ebenso Enzyme, welche bei kardiovaskuldaren Ereignissen eine
relevante Rolle zu spielen scheinen. Sie sind in den meisten Geweben vorhanden und haben
regulatorische Funktion in der extrazellularen Matrix. Sie sind dhnlich wie die Myeloperoxidase
im Rahmen des akuten Koronarsyndroms erhoht29. AuBerdem wurde auch bei Myokarditis im
Tiermodell mittels Infektion durch Coxsackie Virus B3 gezeigt, dass neun Tage nach Infektion mit

dem Virus die Matrix-Metalloproteinasen 2, 9 und 12 ansteigen3©.

Marker zur Detektion von haimodynamischem Stress

Natriuretisches Peptid

,Brain natriutretic peptide“ und ,N-terminal brain natriuretic peptide“ (NT-proBNP) werden
primdar im Rahmen von Dehnung des Herzens und dadurch resultierende Zunahme der
Wandspannung freigesetzt3:. Das Prohormon BNP wird durch eine Endoprotease (Corin) im Blut
in zwei Polypeptide, das inaktive NT-proBNP und das bioaktive BNP, gespalten. BNP wirkt im
Korper auf mehreren Ebenen kardioprotektiv. Es fithrt zur Dilatation der Arterien, zur Natriurese
und Diurese und reduziert die Aktivitit des Renin-Angiotensin-Systems und die adrenerge
Reaktion im Rahmen der Herzinsuffizienz.

Es wurde auBerdem gezeigt, dass Ischdmie im Rahmen des akuten Koronarsyndroms zu einer
Freisetzung von NT-proBNP fiihrt. So konnte eine Studie zeigen, dass die Transkription von BNP-
Genen im infarzierten und ischamischen Gewebe gesteigert ist. Im umliegenden vitalen Gewebe
war die Transkription unverandert32. Marumoto und Kollegen zeigten, dass BNP bei Patienten

mit bekannter koronarer GefaBerkrankung nach Belastung ansteigt und mit der GroBe der
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Ischamie korreliert3s. Plasmakonzentrationen von BNP steigen rasch nach einem Herzinfarkt an,
entsprechen der GroBe des Infarktes34 und haben somit auch prognostischen Werts:.

Im Bereich der Herzinsuffizienz wurde NT-proBNP zu einem der wichtigsten prognostischen
Marker. BNP war der erste Biomarker, fiir welchen klinischer Nutzen fiir das Screening bei
Herzinsuffizienz, aber auch fiir die Diagnose und Prognose bei Patienten mit eingeschrankter
Pumpfunktion gezeigt wurde3s. Zudem wurde berichtet, dass BNP ein unabhingiger Risikofaktor
fiir Herzinsuffizienz, Vorhofflimmern, Schlaganfall und Tod ist3¢.

Neben dem medizinischen Nutzen von BNP wurde auBerdem beschrieben, dass es ein
kosteneffektiver Marker ist. In diesem Sinne wurde in der REDHOT-Studie gezeigt, dass die
Beriicksichtigungvon BNPbeider Entscheidungeinen Patienten stationaraufzunehmen, unnotige
Hospitalisierungen um 10% reduziert hatte3”. BNP hat hohe Sensitivitit beim Screening auf
Herzinsuffizienz und damit hohen negativ priadiktiven Wert. Bei der Pradiktion von Re-
Hospitalisierungen zeigte sich NT-pro-BNP besser geeignet als BNP, am ehesten auf Grund der
langeren Halbwertszeit von NT-pro-BNP im Serums3s.

Erhohte BNP Werte finden sich auch bei Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie,
diastolischer Dysfunktion und linksventrikularer Pumpfunktion und korrelieren direkt mit der
NYHA-Stadium Klasse beziehungsweise mit abnehmenden Herzzeitvolumens39.

Auch im Rahmen der Myokarditis zeigen sich erhohte BNP-Werte sowohl bei Patienten als auch

im Tiermodell4o-42,
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Transkriptom-Biomarker

Mit dem Terminus Transkriptom sind die gesamten ,messenger Ribonukleinsidure (RNS)
Molekiile, auch “Transcripts” genannt, zusammengefasst, welche in einer gewissen Zelle oder
Zellpopulation beziehungsweise in einem Gewebe vorhanden sind. Wahrend ,Transcripts®
geschitzt von weniger als 5% des Genoms des Menschen exprimiert werden, kann jedes Gen der
Desoxyribonukleinsaure (DNS) eine Vielzahl an ,messenger-RNS-Molekiilen“ erzeugen. Dies wird
durch ,alternative splicing” ermoglicht und das Produkt der ,messenger-RNS“ kann durch
posttranslationale Verarbeitung noch weiter verandertwerden4s.

Durch die sogenannte ,Highthroughput-Technologie“ wurde es moglich, die gesamte RNS eines
Patienten gleichzeitig zu quantifizieren und mit spezifisch dafiir entwickelten statistischen
Programmen zu analysieren. Wahrend die Technologie urspriinglich zur Detektion von
pathophysiologischen Verianderungen angewandt wurde, um Krankheitsbilder besser zu
verstehen, folgte sehr schnell die Anwendung von Transkriptomanalysen im Bereich der
Biomarkerforschung. Die Pionierarbeit hierzu prasentierte man in der Krebsforschung, wo ein
Transkriptom-Biomarker die Prognose von Patienten mit Brustkrebs mit hoherer Genauigkeit
bestimmen konnte, als klinische oder histologische Kriterien44. Ebenso erfolgreich zeigte sich ein
prognostischer Transkriptom-Biomarker bei Lymphompatienten4s.

