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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Klinische Relevanz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen

In Deutschland gelten Herz-Kreislauf-Erkrankungen als die hdufigste Todesursache (Statistisches
Bundesamt (Destatis) 20232). So waren im Jahr 2022 33,6% aller Todesfille auf diese Erkrankungen
zurlickzufithren (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2023a). Herz-Kreislauf-Erkrankungen fithren
dartiber hinaus zu hohen Krankheitskosten, sodass im Jahr 2015 13,7% der Gesamtkrankheitskosten
Deutschlands, in einer Hohe von 46,4 Milliarden Euro, durch diese Erkrankungsgruppe verursacht
wurden (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2017). Anhand dieser Zahlen wird die klinische aber auch

volkswirtschaftliche Relevanz der Forschung zu Herz-Kreislauf-Erkrankungen deutlich.

1.11 Herzinsuffizienz und HFpEF

Unter den Herz-Kreislauf-Erkrankungen spielt die Herzinsuffizienz eine bedeutende Rolle. Sie gilt seit
2006 in Deutschland als der hiufigste Grund fiir eine Einlieferung ins Krankenhaus (Neumann et al.
2009). Im Jahr 2022 waren in Deutschland 10,5% der durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen bedingten
Todesfille auf eine Herzinsuffizienz zurlckzufiihren, was mehr als 37000 Verstorbenen entsprach

(Statistisches Bundesamt (Destatis) 2023b).

In der aktuellen Leitlinie der European Society of Cardiology (ESC) zur Herzinsuffizienz aus dem Jahr
2021 wird die Herzinsuffizienz nicht als alleinstehende Diagnose beschrieben, sondern als ein klinisches
Syndrom mit Kardinalsymptomen, die von klinischen Zeichen der Herzinsuffizienz begleitet sein
kénnen (McDonagh et al. 2021). Zu den Kardinalsymptomen werden u. a. eine Knéchelschwellung und
Atemnot, zu den klinischen Zeichen werden neben einem erhéhten Jugularvenendruck u. a. auch
periphere Odeme gezihlt (McDonagh et al. 2021). In der ESC-Leitlinie wird definiert, dass eine
Herzinsuffizienz aufgrund einer funktionellen und/oder strukturellen Anomalie des Herzens entsteht,
die in der Folge zu erhohten intrakardialen Driicken und/oder einer unzureichenden Herzleistung in
Ruhe und/oder bei Belastung fithrt (McDonagh et al. 2021). Die ESC-Leitlinie zur Herzinsuffizienz
empfiehlt eine Klassifizierung der Herzinsuffizienz in drei verschiedene Phinotypen, deren Einteilung
anhand der linksventrikuliren Ejektionsfraktion (LVEF) erfolgt (McDonagh et al. 2021). Die Autoren
unterscheiden hierbei zwischen der heart failure with preserved ¢jection fraction (HFpEF) mit erhaltener LVEF
(LVEF = 50%), det heart failure with mildly reduced ejection fraction (HFmrEF) mit maBigeradig reduzierter
LVEF (LVEF 41 - 49%) und der heart failure with reduced ¢ection fraction (HFrEF) mit reduzierter LVEF
(LVEF = 40%) (McDonagh et al. 2021). Verschiedene Studien liefern Hinweise darauf, dass bei etwa
der Hilfte aller Patienten mit Herzinsuffizienz eine HFpEF vorliegt (Bursi et al. 2006; Owan et al. 20006).
Gemill den Empfehlungen der ESC-Leitlinie kann die Diagnosestellung einer Herzinsuffizienz im

Allgemeinen erfolgen, wenn typische Symptome und/oder klinische Zeichen der Herzinsuffizienz
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nachweisbar sind und ein objektiver Nachweis einer kardialen Dysfunktion vorliegt (McDonagh et al.
2021). Anders als bei Patienten mit HFrEF oder HFmrEF, bei denen der fiir die Diagnosestellung nétige
objektive Nachweis einer kardialen Dysfunktion alleine anhand der reduzierten LVEF gelingt, liegt bei
Patienten mit HFpEF definitionsgemal eine erhaltene LVEF 2 50% vor (McDonagh et al. 2021). Aus
diesem Grund erfordert die Diagnosestellung einer HFpEF zusitzlich einen objektiven Nachweis
kardialer struktureller und/oder funktioneller Anomalien, die auf eine linksventrikulire diastolische
Dysfunktion oder einen erhéhten linksventrikuliren Fillungsdruck hindeuten, wozu auch erhéhte
natriuretische Peptide im Blut, wie B-Typ natriuretisches Peptid (BNP) oder N-terminales pro B-Typ
natriuretisches Peptid (NT-proBNP), zdhlen (McDonagh et al. 2021). Erschwerend fiir den Prozess der
Diagnosestellung kommt hinzu, dass insbesondere Patienten mit HFpEF in frithen Stadien der
Erkrankung teilweise keine klinischen Zeichen aufweisen (McDonagh et al. 2021). Besonders bei stabilen
ambulanten Patienten oder bei Patienten, die nur bei Belastung Symptome aufweisen, kann eine HFpEF
schwer zu diagnostizieren sein (Dunlay et al. 2017). Zur Vereinfachung der Diagnosestellung einer
HFpEF wurden u.a. der HFA-PEFF- und der HoFPEF-Score entwickelt, deren breite klinische
Anwendbarkeit allerdings eingeschrinkt ist (McDonagh et al. 2021). Sanders-van Wijk et al. (2021)
begriinden dies wu.a.damit, dass gleichen Patienten durch die zwei Scwres unterschiedliche
Wahrscheinlichkeiten fiir die Diagnose HFpEF zugeschrieben werden, woraus unterschiedliche
Empfehlungen fiir zusitzliche Diagnostik resultieren. Die Diagnosestellung einer HFpEF bleibt damit

eine Herausforderung (McDonagh et al. 2021).

Die Erkrankung HFpEF zeigt cine steigende Privalenz (Owan et al. 2000) und Inzidenz (Tsao et al.
2018). Das Auftreten einer HFpEF unter den Herzinsuffizienzpatienten weist eine altersabhingige
Verschiebung auf, was sich darin zeigt, dass Patienten mit HFpEF im Vergleich zu Patienten mit
reduzierter LVEF typischerweise dlter sind (Bursi et al. 2006; Owan et al. 2006; Tribouilloy et al. 2008).
Upadhya et al. (2017) beschreiben eine hohe Privalenz von HFpEF unter ilteren Erwachsenen. Dabei
betonen die Autoren, dass insbesondere bei Frauen, die ilter als 80 Jahre sind, HFpEF fast 100% der
neudiagnostizierten Fille einer Herzinsuffizienz ausmacht (Upadhya et al. 2017). In Deutschland kommt
es im Allgemeinen zu einer Alterung der Gesellschaft, sodass sich gegentiber 1960 u. a. der Anteil der
tber 80-Jdhrigen an der Gesamtbevolkerung vervierfacht hat (Demografieportal des Bundes und der
Linder 2024). Auch weltweit betrachtet kommt es zu einer zunehmend alternden Gesellschaft (WHO
2024). Es ist zu erwarten, dass die Belastung der 6ffentlichen Gesundheit durch das Krankheitsbild
HFpEF in Zukunft zunehmen wird (Owan et al. 2006; Tribouilloy et al. 2008). In Anbetracht dieser

Zusammenhinge wird die Relevanz der Forschung zum Krankheitsbild HFpEF umso deutlicher.

Es existieren unterschiedliche potentielle kardiale und nicht-kardiale Ursachen fiir die Entwicklung einer
HFpEF, wozu u.a. die arterielle Hypertonie, Klappenerkrankungen, Herzrhythmusstérungen und
infektiose Erkrankungen zdhlen (McDonagh et al. 2021). Die Pathophysiologie der verschiedenen
HFpEF-Syndrome ist unterschiedlich, was eine jeweils individuelle Therapie erfordert (McDonagh et al.

2021). Die Therapieempfehlungen der ESC-Leitlinie zur Herzinsuffizienz unterlagen zuletzt
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Anderungen. In der 2021 verdffentlichten ESC-Leitlinie zur Herzinsuffizienz beschrieben McDonagh
etal. (2021), dass es noch keine therapeutische Option fiir HFpEF ¢ibt, die die Mortalitit und Morbiditit
tberzeugend senken kann. Da keine krankheitsmodifizierende Therapie fiir HFpEF existierte, war die
einzige pharmakotherapeutische Leitlinienempfehlung die Gabe von Diuretika zur symptomatischen
Therapie einer Volumeniiberladung (McDonagh et al. 2021). Des Weiteren gab es die
Leitlinienempfehlung zur Therapie der Ursache der Herzinsuffizienz sowie kardiovaskuldrer und
nicht-kardiovaskulirer Komorbidititen und Risikofaktoren (McDonagh et al. 2021). Uber diese Ansitze
hinaus gab es, im Gegensatz zur Therapie von HFtEF, keine empfohlenen Pharmakotherapien
(McDonagh et al. 2021). Im Jahr 2023 wurde ein Update zur ESC-Leitlinie der Herzinsuffizienz
ver6ffentlicht (McDonagh et al. 2023). Basierend auf den Studien von Solomon et al. (2022) und Anker
et al. (2021) wurde fiir Patienten mit HFpEF erstmals eine Leitlinienempfehlung zur Pharmakotherapie
mit SGLT-2-Inhibitoren zur Senkung der Herzinsuffizienz-bedingten Hospitalisierung bzw.
kardiovaskuldren Mortalitit ausgesprochen (McDonagh et al. 2023). Gemdl3 der Aktualisierung der
ESC-Leitlinie zur Herzinsuffizienz setzt sich die Leitlinienempfehlung zur Therapie einer HFpEF damit
aktuell aus den im Folgenden genannten drei Aspekten zusammen (McDonagh et al. 2023). Neben der
Gabe der SGLT-2-Inhibitoren Dapagliflozin oder Empagliflozin wird die symptomatische Therapie
ciner Volumeniiberladung mit Diuretika und die Therapie von Ursachen und Komorbidititen der

Herzinsuffizienz empfohlen (McDonagh et al. 2023).