Eine der wichtigsten Arbeiten im Bereich Transkriptom-Biomarker in der Kardiologie war
sicherlich die Entwicklung des ,Allomap Risk Scores“ im Rahmen der ,,CARGO-Studie“4¢. Der
s~Allomap-Test* dient der Verlaufskontrolle von Patienten, welche ein Herztransplantat erhalten
haben, in dem er eine AbstoBung eines Herztransplantates durch Transkriptomanalyse von

peripheren Blutzellen detektieren kann. Von den 20 Genen, welche in der Transkriptomanalyse
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gemessen werden, enthalten 11 Gene diagnostische Informationen. Neun Gene dienen der
Normalisierung und Qualitiatskontrolle. Der Test besteht aus einer Routineblutabnahme und die
Ergebnisse sind innerhalb von 2 Tagen erhiltlich. Wird eine Uberexpression bestimmter Gene
mit dem ,,Allomap-Test“ nachgewiesen, wird empfohlen, eine Verlaufs-Myokardbiopsie beim
Patienten durchzufiihren, um den Patienten auf eine mogliche AbstoBung zu evaluieren. Durch die
Einfithrung des ,Allomap-Tests“ und somit der nicht-invasiven Uberwachung auf mégliche
TransplantatabstoBung, konnten die Intervalle der Verlaufs-Myokardbiopsien um mehrere
Monate ausgedehnt werden46. Der Test wurde innerhalb von wenigen Jahren durch die ,,Food and
Drug Administration (FDA) bewilligt und die Kosten dafiir werden mittlerweile in Amerika von
den meisten Versicherungen iibernommen. In Europa wird dieser Test bisher noch nicht
routinemafig angewandt.

Nach dem Erfolg des ,Allomap-Tests“ haben wir uns diese Technologie zum Vorbild genommen
und dhnliche Algorithmen im Bereich der sekundédren Kardiomyopathien angewandt, welche in

der vorliegenden kumulativen Habilitationsschrift ndher prasentiert werden.

Biomarker in der Bildgebung

Wie oben bereits beschrieben, gibt es keine perfekten Biomarker in der Medizin und die Diagnose
stellt sich immer aus der Gesamterhebung aller vorhanden Daten. Eine wichtige Erganzung zu
laborchemischen Biomarkern wund Transkriptom-Biomarkern sind im Bereich der
Kardiomyopathien auch die Biomarker in der Bildgebung, insbesondere in der
Magnetresonanztomografie (MRT). Wahrend die MRT-Untersuchung aktuell den nicht-invasiven
Goldstandard zur Diagnose der Myokarditis darstellt47, wurde mittlerweile auch ein hoher

prognostischer Wert dieser Bildgebungstechnik beschrieben. So haben Grani und Kollegen
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gezeigt, dassdie Verteilung des ,,Late Gadolinium Enhancements“ (LGE) im MRTinsbesondereim
Bereich des midventrikuldiren Septums des linken Ventrikels ein frither Pradiktor fiir
kardiovaskulire Komplikationen bei Myokarditis ist48. Ahnliches haben wir in unserem Projekt
beobachtet, welches im Rahmen dieser kumulativen Habilitationsschrift unter anderem naher

prasentiert wird.

In der vorgelegten kumulativen Habilitationsschrift werden anhand von fiinf meiner
ausgewahlten Publikationen die Anwendungsbereiche von Transkriptombiomarkern, als auch
Routinebiomarkern und Marker in der Bildgebung im Bereich sekundarer Kardiomyopathien
beschrieben:
1) Ein Transkriptombiomarker zur Prognoseerhebung bei neu diagnostizierter
Herzinsuffizienz (Heidecker et al, Circulation, 2008)
2) Geschlechtsspezifische Unterschiede im Transkriptom bei neu diagnostizierter
Herzinsuffizienz (Heidecker et al, European Heart Journal, 2010)
3) Ein Transkriptombiomarker zur Diagnose von Myokarditis (Heidecker et al, Circulation
2011)
4) MRT Diagnostik und Korrelation der Bildgebung mit Routinelabors bei Myokarditis
(Berg,..., and Heidecker, Circulation Heart Failure, 2017)
5) Ein Transkriptombiomarker zur Evaluation der molekularen Wirkung von Beta-Blockern
und zum Nachweis des Therapieerfolges (Heidecker, JACC Basic Translational Science, 2016)
Das langfristige Ziel meiner Forschung ist durch personalisierte Medizin die Therapie und
Prognose der Patienten mit sekundaren Kardiomyopathien, insbesondere Myokarditis zu

verbessern. Hierzu habe ich in meinen Forschungsprojekten zu Beginn auf eine Verbesserung
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der Diagnostik und Prognoseerhebung fokussiert, aber auch Wege gesucht, um den
Therapieerfolg zu monitorisieren. Durch Microarrayanalysen haben wir in kiirzester Zeit
einen grofen Umfang an Daten und auch Hypothesen generiert, welchen ich mit meiner
Arbeitsgruppe in den nichsten Jahren in umfassenderen Studien mit gréBeren Kohorten
nachgehen werde. Unter anderem werden wir den prognostischen und diagnostischen Marker
in einer groBeren multizentrischen Studie testen. AuBerdem plane ich mit meiner
Arbeitsgruppe die Funktion von Rad50 genauer zu studieren, da dieses Gen bei Patienten mit
Herzinsuffizienz und guter Prognose vermehrt aktiv war und moglicherweise fiir besseres
Regenerationspotential dieser Patienten verantwortlich ist. Rad50 ist ein Gen, dass in die
Telomeraseaktivitit von Zellen und Stammzellenaktivitiat involviert ist49- 50, Insbesondere
werden wir evaluieren, ob bei Patienten mit Myokarditis Rad50 eine Rolle in der Prognose
spielt.

Da Microarrayanalysen sehr kostspielig sind, habe ich in den letzten Jahren auch zusitzliche
klinische Risikofaktoren evaluiert, welche breiter in der Klinik anwendbar sind als
Microarrays. So haben wir gezeigt, dass MRT Ergebnisse wichtige Information iiber die
Prognose von Patienten2¢ und den Krankheitsverlauf5! aufzeigen. Zusatzlich habe ich mit
meiner Arbeitsgruppe durch MRT Studien gezeigt, dass leichtere Fille einer Myokarditis
immer noch stark unterdiagnostiziert werden und die Inzidenz damit stark unterschatzt
wird52: 53. Eine Limitation dieser Studie war, dass aus beim GroBteil dieser Patienten keine
definitive Gewebsdiagnose mittels Histologie vorhanden war. Da dies eine sehr umfassende
Studie war, welche auch Patienten einschloss, die nur eine leicht Form der Myokarditis hatten,

wire es ethisch nicht vertretbar gewesen, dies Patienten zu biopsieren.
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2. Eigene Arbeiten

2.1. Transcriptomic Biomarkers for Individual Risk Assessment in New-Onset Heart

Failure

Bettina Heidecker, Edward K. Kasper, llan S. Wittstein, Hunter C. Champion, Elayne Breton, Stuart Dr.
Russell, Michelle M. Kittleson, Kenneth L. Baughman, and Joshua M. Hare. Circulation 2008. 118: 238-
246

https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.107.756544

In dieser Arbeit haben wir einen Transkriptombiomarker fiir die Prognoseerstellung von neu
diagnostizierter Herzinsuffizienz entwickelt. Hierzu wurden Myokardbiopsien verwendet, welche
iiber einen Zeitraum von etwa 10 Jahren gesammelt wurden. Somit war uns die Langzeitprognose
dieser Patienten bekannt. Aus insgesamt 350 Myokardbiopsien wurden 180 mit idiopathischer
dilatierter Kardiomyopathie identifiziert. Daraus wurden 25 Myokardbiopsieproben von
Patienten mit guter Prognose und 18 von Patienten mit schlechter Prognose ausgewihlt. Durch
Transkriptomanalysen haben wir einen prognostischen Biomarker bestehend aus 45 Genen
entwickelt, welcher die Prognose von Patienten mit neudiagnostizierter Herzinsuffizienz mit

hoher Genauigkeit voraussagte (Sensitivitat 74%, Spezifitat90%).
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2.2.The Gene Expression Profile of Patients with New-Onset Heart Failure
Reveals Important Gender-Specific Differences

Bettina Heidecker, Guillaume Lamirault, Edward K. Kasper, llan S. Wittstein, Hunter C. Champion,
Elayne Breton, Stuart D. Russell, Jennifer Hall, Michelle M. Kittleson, Kenneth L. Baughman, and Joshua
M. Hare. European Heart Journal 2010, 31:1188-1196

https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehp549

In dieser Arbeit haben wir geschlechtsspezifische Unterschiede im Transkriptom von Patienten
mit neu diagnostizierter Herzinsuffizienz untersucht.

Wir haben dabei das Transkriptom von 29 Myokardbiopsien von Méinnern und 14
Myokardbiopsien von Frauen analysiert. Es zeigten sich 35 Gene bei Mannern gegeniiber Frauen
tiberexprimiert, wahrend 16 Gene bei Mannern weniger aktiv waren (q < 5%, fold change > 1.2).
Neben Y-Chromosom spezifischen Genen, wie zum Beispiel USP9Y, DDX3Y, RPS4Y1und EIF1AY
welche bei Mannern iiberexprimiert waren, zeigten sich auBerdem die autosomalen Gene CD24
und KCNK1 bei Mannern stiarker aktiv. Bei Frauen wiederum waren X-chromosomal spezifische
Gene wie XIST und autosomale Gene wie GATAD1, SLC2A12 und PDE6B iiberexprimiert. Wichtig
war dabei die Beobachtung, dass das Genprodukt einiger der unterschiedlich exprimierten Gene,
wie zum Beispiel KCNK1 und PDEG6B, therapeutische Angriffspunkte von Medikamenten sind.
Diese geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Genexpression sollten im Zeitalter der
Prazisionsmedizin bei der Entwicklung von neuen Medikamenten beriicksichtigt werden, da sich

die Wirkungvon Medikamenten dadurch moglicherweise bei Mannern und Frauen unterscheidet.
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2.3. Transcriptomic Biomarkers for the Accurate Diagnosis of Myocarditis

Bettina Heidecker, Michelle M. Kittleson, Edward K. Kasper, llan S. Wittstein, Hunter C. Champion,
Stuart Dr. Russell, Ralph H. Hruban, E. Rene Rodriguez, Kenneth L. Baughman, and Joshua M. Hare.
Circulation 2011, 123: 1174-1184

https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.110.002857

Diese Arbeit beschreibt die Entwicklung eines diagnostischen Transkriptombiomarkers fiir
lymphozytare Myokarditis. Auch dieser wurde anhand der beschriebenen Analysen aus
Myokardbiopsien entwickelt. Hierzu wurden Biopsien von 16 Patienten mit Myokarditis und 32
Patienten mit dilatierter idiopathischer Kardiomyopathie verwendet. Zunachst wurden 9878
Gene identifiziert, welche bei Patienten mit lymphozytarer Myokarditis im Vergleich zu
idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie unterschiedlich exprimiert wurden (fold change > 1.2,
false discovery rate <5%). Danach reduzierten wir dieses Set an Genen durch statistische
Klassifikationsalgorithmen zu einem diagnostischen Transkriptombiomarker, bestehend aus
einem Set von 62 Genen, welcher Patienten mit Myokarditis mit hoher Genauigkeit diagnostizierte
(Sensitivitat: 100%; 95% CI: 46 - 100, Spezifitit: 100%; 95% CI: 66 - 100). Dieser wurde in
mehreren Kohorten erfolgreich validiert, in welchen er weiterhin eine hohe Genauigkeit erreichte

(83%).
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2.4.Cardiac Magnetic Resonance Imaging in Myocarditis Reveals Persistent
Disease Activity Despite Normalization of Cardiac Enzymes and Inflammatory
Parameters at 3-Month Follow- Up

Jan Berg, Jan Kottwitz, Nora Baltensperger, Christine K. Kissel, Marina Lovrinovic, Tarun Mehra, Frank
Scherff, Christian Schmied, Christian Templin, Thomas F. Lischer, Bettina Heidecker*, Robert
Manka* (*authors contributed equally) Circulation Heart Failure 2017, 10(11). pii: e004262
https://doi.org/10.1161/CIRCHEARTFAILURE.117.004262