1.1.2 Aortenklappenstenose

In der Euro Heart Survey on Valyular Heart Disease wurde die Aortenklappenstenose als die hiufigste
Herzklappenerkrankung in Europa identifiziert (Iung et al. 2003). Als hiufigste Ursache eciner
Aortenklappenstenose in Europa beschreiben Iung et al. (2003) die sogenannte degenerative Genese.
Heute geht man von ecinem aktiven und vielschichtigen Prozess der Entstehung dieser auch als
kalzifizierenden Aortenklappenstenose bezeichneten Erkrankung aus, bei der neben einer Beteiligung
von Lipoproteinen und Entziindungsvorgingen auch eine aktive Verkalkung eine Rolle spielt (Otto et
al. 1994; Warren und Yong 1997). Als Risikofaktoren fiir die Entstehung dieser degenerativen
Aortenklappenstenose gelten die Risikofaktoren einer Atherosklerose, wozu u. a. die Faktoren Alter,
Rauchen, Hypertlipidimie und arterielle Hypertonie zdhlen (Stewart et al. 1997). Die rheumatische
Genese wird von lung et al. (2003) als die zweithdufigste Ursache einer Aortenklappenstenose in Europa
beschrieben, wohingegen sie in den vergangenen Jahrzehnten noch als die hdufigste Ursache von
Herzklappenerkrankungen galt. Ein akutes rheumatisches Fieber kann zu irreversiblen Klappenschiden
und einer theumatischen Herzkrankheit fihren (Marijon et al. 2012). Watkins et al. (2017) berichten von
einem weltweiten Ruckgang der Privalenz und Mortalitit der rheumatischen Herzkrankheit in den
letzten Jahrzehnten, wobei die Autoren auf die persistierende Bedeutung der Erkrankung in den drmeren
Regionen der Welt verweisen. Eine kongenitale Genese wird als dritthdufigste Ursache der
Aortenklappenstenose in Europa beschrieben (Iung et al. 2003). Hierbei gilt die bikuspide Aortenklappe

als der hdufigste Grund fiir eine kongenitale Aortenklappenstenose (Baumgartner et al. 2021). Im
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Vergleich zu Patienten mit trikuspider Aortenklappe weisen Patienten mit kongenitaler bikuspider
Aortenklappe frihzeitiger altersabhingige sklerotische Verdnderungen an der Aortenklappe auf und

zeigen einen schnelleren Progress einer Aortenklappenstenose (Beppu et al. 1993).

Die Privalenz der Aortenklappenstenose zeigt eine Abhingigkeit vom Alter in Form einer Zunahme mit
steigendem Alter (Nkomo et al. 2006). Osnabrugge et al. (2013) fanden in einem Patientenpool aus
Nordamerika und Europa fiir Patienten, die 75 Jahre alt oder dlter waren, eine Privalenz der
Aortenklappenstenose von insgesamt 12,4%, wobei die Privalenz der schweren Aortenklappenstenose
bei 3,4% lag. Angesichts der demographischen Entwicklung hin zu einer zunehmend alternden
Gesellschaft in Deutschland (Demografieportal des Bundes und der Linder 2024) und auch weltweit
(WHO 2024), wird die Relevanz der Forschung zum Krankheitsbild Aortenklappenstenose deutlich.
Zusammenfassend stellt die Aortenklappenstenose ein wachsendes Problem der 6ffentlichen

Gesundheit dar (Nkomo et al. 2006; Osnabrugge et al. 2013).

Spitzer et al. (2019) beschreiben, dass Patienten mit Aortenklappenstenose klassischerweise lange
symptomfrei bleiben. Als hdufigstes Anfangssymptom einer Aortenklappenstenose gilt eine verminderte
korperliche Belastbarkeit oder eine Belastungsdyspnoe (Otto et al. 2021). Zu schwereren klassischen
Symptomen einer Aortenklappenstenose gehdren Synkopen, Symptome einer Herzinsuffizienz oder eine
Angina pectoris (Bach et al. 2009; Otto et al. 2021). Fiir die Diagnosestellung einer Aortenklappenstenose
und die Bestimmung des Schweregrades der Stenose ist die Echokardiographie von entscheidender
Bedeutung (Vahanian et al. 2022). Bei unklaren Ergebnissen hinsichtlich des Schweregrades der
Aortenklappenstenose kénnen u. a. die Dobutamin-Stress-Echokardiographie und die kardiale

Computertomographie helfen (Vahanian et al. 2022).

Die leitliniengerechte Therapie, entsprechend der ESC-Leitlinie zu Herzklappenerkrankungen aus dem
Jahr 2021, richtet sich u. a. nach dem Schweregrad der Aortenklappenstenose und dem Votliegen von
Symptomen (Vahanian et al. 2022). Zurzeit gibt es keine medikamentdse Therapie, die den natiirlichen
Verlauf der Aortenklappenstenose beeinflussen (Vahanian et al. 2022) oder das Owtcome der Patienten
verbessern kann (McDonagh et al. 2021). Fur die nicht-medikamentése Therapie der schweren
Aortenklappenstenose stehen mit dem chirurgischen und dem kathetergestiitzten Aortenklappenersatz
generell zwei interventionelle Behandlungsoptionen zur Verfiigung (Vahanian et al. 2022). Im Vergleich
zum nicht-interventionellen Management der Aortenklappenstenose konnte in verschiedenen Studien
fiir beide interventionelle Behandlungsoptionen eine Senkung der Mortalitit gezeigt werden (Ueyama et
al. 2021; Vollenbroich et al. 2019). Verschiedene Studien konnten keinen signifikanten Unterschied der
Mortalitit zwischen den beiden interventionellen Behandlungsoptionen nachweisen (Gleason et al. 2018;
Mack et al. 2015; Sondergaard et al. 2016; Ueyama et al. 2021; Virtanen et al. 2019). Die aktuelle
ESC-Leitlinie  empfiehlt hinsichtlich der interventionellen Behandlung eine individuelle
Indikationsstellung unter Einbezug eines Herz-Teams und unter Beachtung des individuellen
Schweregrades und der Symptomatik der Aortenklappenstenose (Vahanian et al. 2022). Im Allgemeinen

sollen alle symptomatischen Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose frithzeitig eine
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Klappenintervention erhalten, auBler es ist keine Verbesserung des Ubetlebens oder der Lebensqualitit
zu erwarten oder es liegen Begleitumstinde vor, die eine Lebenserwartung von unter einem Jahr erwarten
lassen (Vahanian et al. 2022). Fir asymptomatische Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose
besteht eine eindeutige Empfehlung zur Klappenintervention bei Patienten mit einzig durch die
Aortenklappenstenose erklirbarer Einschrinkung der linksventrikuliren Pumpfunktion oder bei
Patienten, die unter Belastungstests symptomatisch werden (Vahanian et al. 2022). Far alle dbrigen
asymptomatischen Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose ist die Entscheidungsfindung aktuell
kontrovers (Rheude et al. 2024; Vahanian et al. 2022) und erfordert eine Abwigung der individuellen
Vor- und Nachteile einer Klappenintervention gegeniiber dem konservativen Prozedere (Vahanian et al.
2022). Fir diese Patientengruppe wird im Allgemeinen bis zum Auftreten von Symptomen die Strategie

Watchful W aiting empfohlen (Vahanian et al. 2022).

Es besteht ecin Zusammenhang zwischen den Erkrankungen Aortenklappenstenose und
Herzinsuffizienz, da eine Aortenklappenstenose im Krankheitsverlauf zu einer Herzinsuffizienz fihren
kann, was zugleich mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Czarny und Resar 2014). Auch
McDonagh et al. (2021) verweisen in der ESC-Leitlinie zur Herzinsuffizienz aus dem Jahr 2021 auf die
besonders schlechte Prognose der Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose, die Symptome einer
Herzinsuffizienz aufweisen. Die Autoren empfehlen fir diese Patientengruppe zusitzlich die

medikamentése Therapie der Herzinsuffizienz (McDonagh et al. 2021).

1.2  Fibrose

Das Fortschreiten chronischer Erkrankungen verschiedener parenchymatdser Organe, wie dem Herzen
oder der Niere, ist mit Fibrose assoziiert, die dort eine Schliisselrolle bei der Organschiadigung spielt
(Zeisberg und Kalluri 2013). Schitzungsweise ist ein Drittel der weltweiten natiirlichen Todesfille mit
Fibrose assoziiert (Zeisberg und Kalluri 2013; Zeisberg und Zeisberg 2013), was die Fibrose zu einem
weltweit relevanten Forschungsthema macht. Definiert wird Fibrose im Allgemeinen als
nichtphysiologischer Vernarbungsprozess, bei dem es zu einer UbermiBligen Ablagerung von
extrazellulirer Matrix (EZM) kommt (Boer et al. 2019; Zeisberg und Kalluri 2013; Zeisberg und Zeisberg
2013). Diese pathologische Fibrogenese muss von der physiologischen Wundheilung unterschieden
werden. Bei beiden Prozessen kommt es, ausgelést durch eine Parenchymvetletzung, zur Aktivierung
von Fibroblasten und zur Ablagerung von EZM (Zeisberg und Zeisberg 2013). Bei der physiologischen
Wundheilung kommt es mit Abschluss der Heilung der Wunde zur Selbstlimitation der Prozesse
einschlieBlich der Beendigung der Ablagerung von EZM (Gurtner et al. 2008; Zeisberg und Zeisberg
2013). Dagegen kommt es bei der pathologischen Fibrogenese zu einer tibermiBigen Ablagerung von
EZM ohne Selbstlimitation, die noch nach Ende des initial auslésenden Reizes persistiert (Krenning et
al. 2010; Zeisberg und Zeisberg 2013). Grundsitzlich werden beide Prozesse von gleichen Signalen
gesteuert, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen zur Entscheidung fiir einen der beiden Abldufe

bis heute nicht vollstindig geklirt sind (Krenning et al. 2010; Zeisberg und Zeisberg 2013).



Einleitung 6

1.2.1 Herzfibrose

Die Herzfibrose witd als eine tibermiBige Akkumulation von EZM im Herzgewebe definiert (Berk et al.
2007), angetrieben von zu Myofibroblasten transdifferenzierten Fibroblasten (Kong et al. 2014). Die
Herzfibrose tritt im Rahmen unterschiedlicher kardialer Erkrankungen auf, wozu beispielsweise
Kardiomyopathien, die Herzinsuffizienz, der Myokardinfarkt (Boer et al. 2019) und auch
Herzklappenfehler, wie die Aortenklappenstenose (Chin et al. 2017), zdhlen. Grundsitzlich wird die
Herzfibrose in verschiedene Sorten mit typischen Auslosern klassifiziert (Boer et al. 2019; Kong et al.
2014), die parallel zueinander im Herzen auftreten kénnen (Boer et al. 2019). Die Replacement-Fibrose
tritt klassischerweise im Rahmen der Narbenbildung nach einem Myokardinfarkt auf (Boer et al. 2019).
Die reaktive Fibrose, wozu die perivaskulire und interstiticlle Fibrose gezihlt werden, wird
klassischerweise im Rahmen eines fortschreitenden pathologischen kardialen Remodelings beobachtet
(Boer et al. 2019). Sie wird durch langanhaltende schidliche Stimuli, wie Entziindungszellen oder
oxidativen Stress, ausgelost (Boer et al. 2019). Zu den Stimuli der kardialen Fibrose zihlen neben
reaktiven Sauerstoffspezies und Entziindungsvorgingen auch viele weitere fibrotische Reize, darunter
der Untergang von Kardiomyozyten und eine kardiale Druckiibetlastung, wie sie z. B. bei der arteriellen
Hypertonie oder im Rahmen einer Aortenklappenstenose auftritt (Berk et al. 2007; Boer et al. 2019;
Kong et al. 2014; Rossi 1998). Die exakten Mechanismen und Abldufe der pathologischen Fibrogenese
im Herzen sind bisher nur teilweise verstanden (Boer et al. 2019). Einige beteiligte Molekiile konnten
aber inzwischen identifiziert werden, wozu der Wachstumstaktor zransforming growth factor(TGF)-8 gehort
(Boer et al. 2019). Ein Ungleichgewicht in der Zusammensetzung der EZM, wie es im Rahmen der
pathologischen Fibrogenese bei der Herzfibrose vorkommt, kann die kardiale Funktion in vielfiltiger
Hinsicht einschrinken, sodass die systolische und diastolische Pumpfunktion gestort werden kann (Boer
et al. 2019; Moreo et al. 2009; Ravassa et al. 2023). Auch Stérungen der elektromechanischen Kopplung
mit daraus resultierenden Herzrhythmusstérungen sind méglich (McLenachan und Dargie 1990; Spach
und Boineau 1997). Gazoti Debessa et al. (2001) konnten in ihrer Studie zeigen, dass der Grad an
Herzfibrose im Allgemeinen mit dem Alter zunimmt. Es besteht ein demographischer Wandel zu einer
weltweit alternden Gesellschaft (Demografieportal des Bundes und der Linder 2024; WHO 2024). Die

genannten Zusammenhinge verdeutlichen die weltweit zunehmende Relevanz der Herzfibrose.

1.2.2 Bedeutung der Herzfibrose bei der Etkrankung HFpEF

Im Vergleich zu Patienten ohne bekannte Herzerkrankung weisen Patienten mit HFpEF ein erhohtes
Ausmal} an Herzfibrose auf (Kanagala et al. 2019). Die Herzfibrose ist beim Krankheitsbild HFpEF
pathophysiologisch bedeutsam (Kasner et al. 2011; Su et al. 2014). Es besteht eine Assoziation der
Herzfibrose zur diastolischen Dysfunktion (Burlew und Weber 2002; Kasner et al. 2011; Moreo et al.
2009; Rommel et al. 2016; Su et al. 2014), die als definierend fiir das Krankheitsbild HFpEF gilt
(McDonagh et al. 2021). Die Herzfibrose wird als Grund fiir die Entstehung der diastolischen
Dysfunktion verantwortlich gemacht (Butlew und Weber 2002; Kasner et al. 2011; Rommel et al. 2016;
Zile et al. 2015). Die zugrundeliegenden pathophysiologischen Zusammenhinge werden
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zusammenfassend so beschrieben, dass eine vermehrte Ablagerung von EZM im Rahmen der
pathologischen Fibrogenese zu einem Remodeling der Herzmuskulatur mit erhShter myokardialer
Steifigkeit fihrt (Burlew und Weber 2002; Kasner et al. 2011; Zile et al. 2015). Diese erhéhte myokardiale
Steifigkeit fihrt dann wiederum zu einer gestorten diastolischen Fillung und erhdhten diastolischen
Fillungsdricken, sodass schlieSlich eine diastolische Dysfunktion entsteht (Burlew und Weber 2002;
Kasner et al. 2011; Zile et al. 2015). Sowohl bei Patienten mit bereits diagnostizierter HFpEF als auch
bei Patienten, die sich unter Risiko fiir die Entwicklung einer HFpEF befinden, zeigen sich dhnliche
Ausmalle der Herzfibrose, sodass die Herzfibrose mutmaBlich der klinischen Diagnose einer HFpEF
vorausgeht (Schelbert et al. 2017). In der Untersuchung von Schelbert et al. (2017) war bei Patienten mit
HFpEF und Patienten, die sich unter dem Risiko fiir die Entwicklung einer HFpEF befanden, ein
héherer Grad der Herzfibrose mit einer héheren Krankheitsschwere, abgebildet durch die Héhe von
BNP im Blut, assoziiert. Zudem war ein hoherer Grad der Herzfibrose bei diesen Patienten mit mehr
Herzinsuffizienz-bedingten Hospitalisierungen und einer hdheren Gesamtmortalitit assoziiert
(Schelbert et al. 2017). Auch Kanagala et al. (2019) stellen in Ihrer Untersuchung die Herzfibrose als
Pridiktor fiir einen ungtnstigen Krankheitsverlauf der Erkrankung HFpEF heraus. Zudem verweisen
die Autoren auf die potentielle Moglichkeit anhand der Bestimmung der Herzfibrose prognostische

Vorhersagen fiir HFpEF-Patienten zu erméglichen (Kanagala et al. 2019).

1.2.3 Bedeutung der Herzfibrose bei der Erkrankung Aortenklappenstenose

Beim Krankheitsbild Aortenklappenstenose ist die Herzfibrose pathophysiologisch bedeutsam (Treibel
etal. 2019). Patienten mit Aortenklappenstenose zeigen im Vergleich zu gesunden Patienten ein erhShtes
Ausmal} an Herzfibrose (Chin et al. 2017). Bei einer Aortenklappenstenose kommt es als Antwort auf
die Nachlasterh6hung zu einer kompensatorischen Hypertrophie und pathologischen Fibrogenese im
Rahmen eines Remodelings des Myokards (Treibel et al. 2019). Die Herzfibrose kann bei Patienten mit
Aortenklappenstenose sowohl die systolische als auch die diastolische Pumpfunktion des Herzens
beeintrichtigen (Villari et al. 1993). Eine fortschreitende Herzfibrose kann zudem eine kardiale
Dekompensation vorantreiben (Chin et al. 2017). Patienten mit einer Aortenklappenstenose kénnen
durch eine fortschreitende Herzfibrose im Verlauf eine Herzinsuffizienz entwickeln (Hein et al. 2003).
Chin et al. (2017) verweisen auf eine Assoziation der Herzfibrose mit dem klinischen Outcome bei
Patienten mit Aortenklappenstenose. Im Vergleich zu gesunden Patienten ohne Anzeichen einer
kardiovaskuldren Erkrankung zeigten Patienten mit Herzfibrose in ihrer Untersuchung ein schlechteres
klinisches Outcome im Sinne einet héheren Gesamtmortalitit (Chin et al. 2017). Azevedo et al. (2010),
Dweck etal. (2011), Milano et al. (2012) und Galat et al. (2019) fanden in ihren Untersuchungen ebenfalls
eine prognostische Relevanz der Herzfibrose, da ein héherer Grad an Herzfibrose mit einer héheren
Mortalitidt assoziiert war. Die Herzfibrose konnte zudem als unabhingiger Pridiktor fir die
kardiovaskuldre Mortalitit von Patienten mit Aortenklappenstenose nach Transkatheter-Aortenklap-
pen-Implantation (TAVI) identifiziert werden (Puls et al. 2020). Auch fur Patienten mit

Aortenklappenstenose nach operativem Aortenklappenersatz gelang eine Assoziation eines hdheren
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Grades der Herzfibrose mit einem schlechteren klinischen Ouwzcome, gemessen in Form der New York

Heart Association(NYHA)-Klasse (Weidemann et al. 2009).

1.3  Rolle der Epigenetik bei der kardialen Fibrogenese

Epigenetik wird allgemein definiert als die Lehre von den Veridnderungen der Genfunktion, die vererbt
werden kénnen und bei denen es zu keiner Anderung der Desoxyribonukleinsiure(DNA)-Sequenz
kommt (Egger et al. 2004; Wu und Morris 2001). Es sind verschiedene Mechanismen der epigenetischen
Modifikation bekannt, wobei die Histonmodifikation und die DNA-Methylierung als die zwei
Hauptmechanismen gelten (Bernstein et al. 2007; Zeisberg und Zeisberg 2013). Bei der
DNA-Methylierung katalysieren als DNA-Methyltransferase (DNMT) bezeichnete Enzyme die
Ubertragung einer Methylgruppe an die C5-Position eines Cytosin-Rings, sodass 5-Methylcytosin
entsteht (Herman und Baylin 2003; Neary et al. 2015). Diese Verdnderung findet im Allgemeinen an
sogenannten CpG-Dinukleotiden statt, also an Cytosin-Molekiilen, die einem Guanosin in der
DNA-Sequenz vorausgehen (Bernstein et al. 2007, Herman und Baylin 2003; Neary et al. 2015).
Ansammlungen von CpG-Dinukleotiden, sogenannte CpG-Inseln, befinden sich gehduft in der
proximalen Promotorregion von Genen und liegen in normalen Zellen gréBtenteils im unmethylierten
Zustand vor (Estécio und Issa 2011; Neary et al. 2015). Schitzungsweise in 70% der proximalen
Promotorregionen befinden sich CpG-Inseln (Estécio und Issa 2011). Kommt es zur Methylierung der
CpG-Inseln in der Promotorregion eines Gens, fithrt dies in der Regel zu einer Unterdrickung der
transkriptionellen Genaktivitit (Bird und Wolffe 1999; Herman und Baylin 2003; Neary et al. 2015;
Tampe et al. 2015). Eine solche aberrante Promotormethylierung wird in der Literatur auch als
Hypermethylierung bezeichnet (Bechtel et al. 2010; Tampe et al. 2015). Zeisberg und Zeisberg (2013)
stellen zusammenfassend fest, dass epigenetische Mechanismen die Transkriptionsaktivitit aller Gene in
jeder Zelle und zu jeder Zeit kontrollieren. Grundsitzlich spielen epigenetische Verinderungen sowohl
in der normalen Physiologie des Menschen, beispielsweise bei der Zelldifferenzierung, als auch bei
verschiedenen Erkrankungen eine Rolle (Bernstein et al. 2007; Bird und Wolffe 1999; Egger et al. 2004).
So besteht u. a. eine Assoziation zu Krebserkrankungen (Egger et al. 2004; Tampe et al. 2015), da eine
aberrante Promotormethylierung die Transkription von Tumorsuppressorgenen hemmen kann (Jones

und Laird 1999; Neary et al. 2015; Zeisberg und Zeisberg 2013).