In dieser Studie haben wir evaluiert, ob Routinelaborparameter, einschlieSlich Herzmarker (High
sensitivity Troponin T, CK-MB, Myoglobin, NT-proBNP) und inflammatorische Marker (hsCRP,
Leukozyten) das Fortschreiten einer Myokarditis, gemessen an Zunahme von LGE ausreichend
voraussagen, da Abnahme entziindlicher Marker im Blut oft als Besserung interpretiert wird.
Zunahme von LGEist ein Zeichen fiir eine Verschlechterung und ein Pradiktor fiir kardiovaskulare
Komplikationen. Es wurden alle Patienten eingeschlossen, welche sich von 2015 bis 2017 mit
Myokarditis prasentiert hatten. Patienten erhielten zu Beginn zur Diagnostik und nach 3 Monaten
zur Verlaufskontrolle ein MRT des Herzens. Die Ausdehnung von LGE im Herzmusekel wurde
mittels der Software GT Volume gemessen und eine LGE-Zunahme von > 20% galt als signifikant.
Es wurden 24 Patienten eingeschlossen, wovon 18 (75%) Manner waren. Das mittlere Alter war
36+16Jahre.Indieser Studie haben wir gezeigt, dass Herzmarker und inflammatorische Parameter
das Fortschreiten der Ausdehnung von LGE nach 3 Monaten nicht ausreichend vorhersagen und
empfehlen, dass bei Hochrisikopatienten eine Verlaufskontrolle nach 3 Monaten mittels
Magnetresonanztomografie durchgefiihrt wird. Herzmarker und inflammatorische Parameter
hatten sich namlich zu diesem Zeitpunkt bei 21 Patienten (88%) komplett normalisiert, wahrend

bei 17 davon (71%) weiterhin LGE vorhanden war.
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2.5. Transcriptomic Analysis Identifies the Effect of Beta-Blocking Agents on

a Molecular Pathway of Contraction in the Heart and Predicts Response to
Therapy

Bettina Heidecker, Michelle M. Kittleson, Edward K. Kasper, Ilan S. Wittstein, Hunter C. Champion,
Stuart D. Russell, Kenneth L. Baughman, Joshua M. Hare. JACC: Basic to Translational Science
2016, 1(3):107-121

https://doi.org/10.1016/j.jacbts.2016.02.001

Indieser Arbeit haben wir die molekularen Mechanismen der Therapie mit Beta-Blockern im Detail
evaluiert. Es wurden hierzu 43 Myokardbiopsien von Patienten mit idiopathischer dilatativer
Kardiomyopathie analysiert. Davon haben 30 Patienten Beta-Blocker im Rahmen der
Standardherzinsuffizienztherapie erhalten, wahrend 13 Patienten mit
Standardherzinsuffizienztherapie ohne Beta-Blocker behandelt wurden, da bei ihnen
Kontraindikationen oder Unvertraglichkeiten vorlagen. In dieser Studie haben wir durch
Mikroarrayanalysen des Transkriptoms unter anderem festgestellt, dass proapoptotische Gene
durch Beta-Blocker Therapie positiv beeinflusst werden. Es ist denkbar, dass Beta-Blocker durch
eine mogliche Reduktion von Nekrose und Inflammation als Folge dem ,Remodeling®
entgegenwirken und damit die linksventrikulare Pumpfunktion stabilisieren. AuBerdem zeigte sich
eine Gruppe an Genen bei gutem Therapieerfolg iiberexprimiert. Diese konnten als Marker fiir

Therapieerfolg dienen, miissen aber noch in einer groBeren Studie validiert werden.
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3. DISKUSSION

Das Ziel meiner Forschungsarbeiten war die Diagnostik und Therapie der sekundaren
Kardiomyopathien, insbesondere der Myokarditis, durch personalisierte Medizin zu verbessern.
Ich habe hierzu mit meiner Arbeitsgruppe sowohl Routinelaborwerte, Transkriptombiomarker,
Proteombiomarker und MRT Bildgebung verwendet. Durch diese Methodik haben wir die
Genauigkeit der Diagnostik von Patienten mit Herzinsuffizienz, aber auch die prognostische
Einschatzung verbessert. AuBerdem war es uns moglich, den Therapieerfolg bei Herzinsuffizienz
und Myokarditis mittels MRT und Transkriptomanalyse nachzuweisen.

Biomarker begleiten uns im taglichen klinischen Alltag und helfen uns bei diagnostischem
Screening, Diagnostik, prognostischer Evaluation und beim Nachweis von Therapieerfolg. Im
Zeitalter der Prazisionsmedizin riicken individuelle Biomarker immer mehrin den Vordergrund4-
6. Es wird zunehmend erkannt, dass die genetische Pradisposition, aber auch Transkription,
Translation und posttranslationale Prozesse bei der Auspragung eines Phanotyps einerelevante
Rolle spielen4.43. Im Bereich der Biomarkerforschung mittels Transkriptomanalysen zeigten sich
die ersten Erfolge in der Onkologie, wodurch auch in der kardiovaskuldren Forschung das
Interesse an dieser Analysemethode stieg. In der Kardiologie entwickelte sich der Bereich der
Transkriptomanalysen durch eine Pionierarbeit im Bereich der Herztransplantmedizin4¢. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Analyse des Transkriptoms der peripheren
Blutzellen eine AbstoBung des Herzens detektiert werden konnte46. Wir haben uns diese

Technologie in unseren Untersuchungen im Bereich der Diagnostik von Myokarditis, aber auch
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zur prognostischen Evaluation und Detektion von Therapieerfolgen bei dieser Erkrankung zu
Nutze gemacht.

Nachdem der Terminus Biomarker im Jahre 1989 zum ersten Mal eingefiihrt wurde, gewannen
Biomarker in Hinblick auf ,Big data“- beziehungsweise High-Throughput-Analysen zunehmend an
Bedeutung. Durch diese neuen Analysemoglichkeiten konnte eine Vielzahl an Variablen
gleichzeitig analysiert und mit einem spezifischen Phanotyp assoziiert werden. Anspruchsvolle
Algorithmen im Bereich der Bioinformatik wurden entwickelt, um mogliche Fehlerquellen bei
»,High-Throughput“-Analysen zu adressieren. Unter anderem ist es von immenser Bedeutung,
immer eine Validierung des neu entwickelten Biomarkers in einer unabhingigen Datengruppe
durchzufiihren, da sonst ein Risiko fiir ,,Overfitting“ besteht4-6. ,Overfitting® beschreibt, dass bei
einer sehr groBen Anzahl von Variablen, die getestet werden, allein durch Zufall gewisse
Parameter mit einem Phinotyp assoziiert sein konnten. Wenn man ,,overfitted“~-Biomarker dann
in einem neuen Set an unabhédngigen Daten testet, welche in der Entwicklung des Biomarkers
nicht involviert waren, sind die Ergebnisse in Bezug auf Genauigkeit des Biomarkers oft nicht
mehrreproduzierbar4-6. Dieses Problem stellte sich zu Beginn der ,,Big-data“-Analysen und wurde
mittlerweile von den meisten Experten ausreichend adressiert, indem man den Biomarkerin 2/3
der Daten entwickelt und in 1/3 der Daten testet und validiert. Nur bei akzeptabler Genauigkeit
des Biomarkers im unabhangigen Datenset (1/3 der Daten), wird die Weiterentwicklung des
Biomarkers iiblicherweise verfolgt. Es gibt allerdings immer noch gelegentlich Studien in der
Literatur, bei denen eine unabhingige Validierung nicht stattgefunden hat — umso wichtigerist es,
dass der Leser diese Analysen kritisch betrachtet und den Hintergrund der Statistik versteht.
Wihrend Transkriptombiomarker im Bereich der sekundiaren Kardiomyopathien den

Hauptbestandteil dieser Arbeit darstellen, ist es wichtig auch andere diagnostische Methoden zu
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berticksichtigen, insbesondere die kardiale Magnetresonanztomografie, welche bei der Diagnose
der Myokarditis der nichtinvasive diagnostische Goldstandard ist!t 26, 47, 53, 54, Mittlerweile
wurden mit der Magnetresonanztomografie auch prognostische Marker bei Myokarditis
entwickelt, auf welche weiter unten noch niher eingegangen wird. Wie oben erwihnt, gibt es
keinen perfekten Biomarker, da Biomarker immer aus einer Vielzahl von unterschiedlichen
Pathomechanismen resultieren und somit meistens nicht fiir eine Erkrankung spezifisch sind.
Eine Interpretation aller vorliegenden Befunde ist somit auch bei sekundaren Kardiomyopathien
besonders wichtig.

Indieserkumulativen Habilitationsschrift wird zuerst ein prognostischer Transkriptombiomarker
beschrieben, welcher bei Patienten mit neu diagnostizierter Herzinsuffizienz angewandt wurde.
Die Prognoseeinschitzung bei neu diagnostizierter Herzinsuffizienz stellt immer noch ein
Problem dar. Insbesondere ist diese wichtig bei der Entscheidung, ob ein Patient fiir
Herztransplantat gelistet werden soll, da es eine Knappheit an Spenderherzen gibt und diese
optimal verteilt werden miissen.

Es wurden als Folge in der Literatur bereits viele Risikomodelle und —marker prasentiert, um die
Prognose von Herzinsuffizienzpatienten besser einzuschétzen, unter anderem das etablierte

Seattle Heart Failure Model: https://depts.washington.edu/shfm/?width=1440&height=900.

Wir haben dieses Modell an klinischen Daten unserer Kohorte, welche fiir die erste Arbeit dieser
kumulativen Habilitationsschrift verwendet wurde, getestet. Die klinischen Daten wurden vom
Zeitpunkt der neudiagnostizierten Herzinsuffizienz iiber einen Zeitraum von 10 Jahren
gesammelt. Somit war die Langzeitprognose aller Patienten bekannt. Patienten wurden in solche
mit schlechter und guter Prognose eingeteilt. Patienten mit schlechter Prognose waren innerhalb

von 2 Jahren verstorben oder benotigten ein Herztransplantat oder einen linksventrikularen
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,Assist Device“. Patienten mit guter Prognoseiiberlebten mindestens 5 Jahre ohne diese Eingriffe.
Wihrend das ,,Seattle Heart Failure Model“ aktuell eines der am meist etablierten Modelle ist,
hatte es bei Anwendung an den Kklinischen Daten unserer Patienten keinen der
Hochrisikopatienten mit schlechter Prognose korrekt identifiziert und nur 71% der Patienten mit
guter Prognose korrekt klassifiziert.

Unsere Hypothese war es, dass die prognostische Evaluation durch einen Transkriptombiomarker
verbessert werden kann, da dieser auch biologische Prozesse auf molekularer Ebene
wiederspiegelt. Wir haben hierzu Myokardbiopsien verwendet, welche iiber einen Zeitraum von
10Jahren gesammelt und in Fliissigstickstoff gelagert wurden. Nach Isolation der RNS fithrten wir
eine Transkriptomanalyse durch und entwickelten einen prognostischen Transkriptombiomarker,
welcher zu genaueren Pradiktionen unserer Patienten fiihrte als das ,,Seattle Heart Failure Model“
(p<o0.011).

Eine weitere Stiarke dieser Studie war, dass wir zum ersten Mal RNS mit Microarrays analysiert
hatten, ohne einen Amplifizierungsschritt vorzuschalten. Ein Amplifizierungsschritt kann zu Bias
fithren, da Primer mancher Gene wiahrend der Amplifikation besser binden als andere und es
somit zu einer Uberreprisentation gewisser Gene kommen kann die nicht die wirkliche Aktivitit
in der Zelle wiederspiegelt.55

Zusatzlich wurden alle Patienten in einem friithen Stadium der Herzinsuffizienz diagnostiziert und
reflektieren damit am besten die Zielpopulation fiir welche die Prognostik iiblicherweise
durchgefiihrt wird.

In unserer Studie haben wir einen Transkriptombiomarker entwickelt, bestehend aus 45 Genen,
welcher den Phianotyp der untersuchten unabhingigen Proben in der Validierungskohorte (1/3

der Daten) mit 9o-prozentiger Spezifitat voraussagte. Dies macht den Biomarker insbesondere als
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Ausschlusstest von Risikopatienten bei neu diagnostizierter Herzinsuffizienz wertvoll, welcher bei
der aktuellen Standardevaluation mitberiicksichtigt werden konnte. Hierzu sind aber noch
groBere klinische Validierungsstudien notwendig.

Unter den 45 Genen befanden sich solche, welche das bessere Regenerationspotential der
Patienten mit guter Prognose erklaren konnten und damit biologisch plausibel sind. Bei Patienten
mit guter Prognose waren unter anderem Gene stiarker aktiviert, welche im Zellzyklus und in der
Apoptose eine Rolle spielen. Dazu gehort auch Hypoxia Inducible Factor (HIF) 3 A, welches
Funktionenin der Bildung von BlutgefaBen, Erythropoetin und Glukosetranpsportern hat, ahnlich
HIF1A und HIF2A56:57.