In den nachfolgend dargestellten Studien konnten verschiedene Herzerkrankungen mit epigenetischen
Verdnderungen in Form der aberranten DNA-Methylierung spezifischer Gene assoziiert werden.
Movassagh et al. (2011) konnten im Herzgewebe von Patienten mit Kardiomyopathie im Endstadium
im Vergleich zu einer herzgesunden Kontrollkohorte ein verindertes Muster der DNA-Methylierung
spezifischer Genloci feststellen. Haas et al. (2013) stellten Unterschiede im Muster der
DNA-Methylierung im Herzgewebe von Patienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie
(DCM) im Vergleich zu einer herzgesunden Kontrollkohorte fest und beschreiben die

DNA-Methylierung als einen neuen Mechanismus in der Pathogenese der DCM und der
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Herzinsuffizienz. Die Autoren stellen anhand ihrer Ergebnisse die Hypothese auf, dass die
DNA-Methylierung mit der kardialen Funktion assoziiert sein kénnte und damit den Phinotyp der DCM
modulieren kénnte (Haas et al. 2013). In einer Kohorte aus Patienten, die im Rahmen einer DCM eine
Herzinsuffizienz entwickelt hatten, konnten Meder et al. (2017) im Vergleich zur herzgesunden
Kontrollkohorte ein verdndertes Muster der DNA-Methylierung im Herzgewebe und im peripheren Blut
nachweisen. Zudem gelang es Verinderungen der DNA-Methylierung spezifischer Gene im
Herzgewebe nachzuweisen, die bereits in vorherigen Studien mit der Herzinsuffizienz assoziiert werden
konnten (Meder et al. 2017). Die Autoren stellen anhand ihrer Studienergebnisse resiimierend die
Hypothese auf, dass die Herzinsuffizienz mit bestimmten reproduzierbaren Verinderungen der
DNA-Methylierung assoziiert sein kénnte (Meder et al. 2017). Auch das Krankheitsbild HFpEF kann
mit epigenetischen Verdnderungen assoziiert werden (Rabkin und Wong 2023). Rabkin und Wong
(2023) beschreiben in ihrer Arbeit zusammenfassend, dass bereits verschiedene epigenetische
Mechanismen gefunden wurden, fiir die ein Einfluss auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz
vermutet wird. Die Autoren resimieren, dass hierbei die DNA-Methylierung aufgrund ihrer
regulatorischen Wirkung auf unterschiedlichen Ebenen beim Krankheitsbild HFpEF bedeutsam ist und
verweisen u. a. auf den vermuteten pathophysiologischen Finfluss der DNA-Methylierung des Gens
ATPase sarcoplasmic/ endoplasmic reticulum Ca2+ transporting 2 (ATP2A2), das fur die sarcoplasmic reticulum
Ca?*-ATPase 2 (SERCA2) kodiert, auf die Entstehung einer HFpEF (Rabkin und Wong 2023). Das
Krankheitsbild Aortenklappenstenose kann ebenfalls mit epigenetischen Verinderungen assoziiert
werden (Gosev et al. 2017). Anhand der Ergebnisse verschiedener Studien resiimieren Gosev et al. (2017)
in ihrer Arbeit, dass die DNA-Methylierung einen wichtigen Regulationsmechanismus in der
Pathophysiologie der Aortenklappenstenose, sowohl bei der Entstehung als auch beim Fortschreiten der
Erkrankung, darstellt. Radhakrishna et al. (2016) konnten in einem genomweiten Screening der
DNA-Methylierung an Blutproben von Neugeborenen mit kongenitaler Aortenklappenstenose an
59 CpG-Stellen in der Promototregion und/oder kodierenden Region von 52 Genen signifikante
Unterschiede in der DNA-Methylierung im Vergleich zur gesunden Kontrollkohorte feststellen. Es
konnten darunter auch Gene identifiziert werden, die bekannterweise eine Rolle in der Pathogenese der
Aortenklappenstenose spielen (Radhakrishna et al. 2016). Anhand der Erkenntnisse ihrer Arbeit
untermauern die Autoren ihre Hypothese, dass epigenetische Veridnderungen eine entscheidende Rolle
bei der Entwicklung der kongenitalen Aortenklappenstenose spielen (Radhakrishna et al. 2016). Nasu et
al. (2020) konnten im Blut von Patienten mit erworbener schwerer Aortenklappenstenose ein
verindertes Muster der DNA-Methylierung im Vergleich zur gesunden Kontrollkohorte finden und
stellen daher die Hypothese auf, dass diese Verinderung der DNA-Methylierung mit der

Pathophysiologie der Aortenklappenstenose assoziiert sein kénnte.

Epigenetische Mechanismen, insbesondere die aberrante DNA-Methylierung, zeigen Relevanz bei der
pathologischen Fibrogenese (Neary et al. 2015; Zeisberg und Zeisberg 2013). Als allgemeiner
Unterschied zur physiologischen Wundheilung gilt, dass es bei der pathologischen Fibrogenese zu keiner

selbstlimitierten, sondern zu einer persistierenden Aktivitit von Fibroblasten mit persistierender
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Ablagerung von EZM kommt (Neary et al. 2015; Zeisberg und Zeisberg 2013). Eine aberrante
Promotormethylierung bestimmter Gene kann, durch die Hemmung der Transkription dieser Gene, zur
Aktivierung von Fibroblasten und der pathologischen Fibrogenese beitragen (Neary et al. 2015; Zeisberg
und Zeisberg 2013). Diese Assoziation der aberranten Promotormethylierung spezifischer Gene zur
pathologischen Fibrogenese konnte bereits fir verschiedene Organe, wie die Haut (Wang et al. 2000),
die Lunge (Cisneros et al. 2012; Sanders et al. 2008) und die Niere (Bechtel et al. 2010; Tampe et al. 2015)
gezeigt werden. Aus dem Verstindnis der zugrundeliegenden Mechanismen koénnen sich sowohl
therapeutische als auch diagnostische Ansitze ergeben (Neary et al. 2015; Xu et al. 2015; Zeisberg und
Zeisberg 2013). Es wird im Allgemeinen davon ausgegangen, dass die pathologische Fibrogenese in
unterschiedlichen Organen, wie dem Herzen und der Niere, aufgrund des gleichen Erscheinungsbildes
den gleichen zugrundeliegenden Mechanismen folgt (Zeisberg und Zeisberg 2013). In Anbetracht der
bereits beschriebenen klinischen Relevanz der Organfibrose mit ihrer Schliisselrolle bei der
Organschidigung (Zeisberg und Kalluri 2013), stellt die Epigenetik ein weltweit relevantes

Forschungsthema dar.

Wie in Kapitel 1.2 ausfithrlich erldutert wurde, ist die Herzfibrose bei den beiden schwerpunktmafig in
dieser Arbeit betrachteten Krankheitsbildern HFpEF und Aortenklappenstenose pathophysiologisch
bedeutsam. Anhand der Ergebnisse verschiedener Studien gelingt eine Assoziation der aberranten
DNA-Methylierung zur Aktivierung kardialer Fibroblasten im Rahmen der pathologischen Fibrogenese
im Herzen (Grimaldi et al. 2017; Rabkin und Wong 2023). Die transkriptionelle Unterdriickung des Gens
RAS protein activator like 1 (RASALT) durch eine aberrante Promotormethylierung konnte von Xu et al.
(2015) mit der Herzfibrose in einen kausalen Zusammenhang gebracht werden. Watson et al. (2014)
gelang es, die Hypoxie-induzierte aberrante DNA-Methylierung und die Herzfibrose in einen
Zusammenhang zu bringen. In der Untersuchung von Xu et al. (2016) ergab sich eine Assoziation der
Hypoxie-induzierten Umwandlung von Endothel zu Mesenchym, der sogenannten endothelial to
mesenchymal transition (EndMT), zu einer aberranten Promotormethylierung des Gens RASALT. In
Zusammenschau mit den Ergebnissen von Zeisberg et al. (2007), die eine Assoziation der EndMT zur
Herzfibrose feststellten, ergibt sich anhand der Ergebnisse von Xu et al. (2016) eine Verbindung der
aberranten RASAL7-Promotormethylierung zur Herzfibrose. Tao et al. (2014) konnten eine
Hypermethylierung des regulatorischen Tumorsuppressors RAS association domain family 1 isoform A
(RASSF1A) in Verbindung mit der kardialen Fibrogenese und der Aktivierung von Fibroblasten
bringen, sodass sich damit auch im Tiermodell eine Assoziation der aberranten DNA-Methylierung

spezifischer Gene zur Herzfibrose ergab.

1.4 Untersuchte Gene

In der vorliegenden Arbeit wurde die epigenetische Modifikation in Form der aberranten
Promotormethylierung der drei Gene RASALT, ATP2.A2 und B9 protein domain 1 (BIDT) im peripheren

Blut analysiert. Die Auswahl der Gene erfolgte in Anlehnung an eine Vorarbeit der Arbeitsgruppe
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Zeisberg, in der sich eine Assoziation der im peripheren Blut gemessenen aberranten
Promotormethylierung dieser drei Gene mit dem Uberleben von HFpEF-Patienten ergeben hatte (Awe

2020). Nachfolgend werden die drei Gene detailliert beschrieben.

1.41 RASALI1

Das vom Gen RASALT kodierte Protein RASAL1 gehért zur  Guanosintriphospha-
tase(GTPase)-aktivierenden Proteinfamilie 1 (Takata et al. 2017). Als RAS-GTPase, die aktives
RAS-GTP in inaktives RAS-GDP umwandelt, fungiert sie als Inhibitor des RAS-Signalweges (Takata et
al. 2017; Xu et al. 2015). Der RAS-Signalweg reguliert iber RAS-Proteine verschiedene Zellsignalwege,
die u. a. die Zellproliferation und Zelldifferenzierung betreffen (Mitin et al. 2005).

Anhand der nachfolgend dargestellten Studien wird deutlich, dass das Gen RASAL7 einer
epigenetischen Regulation unterliegt. Xu et al. (2015) konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass eine aberrante
RASALT-Promotormethylierung mit einer verminderten Expression auf wessenger ribonucleic
acidmRNA)- und Proteinebene einhergeht und es infolgedessen zur Enthemmung des RAS-Signalweges
mit verstirkter RAS-GTP-Aktivitit kommt. Auch in der Arbeit von Bechtel et al. (2010) und Xu et al.
(20106) gelang die Assoziation einer aberranten RASAL7-Promotormethylierung mit einer verringerten

Expression von RASALT7 und einer erhdhten RAS-GTP-Aktivitit.

Die aberrante RASAL7-Promotormethylierung kann mit der Entstehung von Krebserkrankungen
assozilert werden (Jin et al. 2007). Bechtel et al. (2010) beschreiben zusammenfassend, dass eine
RAS-Hyperaktivitit die autonome Zellproliferation von Krebszellen anregt und diese
RAS-Hyperaktivitit u. a. durch einen Verlust der RASAL7-Funktion verursacht werden kann. Zugleich
konnten die Autoren in ihrer Arbeit zeigen, dass eine aberrante Promotormethylierung von RASALT
mit einem epigenetischen Szencing des Gens assoziiert ist (Bechtel et al. 2010). Jin et al. (2007) bezeichnen
RASALT als Tumorsuppressorgen, da die Autoren eine aberrante RASAL7-Promotormethylierung mit
daraus resultierendem S#encing des Gens als ursichlichen Mechanismus der aberrant erhShten
RAS-Aktivitit in Tumorzellen verschiedener Tumorarten nachweisen konnten. Eine aberrante
RASAILT-Promotormethylierung wurde auch bei Magenkrebs beschrieben (Chen et al. 2013; Seto et al.
2011).