Zusatzlich fanden sich unter den 45 Genen Rad50 und SMG6, welche ebenso eine wichtige Rolle
bei der Regeneration von Zellen tragen, da sie eine wichtige regulatorische Funktion bei der DNS
Reparatur und Telomerase Aktivitat haben49. Rad50 ist an einem Mechanismus beteiligt, welcher
der Verkiirzung von Telomerenden entgegenwirkt und fiihrt dadurch unter anderem zu besserer
DNS Stabilitit und verlangsamter Zellalterung. Rads0 ist auBerdem fiir das Uberleben von
Stammzellen notwendigs°.

Zusammenfassend war der prognostische Biomarker in der Vorhersage des klinischen Verlaufs
iiber die folgenden 5 Jahre eines Patienten mit neu diagnostizierter Herzinsuffizienz sehr genau.
Zusatzlich waren die Gene, aus welchen sich dieser Biomarker zusammensetzt, biologisch
plausible und bilden somit neue Forschungshypothesen.

Im Zeitalter der Prazisionsmedizin sollten aber auch individuelle Unterschiede zwischen
Patienten bei der Entwicklung von Biomarkern beriicksichtigt werden, um die Genauigkeit der

Tests noch weiter zu optimieren.
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Insbesondere sollte die Beriicksichtigung von geschlechtsspezifischen Unterschieden die Basis fiir
personalisierte Medizin darstellen, da diese Unterschiede sowohl in der Prasentation des
Krankheitsbildes als auch im klinischen Verlauf sehr einschligig sein konnen, wie bereits viele
klinische Studien gezeigt haben58-67,

In diesem Sinne hatten wir uns die Evaluation von geschlechtsspezifischen Unterschieden bei
Patienten mit idiopathischer dilatierter Kardiomyopathie und neu diagnostizierter
Herzinsuffizienz zum Ziel gesetzt. Die genauen Ergebnisse hierzu finden sich in der zweiten Arbeit
dieser kumulativen Habilitationsschrift.

Wir haben hierzu Myokardbiospien von Patienten mit neu diagnostizierter Herzinsuffizienz
mittels Transkriptomanalysen auf geschlechtsspezifische Unterschiede untersucht und
anschlieBend mit Daten einer Kohorte mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz verglichen.

Wie erwartet, zeigte sich eine beachtliche Anzahl geschlechtsspezifischer Unterschiede im
Transkriptom von Patienten mit neudiagnostizierter Herzinsuffizienz — viele davon waren
Geschlechtschromosom-spezifischos.

Besonders interessant waren geschlechtsspezifische Unterschiede in der Aktivitit von Genen,
deren Genprodukt Angriffspunkt medikamentoser Therapien sind. So zeigte sich zum Beispiel in
unserer Arbeit, dass KCNK1 bei Mannern starker exprimiert wird als bei Frauen. Dieses Gen wird
durch Ibutilide und Typ Ia Antiarryhthmika Quinidine und Quinine direkt inhibiert. AuBerdem
wurde gezeigt, das Bupivacaine KCNK1 negativ reguliert. Beriicksichtigung dieser Information
konnte fiir die weitere Entwicklung von Therapien niitzlich sein.

Das Genprodukt eines weiteren Gens, welches bei Mannern weniger exprimiert wurde als bei

Frauen war PDE6B. PDE6B wird direkt durch Sildenafil und Tadalafil inhibiert69.

80 /97



- Habilitationsschrift, Dr. Bettina Heidecker -

Eine interessante Beobachtung war auBerdem, dass viele der geschlechtsspezifisch exprimierten
Gene im fortgeschrittenen Stadium der Herzinsuffizienz nicht mehr nachweisbar waren. Auch
dieses Ergebnis ist biologisch plausibel, da es bei Fortschreiten der Erkrankung zunehmend zu
Umbau und Fibrosebildung kommt, was unter der Beriicksichtigung unserer Ergebnisse einen
gemeinsamen ,,Pathway“ im Endstadium der Herzinsuffizienz vermuten lasst.

Es muss allerdings auch kritisch beriicksichtigt werden, dass die Kohorte mit fortgeschrittener
Herzinsuffizienz aus nur 15 Patienten bestand, womit moglicherweise nur sehr robuste
Unterschiede in der Genexpression nachgewiesen wurden.

Unsere Ergebnisse bei Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienzwerden allerdings bestarkt
durch Daten von Fermin und Kollegen, welch in ihrer Arbeit sehr dhnliche Resultate publiziert

hatten (85% Ubereinstimmung aller Ergebnisse)7.

Als nachste Arbeit hatten wir versucht, einen diagnostischen Transkriptombiomarker zur
Diagnose von Myokarditis zu entwickeln. Die Diagnosestellung der Myokarditis bereitet klinisch
immer noch Schwierigkeiten, da sich Patienten mit Myokarditis meist ahnlich wie Patienten mit
akutem Koronarsyndrom prasentieren. Selbst nach invasiver Testung und Myokardbiopsie ist die
Myokarditis auf Grund der niedrigen Sensitivitit der Histologie immer noch schwer
nachzuweisen.

Wir testeten daher die Hypothese, dass eine Transkriptomanalyse von Myokardbiopsien zu
hoherer diagnostischer Genauigkeit fiihrt, da hierbei ein breites Spektrum an Genen analysiert
wird und somit auch frithe Prozesse der Inflammation nachgewiesen werden konnen, wahrend fiir
die histologische Diagnose bereits rekrutierte inflammatorische Zellen notwendig sind. In unserer

Transkriptomanalyse haben wir 9,878 Gene identifiziert, welche bei lymphozytarer Myokarditis
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gegeniiber idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie unterschiedlich exprimiert waren. Im
Anschluss wurde eine etablierte Klassifikationssoftware angewandt, um die relevantesten Gene
nachzuweisen, welche zur Diagnose von Myokarditis notwendig sind. Damit wurde das Set von
Genen von 9,878 auf 62 reduziert, welche ebenso als biologisch plausibel erschienen. Unter
anderem zeigte sich bei Patienten mit Myokarditis eine stiarkere Genaktivitat des Toll Like
Receptor Signaling Pathways und von CD14, welche auch in der Literatur bereits im Rahmen der
Myokarditis als iliberexprimiert beschriebe worden waren7: 72. Eine weitere interessante
Beobachtung war, dass HLA-DQ1+ bei Patienten mit Myokarditis verstarkt vertreten war (60%),
wahrend die Pravalenz bei Patienten mit idiopathischer dilatierter Kardiomyopathie nur 20%
betrug. Realtime-RT PCR Analyse bestitigte dieses Ergebnis, was eine Pradisposition zu
Myokarditis beim HLA-DQ1+Phanotyp vermuten lasst. Eine hohere Pravalenz an HLA-DQ1+
wurde spater auBerdem bei schwereren Formen der Checkpoint Inhibitor Induzierten
Myokarditis nachgewiesen7s.