Verschiedene Studien konnten die epigenetische Regulierbarkeit des Gens RASAL7 durch eine
aberrante Promotormethylierung in einen Zusammenhang mit der pathologischen Fibrogenese bringen
(Bechtel et al. 2010; Feng et al. 2024; Tao et al. 2011). Bechtel et al. (2010) fanden in einem genomweiten
Methylierungsscreening an menschlichen Fibroblasten eine aberrante RASAL7-Promotormethylierung
in Fibroblasten aus fibrotischen Nieren im Vergleich zu Fibroblasten aus nicht-fibrotischen Nieren. Die
Autoren konnten in ihrer Arbeit einen Zusammenhang der aberranten RAS.AL7-Promotormethylierung
zur Fibroblastenaktivierung und pathologischen Fibrogenese in der Niere herstellen (Bechtel et al. 2010).
Tao et al. (2011) konnten im  Tiermodell eine  Assoziation der  aberranten

RASAILT-Promotormethylierung zur Leberfibrose herstellen. Die pathologische Fibrogenese im



Einleitung 12

Rahmen der Endometriose konnte ebenfalls in einen Zusammenhang mit der aberranten
RASALT-Promotormethylierung gebracht werden (Feng et al. 2024). Auch die Herzfibrose konnte mit
einer aberranten RASAL7-Promotormethylierung in Verbindung gebracht werden (Xu et al. 2015; Xu
et al. 2016). Xu et al. (2015) konnten an fibrotischem Herzgewebe von Patienten mit Herzinsuftizienz
zeigen, dass eine verstirkte Herzfibrose mit einer aberranten Promotormethylierung von RASALT und
damit einhergehender verminderter Expression von RASAL7 auf mRNA- und Proteinebene und
verstirkter RAS-GTP-Aktivitit korreliert. Gleichzeitig konnte die verstirkte RAS-GTP-Aktivitit mit
einer verstirkten EndMT in Zusammenhang gebracht werden (Xu et al. 2015). Die EndMT konnte von
Zeisberg et al. (2007) mit dem Fortschreiten der Herzfibrose in einen Zusammenhang gebracht werden.
Xu et al. (2015) schlussfolgern in ihrer Arbeit, dass die aberrante Promotormethylierung von RASAL7
ursdchlich zur EndMT und damit zur Herzfibrose beitrigt. In einer weiteren Arbeit von Xu et al. (20106)
konnte eine aberrante Promotormethylierung von RASALT ebenfalls mit der EndMT in
Zusammenhang gebracht werden, sodass sich auch hier, in Zusammenschau mit den Ergebnissen von
Zeisberg et al. (2007), eine Assoziation der aberranten RASAL7-Promotormethylierung zur Herzfibrose
ergibt. In einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Gosch (2020) gelang an murinen
Kardiomyozyten — aus fibrotischen =~ Herzen  eine  Assoziation einer  aberranten
RASALT-Promotormethylierung  zu einer verminderten RASAL7-Expression. Als  wichtige
profibrotische Stimuli der Herzfibrose, die tiber verschiedene Signalwege in einer aberranten
RASALT-Promotormethylierung miinden, konnten u. a. TGF-81 (Xu et al. 2015), eine Hypoxie (Xu et

al. 2016) und hohe Plasmawerte von anorganischem Phosphat (Tan et al. 2016) identifiziert werden.

Die Assoziation der aberranten RASAL7-Promotormethylierung zu den in dieser Arbeit
schwerpunktmiBig betrachteten Krankheitsbildern HFpEF und Aortenklappenstenose gelingt, indem
man den hier beschriebenen Zusammenhang der aberranten RASAL7-Promotormethylierung mit der
Herzfibrose und die in Kapitel 1.2 beschriebene pathophysiologische Relevanz der Herzfibrose bei den
zwel genannten Krankheitsbildern gemeinsam betrachtet. Zudem gelang es in einer Vorarbeit der
Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020), die aberrante Promotormethylierung des Gens RASALT mit
dem Krankheitsbild HFpEF und dem Progress der Erkrankung in Verbindung zu bringen. Die im
petipheren Blut gemessene RASAL7-Promotormethylierung war in der untersuchten Kohorte aus
HFpEF-Patienten uni- und multivariant signifikant mit dem Uberleben assoziiert (Awe 2020). Bei
hoéherer RASALT-Promotormethylierung im Blut zeigte sich eine schlechtere Prognose der Patienten,
im Sinne eines kiirzeren Uberlebens (Awe 2020). Eine Verbindung des Gens RASALT und seiner
aberranten Promotormethylierung zum Krankheitsbild Aortenklappenstenose ergibt sich anhand der
speziellen Methodik und der Ergebnisse der Arbeit von Xu et al. (2015). Bei der Aortenklappenstenose
kommt es im Rahmen einer chronischen Druckiiberlastung am Herzen als Antwort auf die
Nachlasterhéhung zu einem Remodeling des Myokards in Form einer pathologischen Fibrogenese und
kompensatorischen Hypertrophie des Myokards (Treibel et al. 2019). Xu et al. (2015) haben in ihrer
Arbeit im Mausmodell das Verfahren ascending aortic constriction angewendet, das zu einer

Druckiiberlastung am Herzen und infolgedessen zu einer Herzfibrose fithrt. Die Autoren fanden in
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diesem Tiermodell eine Assoziation der experimentellen Herzfibrose zu einer aberranten
RASALT-Promotormethylierung und einer reduzierten Expression von RASAL7 auf mRNA- und
Proteinebene (Xu et al. 2015).

Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse der Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Zeisberg von Gosch (2020)
und Awe (2020) in Zusammenschau mit den dargestellten Zusammenhingen des Gens RASAL7 mit
Herzerkrankungen, der pathologischen Fibrogenese im Herzen und der epigenetischen Regulierbarkeit

des Gens, wurde das Gen RASAL7 im Rahmen dieser Arbeit niher betrachtet.

142 ATP2A2

Das Gen ATP2A2 kodiert fur die sarcoplasmic/ endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase 2 (SERCA2)
(Vangheluwe et al. 2005). Neben dem Gen ATP2.A42 sind beim Menschen die zwei Gene ATP2.A43 und
ATP2A1  bekannt, die ebenfalls fiir verschiedene Ca?*-transportierende Proteine der
sarcoplasmic/ endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase(SERCA)-Familie kodieren (Vangheluwe et al. 2005). Im
Rahmen dieser Arbeit wird nur die SERCA2 niher betrachtet, die als die am weitesten verbreitete
Isoform der SERCA-Familie (Vangheluwe et al. 2005) und als wichtigster Subtyp der SERCA-Familie
im Herzen gilt (Huang et al. 2022).

Von der SERCA2 sind die vier Isoformen SERCA2a, SERCA2b, SERCA2c¢ und SERCA2d bekannt
(Dally et al. 2010). Sie entstehen im Rahmen eines gewebespezifischen posttranskriptionellen
alternativen Splicings der SERCA2, dem Genprodukt von ATP2A42 (Dally et al. 2010; Vangheluwe et al.
2005). Das Protein SERCA2c¢ konnte von Dally et al. (2006) in menschlichem Herzgewebe nachgewiesen
werden. Hinsichtlich der Expression in verschiedenen menschlichen Geweben ergab sich ein Nachweis
von SERCA2c-mRNA hauptsichlich in Herz- und Skelettmuskulatur, auf niedrigerem Niveau aber auch
in Geweben wie Plazenta, Leber, Lunge, Gehirn, Niere und Pankreas (Dally et al. 2006). Kimura et al.
(2005) gelang der Nachweis von SERCA2d-mRNA in menschlicher Skelettmuskulatur, wobei das
dazugehorige Protein bisher nicht nachgewiesen werden konnte (Dally et al. 2010). Fir die SERCA2b
wird angenommen, dass sie im endoplasmatischen Retikulum fast aller Zelltypen vorkommt, weshalb sie
auch als bousekeeping isoform bezeichnet wird (Dally et al. 2006; Vangheluwe et al. 2005). So gelang Dally
et al. (2000) ein Nachweis von SERCA2b-mRNA in unterschiedlichsten menschlichen Gewebearten
ohne einen anteilmiBigen Schwerpunkt in der Herz- und Skelettmuskulatur, wie es fiir SERCAZ2c- und

SERCA2a-mRNA der Fall war.

Die SERCAZ2a wird auch als Muskel-Isoform bezeichnet und kommt hauptsichlich in der Skelett- und
Herzmuskulatur vor, konnte aber u. a. auch in der glatten Muskulatur nachgewiesen werden (Dally et al.
20006; Verboomen et al. 1992). So fanden Dally et al. (2000) eine anteilmiBig starke Expression der
SERCA2a-mRNA in menschlicher Herz- und Skelettmuskulatur. In anderen Gewebearten fanden die
Autoren eine vorhandene aber anteilig niedrigere mRNA-Expression (Dally et al. 2006). Damit war das
Expressionsmuster vergleichbar mit dem der SERCA2c (Dally et al. 2006). Die SERCAZ2a gilt in der
Herzmuskulatur als die pradominante Isoform der SERCA2 (Moorman et al. 1995). Die SERCAZ2a spielt
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eine Schlisselrolle in der Calciumhomoostase des Herzens, die wiederum relevant fir den
Kontraktionszyklus des Herzens ist (Samuel et al. 2018; Zhihao et al. 2020). Beim Kontraktionszyklus
des Herzens kommt es an den Kardiomyozyten, ausgeldst dutrch ein elektrisches Aktionspotential, zur
Depolarisation der Zellmembran (Marks 2013). Die Depolarisation aktiviert spannungsgesteuerte
Kanile fir ionisiertes Calcium (Ca?*) in den sogenannten T-Tubuli, die den Einstrom einer kleinen
Menge Ca?* in das Sarkoplasma ermdglichen (Marks 2013). Dieses Ca2* aktiviert den Ryanodinrezeptor
2 am Sarkoplasmatischen Retikulum (SR), durch den im SR gespeichertes Ca?* ins Sarkoplasma
freigesetzt wird (Marks 2013). Der starke Konzentrationsanstieg von Ca?t im Sarkoplasma fihrt in der
Folge zur Kontraktion der Herzmuskulatur, indem Ca?* an Troponin C bindet und die zur Kontraktion
tihrende Aktin-Myosin-Interaktion erméglicht (Marks 2013). Damit es im Anschluss an die Kontraktion
zur Relaxation der Herzmuskulatur kommen kann, muss die Ca?*-Konzentration im Sarkoplasma wieder
auf ihr Ausgangsniveau sinken (Marks 2013). Dies geschicht u. a. durch die Aktivitit der SERCAZ2a, die
Ca?* aktiv zurlick ins SR pumpt (Marks 2013; Zhihao et al. 2020). Es wird angenommen, dass der
Grofteil des sich am Ende der Systole im Sarkoplasma befindlichen Ca?* hierbei durch die SERCA2a
zuriick ins SR gepumpt wird, wihrend ein kleinerer Anteil auf verschiedenen Wegen in den
Extrazellularraum gepumpt wird (Bers et al. 1996; Frank et al. 2002; Zhihao et al. 2020). Restimierend
witkt die SERCA2a damit sowohl auf die diastolische Funktion des Herzens, da durch den Ruckstrom
von Ca?* ins SR eine Relaxation der Herzmuskulatur erméglicht wird, als auch auf die systolische
Funktion des Herzens, da die SERCA2a durch die Fillung der Ca?*-Speicher im SR ausreichend Ca2*
fir die folgende Kontraktion bereitstellt (Marks 2013; Periasamy und Huke 2001). Die physiologische
Funktion der SERCA2, in Form der Aufrechterhaltung niedriger Ca2"-Spiegel im Sarkoplasma, ist
dariiber hinaus auch fiir die normale Funktion verschiedener Zellsignalwege und physiologischer

Prozesse wichtig (Huang et al. 2022).

Fir das Gen ATP2A2, das u. a. fir die SERCA2a kodiert (Dally et al. 2010), wird von verschiedenen
Autoren eine epigenetische Regulierbarkeit durch eine aberrante Promotormethylierung beschrieben
(Kao etal. 2010; Kao et al. 2011). Kao et al. (2010) gelang es an murinen Kardiomyozyten eine verstirkte
Promotormethylierung des SERCA2a kodierenden Gens mit einer verminderten Genexpression und
einer verminderten Proteinkonzentration von SERCAZ2a in einen Zusammenhang zu bringen. Kao et al.
(2011) veranschaulichten an murinen Kardiomyozyten die epigenetische Regulierbarkeit des SERCA2a
kodierenden Gens, da Hydralazin demethylierend auf die Promotorregion wirkte und es in der Folge zu
einer erhohten mRNA- und Proteinexpression von SERCA2a kam. Auch in einem
Herzinsuffizienzmodell an Ratten fiihrte die Behandlung mit Hydralazin zu einer Verringerung der
Promotormethylierung des SERCA2a kodierenden Gens und zu einer Erhéhung der Expression der

SERCA2a-mRNA im Herzen (Kao et al. 2011).

Die Expression und Aktivitit der SERCA2 ist bei verschiedenen Herzerkrankungen, wie der
Herzinsuffizienz, der ischimischen Herzerkrankung oder auch bei Kardiomyopathien, verindert

(Shareef et al. 2014). Von Nakayama et al. (2003) konnte an murinen Kardiomyozyten eine verdnderte
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SERCAZ2a-Aktivitit zur kardialen Hypertrophie assoziiert werden. Im Vergleich zu einer herzgesunden
Kontrollkohorte fanden Hasenfuss et al. (1994) im Myokard von Herzinsuffizienzpatienten eine
verminderte Expression in Form eines reduzierten Proteinlevels der SERCA. Ahnliche Ergebnisse
ergaben auch die Untersuchungen von Meyer et al. (1995) und Studer et al. (1994). In den
Untersuchungen von Mercadier et al. (1990) und Takahashi et al. (1992) zeigte sich im Myokard von
Herzinsuffizienzpatienten eine verminderte Expression in Form reduzierter mRNA-Level der SERCA.
Stérungen in der Aktivitit der SERCA2a kénnen sowohl die Kontraktion als auch die Relaxation der
Herzmuskulatur = beeintrichtigen (Braunwald 2015) und zur Progression der chronischen
Herzinsuffizienz fithren (Samuel et al. 2018). Der pathophysiologische Zusammenhang wird hierbei so
zusammengefasst, dass bei einer Minderexpression des Proteins SERCA2a am Ende der Systole weniger
Ca?* aus dem Sarkoplasma ins SR gepumpt wird (Samuel et al. 2018). Fiir die nachfolgende Kontraktion
steht eine geringere Menge an Ca?t im SR zur Verfiigung, was in einer schwicheren Kontraktion und
damit in einer systolischen Funktionsstérung resultiert (Samuel et al. 2018). Zugleich fithrt das vermehrt
im Sarkoplasma verbleibende Ca?* zu eciner gestdrten Relaxation, was in einer diastolischen

Funktionsstérung des Herzens resultiert (Samuel et al. 2018).

Wie bereits dargestellt, ist die Herzinsuffizienz mit einer verminderten Expression der vom Gen
ATP2A2 kodierten SERCA2 assoziiert (Hasenfuss et al. 1994; Mercadier et al. 1990; Meyer et al. 1995;
Studer et al. 1994; Takahashi et al. 1992). In Kapitel 1.2 wurde ausfihtlich beschrieben, dass die
Herzinsuffizienz eine mit der Herzfibrose assoziierte Erkrankung ist. Bei gemeinsamer Betrachtung
dieser Studienergebnisse, kann das Gen ATP2A42 zur pathologischen Fibrogenese des Herzens in
Beziehung gesetzt werden. Dartiber hinaus fanden Xiong et al. (2022) im Tiermodell Hinweise darauf,
dass eine verminderte Expression der SERCA und eine daraus resultierende gestorte
Calciumhomoéostase mit Calciumiiberladung zur Entstehung einer Herzfibrose fithren kann. Auch die
Ergebnisse von Katz et al. (2016) deuten darauf hin, dass die Herzfibrose auf eine Dysregulation der
SERCA2a zuriickzuftihren ist. Die Autoren konnten in ihrer Arbeit in einem Tiermodell zur
Herzinsuffizienz eine Eindimmung des Fortschreitens der Herzfibrose durch eine Gentherapie mit
SERCAZ2a erreichen und sprechen dem Protein SERCA2a eine kardioprotektive Rolle zu (Katz et al.
2016). Die pathophysiologische Bedeutung der Dysregulation der SERCA2a wird hierbei so definiert,
dass die in der Folge gestorte Calciumhomdbostase mit Calciumiberladung im Sarkoplasma zur
Aktivierung Calcium-abhingiger profibrotischer Signalwege fihrt, an denen unter anderem
Angiotensin IT und TGF-1 beteiligt sind (Katz et al. 2016). Eine SERCA2a-Uberexpression, wie sie im
Rahmen der Studie als Gentherapie angewandt wurde, fihrt dagegen zu einer Normalisierung der
Calciumhom&ostase und einer reduzierten Stimulation Calcium-abhingiger profibrotischer Signalwege
(Katz et al. 2016). Auch Huang et al. (2022) vermuten anhand ihrer Ergebnisse am Mausmodell einen
Einfluss der Fehlfunktion der SERCA2 auf die Entstehung der Herzfibrose. Die Autoren stellen die
Hypothese auf, dass es im Rahmen einer Fehlfunktion der SERCA2 zu einer ErhShung der
Ca?*-Konzentration im Sarkoplasma und damit zu einer Aktivierung Calcium-abhingiger

profibrotischer Signalwege kommt, bei denen u. a. TGF-31 eine Rolle spielt (Huang et al. 2022). Diese
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profibrotischen Signalwege miinden in der Aktivierung kardialer Fibroblasten und der Entstehung von

Herzfibrose (Huang et al. 2022).

Indem man die beschriebene epigenetische Regulierbarkeit des Gens .ATP2A42 durch eine aberrante
Promotormethylierung und die beschriebene Assoziation einer verminderten Expression des Gens
ATP2A2 zur Herzfibrose gemeinsam betrachtet, ergibt sich hier eine allgemeine Assoziation des Gens
ATP2A2 und seiner epigenetischen Modifizierbarkeit zur pathologischen Fibrogenese im Herzen. Einen
pathophysiologischen Zusammenhang der epigenetischen Regulierbarkeit des Gens ATP2A42 in Form
der aberranten Promotormethylierung und der Herzfibrose lassen auch die Ergebnisse einer Voratrbeit
der Arbeitsgruppe Zeisberg von Gosch (2020) vermuten. In einem Mausmodell fir die Herzfibrose
zeigte sich an Kardiomyozyten aus fibrotischen Herzen eine Assoziation einer aberranten

ATP2A2-Promotormethylierung zu einer verminderten ATP2.42-Expression (Gosch 2020).

Das Gen ATP2A42 wund seine epigenetische Regulierbarkeit in Form der aberranten
Promotormethylierung kann mit den beiden in dieser Arbeit schwerpunktmifBlig betrachteten
Krankheitsbildern HFpEF und Aortenklappenstenose in einen Zusammenhang gebracht werden. In
Anbetracht der in Kapitel 1.2 fir beide Krankheitsbilder beschriebenen pathomechanistischen
Bedeutung der Herzfibrose, lassen die zuvor beschriebenen Zusammenhinge des Gens .ATP2.42 mit
der Herzfibrose eine allgemeine Assoziation der beiden Krankheitsbilder zum Gen ATP2A42 vermuten.
Anhand der zuvor beschriebenen Rolle des Gens ATP2A2 bei der Herzinsuffizienz wird ein
Zusammenhang des Gens sowohl zu HFpEF als auch zur Aortenklappenstenose hergestellt, da eine
Aortenklappenstenose zu einer Herzinsuffizienz fithren kann (Czarny und Resar 2014). Auf einen
moglichen Zusammenhang der epigenetischen Regulierbarkeit von ATP242 und der Rolle des Gens
beim Krankheitsbild Herzinsuffizienz verweisen auch Angrisano et al. (2014) in ihrer Arbeit, die in einem
Mausmodell Hinweise auf eine mdgliche Assoziation der epigenetischen Modifizierung des Gens
ATP2A2 zur Entstehung einer Herzinsuffizienz finden konnten. In einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe
Zeisberg von Awe (2020) konnte die aberrante Promotormethylierung des Gens ATP2A42 mit dem
Krankheitsbild HFpEF und dem Progress der Erkrankung in Verbindung gebracht werden. Die im
peripheren Blut gemessene ATP2A42-Promotormethylierung war in der untersuchten Kohorte aus
HFpEF-Patienten uni- und multivariant signifikant mit dem Uberleben assoziiert (Awe 2020). Die
Patienten wiesen bei hoherer ATP2.A42-Promotormethylierung im Blut eine schlechtere Prognose, im

Sinne eines kiirzeren Uberlebens, auf (Awe 2020).