Unterdeniiberexprimierten Genen bei Myokarditis befand sich auch ein Gen, welches fiirden TSH
Rezeptor codiert. Diese Beobachtung lisst auf einen moglichen Zusammenhang der
lymphozytaren Myokarditis mit der Pathophysiologie von Autoimmunthyreoditis schlieBen, wie
er auch fiir Riesenzellmyokarditis beschriebenwurde74.

Der resultierende Transkriptombiomarker bestehend aus 62 Genen wurde schlieflich auf
mehrere Weisen in unabhangigen Kohorten validiert. Zuerst wurde der Biomarker in einer
Kohorte mit ahnlichen klinischen Parametern getestet und diagnostizierte hierbei alle Proben
korrekt.

Danach wurde der Transkriptombiomarker bei Proben von Patienten mit sekundaren

Kardiomyopathien angewandt, welche mit inflammatorischen Infiltraten einhergehen konnen.
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Diese umfassten unter anderem systemischen Lupus Erythematosus, Sarkoidose, Peripartum
Kardiomyopathie. Auch in diesen Proben diagnostizierte der Biomarker Myokarditis mit hoher
Genauigkeit (Sensitivitat 100%, Spezifitit 95%). Alle Patienten mit Riesenzellenmyokarditis
wurden korrekt identifiziert. Dabei handelt es sich um eine Patientengruppe mit besonders
schlechter Prognose bei verzogerter Diagnose und Therapie’s. Eine weitere Validierung des
Biomarkers erfolgte in einer Kohorte mit unterschiedlichen klinischen Parametern im Vergleich
zur urspriinglichen Kohorte, in welcher der Biomarker entwickelt wurde. Damit testeten wirdie
breite Anwendbarkeit, da abweichende Kklinische Parameter und Komorbididten das
Genexpressionsprofil beeinflussen konnen. Insbesondere war die linksventrikulare Pumpfunktion
hoher (65% gegeniiber 30%). Es wurden hierbei weiterhin 83% der Proben korrekt
diagnostiziert. Auch bei Gewebe von normalem Herzen zeigte sich sehr hohe diagnostische
Genauigkeit. Um auf Intra-Plattform Reproduzierbarkeit zu testen, haben wir den Biomarker
auBerdem an den Daten einer weiteren Kohorte getestet, welche durch eine Prototyp Microarray

entstanden sind. Auch hier zeigte sich nochmals eine hohe Genauigkeit des Biomarkers.

In einer weiteren Arbeit haben wir evaluiert, ob es bei Myokarditis auch eine kostengiinstigere
Variante an Biomarkern gibt, welche durch Routinelabors im klinischen Alltag analysiert werden
konnen, um Risikopatienten zu identifizieren. Insbesondere waren wir daran interessiert zu
evaluieren, ob eine mogliche Verschlechterung des Patienten, gemessen als Zunahme von LGE,
durch Routinelabors zum Zeitpunkt der Diagnose Myokarditis vorausgesagt werden kann. LGE
beziehungsweise Zunahme von LGE ist ein wichtiger Pradiktor fiir kardiovaskuldre
Komplikationen48. Uberraschenderweise hatten sich Routinelabors und inflammatorische

Blutparameter bereits innerhalb von Tagen bei den meisten Patienten normalisiert und bei fast
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allen Patienten nach 3 Monaten. Sie korrelierten somit nicht mit der Zu- oder Abnahme von LGE
und konnten den Verlauf nicht ausreichend voraussagen. Noch unerwarteter war die
Beobachtung, dass sich auch bei Patienten mit Zunahme von LGE die Routineparameter
normalisiert hatten. Eine Patientin mit Zunahme von LGE prisentierte sich 6 Monate nach
Diagnose in der Notaufnahme mit polymorphen ventrikuliren Tachykardien. TIhre
inflammatorischen Marker als auch Herzenzyme hatten sich zum Zeitpunkt der 3-Monats-
Nachkontrolle normalisiert, wihrend LGE zu diesem Zeitpunkt > 20% zunahm. Unsere
Beobachtungen zeigen, dass das Monitoring von Blutparametern bei Hochrisikopatienten zur
Einschatzung des entziindlichen Infiltrats im Myokard und des kardiovaskularen Risikos nicht
ausreichend ist. Bei Hochrisikopatienten sollte eine Nachkontrolle mittels MRT in Erwagung
gezogen und gegebenenfalls bei Zunahme von LGE fiir mehrere Monate eine Lifevest getragen
werden.

Zuletzt haben wir einen Transkriptombiomarker vorgestellt, welcher molekulare Veranderungen
und moglichen Therapieerfolg wahrend der Therapie mit Beta-Blockern detektierte. In dieser
»Proof-of-Concept” Studie hatten wir die gleichen Software-Algorithmen angewandt, wie fiir den
prognostischen Marker bei Herzinsuffizienz und den diagnostischen Marker bei Myokarditis. Wir
beschrieben 94 Gene, welche bei Patienten unter Standardherzinsuffizienztherapie einschlieBlich
Beta-Blocker-Therapie im Vergleich zu Patienten mit Standardherzinsuffizienztherapie ohne Beta-
Blocker auf Grund von Kontraindikationen unterschiedlich exprimiert waren. Auch die
Ergebnisse dieser Studie erschienen biologisch plausible und zeigten wahrend der Beta-Blocker
Therapie eine erhohte Aktivitat von Genen welche in den Prozessen der Apoptose involviert sind.
Wir hatten daraus geschlussfolgert, dass die Aktivierung des programmierten Zelltodes zu einer

Reduktion von Nekrose, Inflammation und Gewebszerstorung fiihrt. Dies kann weiter die
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Reduktion negativer Umstrukturierung des Myokards in nicht funktionelles Gewebe
(,Remodeling®) erklaren, welche einen wichtigen Wirkmechanismus der Beta-Blocker-Therapie
darstellt. AuBerdem wurde ein Gen aktiviert, welches im Rahmen von oxidativem Stress
freigesetzt wird und dadurch moglicherweise protektive Funktion hat (OXR-1).

Wihrend die erste Analyse mogliche Hypothesen zum molekularen Wirkmechanismus von Beta-
Blockern bei Patienten mit Herzinsuffizienz generiert hatte, folgte im néachsten Schritt die
Entwicklung eines Transkriptombiomarkers, welcher Patienten mit gutem Ansprechen auf
Therapie mit Beta-Blockern identifizierte. Rho Guanine Nucleotide Exchange Factor, ein Gen
welches in der Interaktion von Aktin-Myosin im Myokard eine Rolle spielt zeigte sich bei Patienten
mit gutem Ansprechen auf die Therapie als iiberexprimiert.

Nach der erfolgreichen Entwicklung und Anwendung von Transkriptommarker aus
Myokardbiopsien ist unser zukiinftiges Ziel, periphere Leukozyten als mogliche Surrogat-Marker
zu untersuchen. In der Literatur wurde gezeigt, dass erhebliche Korrelation zwischen dem

Genexpressionsprofil von peripheren Leukozyten und erkrankten Organen besteht7¢.

4. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Mein Forschungsbereich war bisher auf die Entwicklung von Biomarkern im Bereich
Herzinsuffizienz und sekundire Kardiomyopathien fokussiert. Zusammen mit meiner
Arbeitsgruppe haben wir einen Transkriptombiomarker fiir die Diagnose und Prognose bei
Patienten mit neu diagnostizierter Herzinsuffizienz entwickelt, als auch einen Marker zum
Monitoring des Ansprechens auf Beta-Blocker Therapie. Hierbei haben wir wichtige individuelle

Unterschiede im Genexpressionsprofil von Patienten mit Herzinsuffizienz beschrieben, welche im
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Zeitalter der  Prizisionsmedizin  beriicksichtigt ~werden  sollten, insbesondere
geschlechtsspezifische Unterschiede, aber auch Unterschiede basierend auf Krankheitsstadium
und funktionelle Parameter.

Robuste statistische Analysen sind notwendig, wenn Big-Data-Analysen angewandt werden, um
Fehlerquellen wir ,,Overfitting® und zufallige Assoziation von Parametern mit einem Phanotyp auf
Grund sehr hoher Anzahl von Variablen im Experiment zu vermeiden. Entsprechende statistische
Algorithmen wurden bereits entwickelt. Das ,editorial board“ von wissenschaftlichen Journalen
aber auch der Leser von Big-Data-Analysen sollte diese immer kritisch betrachten und priifen, ob
entsprechende statistische Tests angewandt wurden und die Daten in einer unabhingigen
Kohorte getestet wurden.

Unsere Forschungim Bereich der Magnetresonanztomografie bei Myokarditis bestatigt nochmals,
dass eine genaue Diagnose und prognostische Evaluation nicht durch einen einzelnen Biomarker
moglich ist, da wie bereits erwdhnt kein Biomarker perfekt ist.26: 47 Zusatzlich zeigt sie auf, dass
die Bildgebung in der Myokarditis auch im Rahmen der Verlaufskontrolle eine relevante Rolle
spielt und dass die Magnetresonanztomografie eine wichtige Funktion bei der Identifikation von
Patienten mit Myokarditis bei “Myocardial infarction and non-obstructive coronary artery
disease” hat 52 53. AuBerdem hat uns Magnetresonanztomografie ermoglicht, die Sicherheit von
nicht-steroidalen Antirheumatika bei akuter Myoperikarditis zu montiorisieren und zeigte sogar
einen moglichen therapeutischen Vorteil bei dieser Patientengruppes:.

Wir planen die Evaluation dieses Effektes zukiinftig in einer groBen randomisierten Studie.

Im Bereich der stabilen koronaren GefafSerkrankung haben wir mit Hilfe von Proteomanalysen

das kardiovaskulare Risiko von individuellen Patienten mit hoher Genauigkeit berechnet9: 0.
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Hierzu wurde ein Proteommarker in einer Kohorte von 938 Patienten entwickelt und bei weiteren
971 Patienten erfolgreich validiert.

Zusammenfassend steht uns aktuell eine Vielzahl an diagnostischen Methoden im Bereich der
kardiovaskularen Medizin zur Verfiigung von Genetik, iiber Transkriptom- und
Proteombiomarker und modernste Bildgebungstechniken.

Im Zeitalter der Prazisionsmedizin sollten wir alle vorhandenen Daten eines Patienten auf
integrative Weise beriicksichtigen, um eine individualisierte und optimierte Therapie zu

ermoglichen (Figure 1).

“The popular conception of a scientist as a man who works in a laboratory and who uses
instruments of precision is as inaccurate as it is superficial, for a scientist is known, not by
his technical processes, but by his intellectual processes; and the essence of the scientific
method of thought is that it proceeds in an orderly manner toward the establishment of a

truth. “! Sir Francis Peabody, 1927
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Integrative Diagnostische Abklarung
bei sekundaren Kardiomyopathien

Aktuell

Anamnese und klinische
Untersuchung
Laboruntersuchungen
EKG, 24h-EKG, Event-
Rekorder

Zukunft

Unterscheidung:
Geschlecht, Alter,
Herkunft
Molekulare
Testergebnisse:

Bildgebung: Transkriptom-, Genom-,
Echokardiografie, Proteomanalysen,
Magnetresonanz- Metabolom)
tomografie e

Prazisionsmedizin

Bild 1: Uberblick: Weg zur Priizisionsmedizin: Wihrend aktuell die Evaluation eines Patienten
mit sekundirer Kardiomyopathie aus einer allgemeinen Evaluation der Vitalwerte,
Laborparameter, Elektrokardiogramm und Bildgebung besteht, wird sich die diagnostische
Abklarung in Zukunft Richtung individualisierter Methoden entwickeln. Dabei werden Alter,
Geschlecht, Herkunft und —Omicsdaten sehr wahrscheinlich zunehmend berticksichtigt werden.
Diese Schritte bahnen den Weg Richtung Prazisionsmedizin mit welcher wir zukiinftig Therapien
zu optimieren versuchen, um diese durch individualisierte Anwendung effektiver einzusetzen und

damit Nebenwirkungen zu reduzieren.
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