Aufgrund der beschrieben Ergebnisse der Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) und
Gosch (2020) und den dargestellten Studienergebnissen zu Zusammenhingen des Gens ATP2.42 mit
Herzerkrankungen, der pathologischen Fibrogenese und der epigenetischen Regulierbarkeit des Gens,
wurde das Gen ATP2A42 im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Hierbei wurde nur das Gen ATP2A42

untersucht, ohne die einzelnen Isoformen des Genproduktes SERCA2 zu betrachten.
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1.4.3 B9Y9DI1

Das Gen BID17 zeigt eine Assoziation zu verschiedenen Ziliopathien, wie dem Meckel-Syndrom (MKS)
und dem Joubert-Syndrom (JBTS) (Dowdle et al. 2011; Garcia-Gonzalo et al. 2011; Hopp et al. 2011;
Romani et al. 2014). Von Hopp et al. (2011) wurde das Gen BIDT als ein sogenanntes MKS-Gen
identifiziert, das im Rahmen der Erkrankung MKS mutiert ist. Das MKS wird von den Autoren
zusammenfassend als eine seltene, pleiotrope, autosomal rezessiv vererbte und embryonal todlich
verlaufende Erkrankung beschrieben, zu deren typischem FErscheinungsbild eine polyzystische
Nierenerkrankung oder eine bilaterale zystische Nierendysplasie, eine Polydaktylie, Defekte des zentralen
Nervensystems und eine bilidre Dysgenesie oder Leberfibrose gehéren (Hopp et al. 2011). Da Defekte
der primiren Zilien als ursidchlich fiir die Erkrankung angenommen werden, wird das MKS als
Ziliopathie eingestuft (Hopp et al. 2011). Das Gen B9D7 wird daher auch als Ziliopathie-Gen bezeichnet
(Hopp et al. 2011), das Genprodukt als Ziliopathie-Protein (Garcia-Gonzalo et al. 2011). Von Garcia-
Gonzalo et al. (2011) konnte das vom Gen B9D7 kodierte Protein in der Transitionszone und dem
Basalkérper von Zilien nachgewiesen werden. In der Transitionszone der Zilie, dem Bereich zwischen
Basalkdrper und zilidrem Axonem, lief3 sich das vom Gen B9D7 kodierte Protein in einem Komplex mit
anderen Proteinen nachweisen (Garcia-Gonzalo et al. 2011). Dieser Komplex reguliert gewebeabhingig
die Ziliogenese und Zusammensetzung der Zilienmembran (Garcia-Gonzalo et al. 2011). Wie
beschrieben kann die Mutation des Gens BID7 mit der Entwicklung von Ziliopathien assoziiert werden
(Hopp et al. 2011; Romani et al. 2014). Eine Assoziation des Gens BID7 zu Herzerkrankungen ergibt
sich dadurch, dass Ziliopathien im Allgemeinen mit der Entstehung kongenitaler Herzerkrankungen und
kardiovaskulirer Anomalien in einen Zusammenhang gebracht werden kénnen (Kennedy et al. 2007).
Dowdle et al. (2011) konnten anhand eines Modells an Mausembryonen mit BID7-Mutation eine
Assoziation des Gens zu Herzerkrankungen feststellen, da bei diesen Miusen gehduft Herzfehler
auftraten. Bei 44% der Miuse entstand cine Dextrokardie, ecinige Miduse entwickelten einen
Ventrikelseptumdefekt, bei anderen kam es zur Ausdiinnung der myokardialen Wand (Dowdle et al.
2011). Li et al. (2015) vermuten anhand ihrer Genanalyse an Miusen ebenfalls eine zentrale Rolle von
Zilien und Zilien-vermittelten Signalwegen in der Pathogenese kongenitaler Herzerkrankungen, da sich
in der Mausmutantenlinie zu kongenitalen Herzerkrankungen gehduft Mutationen in Zilien-bezogenen
Gene feststellen lieBen. Klena et al. (2017) stellten in Zusammenschau der Ergebnisse von Li et al. (2015)
und dem aktuellen Stand der Forschung schlussfolgernd die weitreichende Hypothese auf, dass
kongenitale Herzerkrankungen eine neue Kategorie der Ziliopathien darstellen kénnten. Eine weitere
Assoziation des Gens BY9D7 zu Herzerkrankungen und dariiber hinaus auch zu epigenetischen
Regulationsmechanismen des Gens ergibt sich anhand der Arbeit von Meder et al. (2017). Die Autoren
stellten fest, dass der Methylierungsstatus des Gens B9D7 im peripheren Blut als diagnostischer
Biomarker fiir die DCM dienen kénnte und stellten auf diesem Wege einen Zusammenhang zwischen

dem Gen B9D7 und der Herzerkrankung DCM her (Meder et al. 2017).

Eine potentielle Assoziation des Gens BID7 zur pathologischen Fibrogenese im Herzen ergibt sich an

dieser Stelle dadurch, dass die von Meder et al. (2017) mit dem Gen B9D7 assoziierte Erkrankung DCM
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eine grundsitzlich mit der Herzfibrose assoziierte Erkrankung ist (Cojan-Minzat et al. 2021) und daher
eine Rolle des Gens BID7 bei der Herzfibrose méglich erscheint. Ein méglicher Zusammenhang des
Gens BI9D7 mit der pathologischen Fibrogenese lisst sich aullerdem deshalb vermuten, weil es im
Rahmen des MKS und JBTS, die beide mit einer Mutation des Gens B9D7 assoziiert sind (Garcia-
Gonzalo et al. 2011), zur pathologischen Fibrogenese in der Leber kommen kann (Brancati et al. 2010;
Hopp et al. 2011; Romani et al. 2014). Wie von Zeisberg und Zeisberg (2013) beschrieben, wird im
Allgemeinen davon ausgegangen, dass die pathologische Fibrogenese in unterschiedlichen Organen
aufgrund des gleichen Erscheinungsbildes den gleichen zugrundeliegenden Mechanismen folgt. Die Art
des pathophysiologischen Einflusses von BID7 auf die Entstehung der beschriebenen pathologischen
Fibrogenese in der Leber bei den Erkrankungen MKS und JBTS bleibt aufgrund fehlender Literatur zu
dieser Thematik zum aktuellen Zeitpunkt ungeklirt. Auch die Frage, ob BID7 méglicherweise aufgrund
gleicher pathomechanistischer Grundlagen auch bei der pathologischen Fibrogenese im Herzen eine
derartige Rolle spielen kdnnte, ldsst sich aufgrund fehlender Literatur zu dieser Thematik zum aktuellen
Zeitpunkt nicht kldren. In einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) gelang es, eine
Assoziation des Gens B9D7 und seiner epigenetischen Modifikation durch eine aberrante
Promotormethylierung zum Krankheitsbild HFpEF sowie zum Progress der Erkrankung herzustellen.
Die im peripheren Blut gemessene BID7-Promotormethylierung war in der untersuchten Kohorte aus
HFpEF-Patienten univariant signifikant mit dem Uberleben assoziiert (Awe 2020). Die Patienten wiesen
bei héherer BID7-Promotormethylierung im Blut eine schlechtere Prognose, im Sinne eines kiirzeren

Ubetlebens, auf (Awe 2020).

Aufbauend auf den dargestellten Ergebnissen der Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020)
und den beschriebenen Zusammenhingen des Gens BID7 mit Herzerkrankungen, der pathologischen

Fibrogenese und der Epigenetik, wird das Gen B9D7 im Rahmen dieser Arbeit nidher betrachtet.

1.5  Zirkulierende DNA-Fragmente im Blut als Biomarker

Patienten mit HFpEF weisen im Allgemeinen eine schlechte Prognose und hohe Mortalitit auf (Lee et
al. 2009; Tribouilloy et al. 2008). Im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung besteht fir HFpEF-Patienten
eine hohe Ubersterblichkeit (Tribouilloy et al. 2008). Lee et al. (2009) beschreiben eine
5-Jahres-Mortalititsrate nach Erstauftreten der Erkrankung HFpEF von tiber 70%. Mehr als jeder zweite
HFpEF-Patient wird hospitalisiert (Nanayakkara et al. 2018), was wesentlich zur erh6hten Mortalitit
dieser Patientengruppe beitrigt (Carson et al. 2015; Nanayakkara et al. 2018). In der von Tribouilloy et
al. (2008) untersuchten Kohorte ergab sich flir Patienten nach erstmaliger Hospitalisierung aufgrund
einer HFpEF eine 5-Jahres-Mortalititsrate von tber 50%. Um Krankenhausaufenthalte zu vermeiden
und die Mortalitdt zu senken, ist die Identifizierung von Hochrisikopatienten mit HFpEF daher ein
wichtiger Forschungsschwerpunkt (Nanayakkara et al. 2018). Meder et al. (2017) verweisen auf die
Notwendigkeit neuer Biomarker zur besseren Risikoeinschitzung sowohl von Patienten, die sich unter

Risiko fiir die Entwicklung einer Herzinsuffizienz befinden, als auch von Patienten, die bereits an einer
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Herzinsuffizienz leiden. Auch Patienten mit Aortenklappenstenose weisen im Allgemeinen eine
schlechte Prognose und hohe Mortalitit auf (Frank et al. 1973; Leon et al. 2010). In Europa zeigt sich
eine insgesamt steigende Mortalitit der Patienten mit Aortenklappenstenose (Hartley et al. 2021). Die
Aortenklappenstenose bleibt als degenerative und fortschreitende Erkrankung klassischerweise
jahrzehntelang asymptomatisch (Spitzer et al. 2019). Sobald allerdings Symptome auftreten, ist das
Uberleben der Patienten stark beeintrichtigt (Leon et al. 2010; Spitzer et al. 2019). Leon et al. (2010)
fanden bei Patienten mit symptomatischer schwerer Aortenklappenstenose und konservativer
Behandlung nach einem Betrachtungszeitraum von einem Jahr eine Sterblichkeitsrate von diber 50%.
Frank et al. (1973) verweisen zudem auf ecine besonders schlechte Prognose der Patienten mit
symptomatischer Aortenklappenstenose, die eine Kombination aus mehreren Symptomen aufweisen.
Die Aortenklappenstenose zeichnet sich durch einen sehr variablen Progress aus, der in einigen Fillen
schr schnell verlaufen kann (Davies et al. 1991). Es konnten bereits verschiedene potentielle
Risikofaktoren fiir ein schnelleres Fortschreiten der Erkrankung identifiziert werden (Palta et al. 2000).
Zusammenfassend gelingt es bisher aber nicht, den Progress der Erkrankung fiir den einzelnen Patienten
vorherzusagen (Davies et al. 1991; Palta et al. 2000). Als weitere Besonderheit des Krankheitsbildes gibt
es unter den asymptomatischen Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose Fille von plétzlichem
Versterben, die hiufig ohne vorausgehende Symptome auftreten (Taniguchi et al. 2018). Fir
verschiedene klinische und echokardiographische Parameter konnte eine Assoziation zu einem erhéhten
Risiko des plotzlichen Versterbens gezeigt werden (Taniguchi et al. 2018). Bisher kénnen die Patienten
mit hohem Risiko fiir ein plétzliches Versterben aber nicht sicher identifiziert werden, sodass dies ein
wichtiges Forschungsziel darstellt (Taniguchi et al. 2018). Zudem ist der optimale Zeitpunkt fur eine
potentiell mortalititssenkende Intervention bei asymptomatischen Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose nach wie vor umstritten und wird kontrovers diskutiert (Gahl et al. 2020; Rheude
et al. 2024; Vahanian et al. 2022). Weitere Forschung ist nétig, um die Bedeutung einer frithen
Intervention bei asymptomatischen Patienten besser zu verstehen und anhand einer individuellen
Risikoeinschitzung der Patienten den optimalen Zeitpunkt fir eine Intervention zu finden (Gahl et al.

2020).

Fir einige bereits klinisch etablierte im Blut messbare Biomarker, wozu u. a. die natriuretischen Peptide
BNP und NT-proBNP zihlen, wird die Eignung als prognostischer Biomarker fiir die in dieser Arbeit
schwerpunktmidfBig betrachteten Erkrankungen HFpEF (Anjan et al. 2012; Myhre et al. 2018) und
Aortenklappenstenose (Clavel et al. 2014; Hadziselimovic et al. 2022; Sarkar et al. 2023; White et al. 2021)
diskutiert. Auch kardiales Troponin T wird als prognostischer Biomarker fiir HFpEF (Bayes-Genis et al.
2022) und die Aortenklappenstenose (Sarkar et al. 2023; White et al. 2021) diskutiert. In der klinischen
Anwendung gibt es allerdings unterschiedliche Probleme, die zur Einschrinkung der diagnostischen
Genauigkeit dieser Biomarker fihren, sodass beispielsweise unterschiedliche kardiale aber auch
nicht-kardiale Ursachen zu einer Erh6hung der natriuretischen Peptide im Blut fithren kénnen und die
diagnostische Genauigkeit hinsichtlich spezifischer kardialer Erkrankungen entsprechend einschrinken

(McDonagh et al. 2021). In der aktuellen Literatur werden fir die Erkrankungen HFpEF und
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Aortenklappenstenose auch verschiedene neue potentielle im Blut messbare Biomarker fir
prognostische Vorhersagen der zwei Erkrankungen diskutiert, sodass beispielsweise Tromp et al. (2017)
in ihrer Studie mithilfe der im Blut messbaren Biomarker Osteopontin und Neuropilin das klinische
Outeome, im Sinne der Gesamtmortalitit und/oder der Herzinsuffizienz-bedingten Hospitalisierung, von
Patienten mit HFpEF, vorhersagen konnten. White et al. (2021) beschreiben in ihrer Metaanalyse eine
Assoziation erhéhter Ausgangswerte von Galectin-3 im Blut zur erhéhten Mortalitit bei Patienten mit
Aortenklappenstenose. Resiimierend wird anhand der dargestellten aktuellen Literatur deutlich, dass es
fir die beiden Erkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose bisher keinen klinisch etablierten im
Blut messbaren Biomarker gibt, der Hochrisikopatienten ausreichend detektieren und den individuellen
Krankheitsprogress ausreichend prognostizieren kann, sodass fir beide Erkrankungen weiterhin die

beschriebene hohe Mortalitit und schlechte Prognose besteht.

Wie in Kapitel 1.2 ausfiihrlich erldutert, sind die Krankheitsbilder HFpEF und Aortenklappenstenose
pathomechanistisch eng mit der Herzfibrose verkniipft und die Herzfibrose zeigt zudem eine enge
Assoziation zur Mortalitit und zum Progress beider Erkrankungen. Fir bestimmte Gene, wie
u. a. RASALT Xu et al. 2015), konnten bereits Hinweise auf eine kausale Assoziation der aberranten
Promotormethylierung des Gens im Herzgewebe zur Herzfibrose festgestellt werden, wobei die
zugrundeliegenden Zusammenhinge ausfithrlich in Kapitel 1.3 und Kapitel 1.4.1 dargestellt sind.
Zeisberg und Zeisberg (2013) und Xu et al. (2015) haben auf die potentielle Méglichkeit verwiesen, die
DNA-Methylierung, in Form der aberranten Promotormethylierung spezifischer Gene, aufgrund ihrer
kausalen Verkniipfung zum Progress der pathologischen Fibrogenese diagnostisch zu nutzen. Tampe et
al. (2015) konnten fir die Niere zeigen, dass die im peripheren Blut gemessene
RASALT-Promotormethylierung mit dem Ausmal3 der intrarenalen RASAL7-Promotormethylierung
sowie dem bioptisch ermittelten Grad der Nierenfibrose korreliert. Im Tiermodell und an Humanproben
gelang den Autoren damit die Etablierung der aberranten RASAL7-Promotormethylierung im Blut als
Biomarker fiir die Nierenfibrose (Tampe et al. 2015). In einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von
Gosch (2020) ergab sich fur Patienten mit hypertroph-obstruktiver Kardiomyopathie (HOCM) und
einer LVEF 2 55% ecine signifikante Korrelation der im Blut gemessenen ATP2A42- und
RASALT-Promotormethylierung mit dem anhand von Magnetresonanztomographie(MRT)-Daten
errechneten Grad an Herzfibrose, sodass ein hoherer Grad an Herzfibrose jeweils mit einer hoheren
Promotormethylierung der Gene im Blut einherging. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
ATP2A2- und RASALT-Promotormethylierung im Blut als mdéglicher Biomarker fiir Herzfibrose
dienen kénnten, wobei in der beschriebenen Arbeit keine Daten zur Promotormethylierung der zwei
Gene im Herzgewebe vorlagen (Gosch 2020). Meder et al. (2017) konnten fiir Patienten mit einer durch
eine DCM ausgelosten Herzinsuffizienz zeigen, dass spezifische Muster der DNA-Methylierung im
Herzgewebe und Blut dieser Patienten gleichgerichtet sind und haben daher auf die potentielle Eignung
der im peripheren Blut gemessenen DNA-Methylierung als Biomarker verwiesen. Die DCM ist eine mit

der Herzfibrose assoziierte Erkrankung (Cojan-Minzat et al. 2021).
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Wie anhand der Arbeiten von Tampe et al. (2015), Gosch (2020) und Meder et al. (2017) dargestellt,
kommt die im Blut messbare aberrante DNA-Methylierung spezifischer Gene als Biomarker fiir
Organerkrankungen in Frage, bei denen die pathologische Fibrogenese eine Rolle spielt. Hierbei wird
das Prinzip der Liguid Biopsy genutzt, worunter man die Detektion von zirkulierender zellfreier DNA im
Blut, anstelle der Durchfithrung herkémmlicher histopathologischer Gewebebiopsien, versteht
(Schwarzenbach et al. 2011). Anhand eciner Blutentnahme und der Analyse dabei gewonnener
zirkulierender zellfreier DNA-Fragmente wird so ein Riickschluss auf bestimmte Organverinderungen
moglich, wobei dieses Vorgehen in der onkologischen Forschung bereits fir verschiedene
Krebserkrankungen untersucht wurde (Schwarzenbach et al. 2011). Die Analyse der im Blut
zitkulierenden DNA ermdglicht den Nachweis tumorbedingter genetischer und epigenetischer
Veridnderungen, die bei der Entstehung und dem Progress von Krebserkrankungen eine Rolle spielen,
da die im Blut zirkulierende DNA diese Verinderungen der Tumorzellen widerspiegelt (Schwarzenbach
et al. 2011). Es konnte bisher nicht eindeutig geklirt werden, wie es zur Freisetzung der im peripheren
Blut detektierbaren zirkulierenden zellfreien DNA-Fragmente aus den urspringlichen Zellen kommt
(Schwarzenbach et al. 2011; Tampe et al. 2015). Bei Krebserkrankungen kénnte u. a. die Apoptose und
Nekrose von Krebszellen und auch die aktive Sekretion durch Krebszellen zur Freisetzung zellfreier
DNA-Fragmente ins Blut fithren (Schwarzenbach et al. 2011). Tampe et al. (2015) vermuten in ihrer
Arbeit, dass DNA-Fragmente im Rahmen der pathologischen Fibrogenese unspezifisch aus verletzten

Zellen freigesetzt werden, dhnlich wie es bereits von soliden Tumoren bekannt ist.

Fir die Herzinsuffizienz wird die Messung zellfreier DNA im Blut, die aus dem Herzen stammt, als
potentieller Biomarker bereits diskutiert (Mansueto et al. 2020; Yokokawa et al. 2020). Tampe et al.
(2015) konnten in ihrer Arbeit Hinweise darauf finden, dass die im peripheren Blut messbare
Promotormethylierung spezifischer Gene mit der Promotormethylierung dieser Gene im Nierengewebe
sowie dem Ausmal} der Nierenfibrose korreliert und man somit anhand des beschriebenen Prinzips der
Lignid Bigpsy durch die Messung der Promotormethylierung im Blut einen Riickschluss auf
DNA-Verinderungen in der Niere als Ursprungsorgan zichen kann. Meder et al. (2017) konnten in ihrer
Arbeit Hinweise darauf finden, dass die DNA-Methylierung spezifischer Gene im peripheren Blut mit
der DNA-Methylierung dieser Gene im Herzgewebe tibereinstimmt. Anhand des Prinzips der Liguid
Biopsy ergibt sich die Méglichkeit durch die Messung der DNA-Methylierung im Blut Rickschliisse auf
entsprechende DNA-Verinderungen im Herzen als Ursprungsorgan ziehen zu kénnen (Meder et al.
2017). Es wird davon ausgegangen, dass die pathologische Fibrogenese in unterschiedlichen Organen,
wie dem Herzen und der Niere, aufgrund des gleichen Erscheinungsbildes den gleichen

zugrundeliegenden Mechanismen folgt (Zeisberg und Zeisberg 2013).

In Zusammenschau der dargestellten Zusammenhinge wird als Grundlage dieser Arbeit angenommen,
dass die im Rahmen einer Liguid Biopsy detektierbaren im Blut zirkulierenden DNA-Fragmente auch
DNA-Veridnderungen widerspiegeln, die bei Herzfibrose-assoziierten Herzerkrankungen im

Herzgewebe auftreten. In einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg konnte die im Blut gemessene
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Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT als méglicher Biomarker fiir den
Progress von HFpEF, im Sinne des kiirzeren Uberlebens der Patienten, identifiziert werden (Awe 2020).
In einer weiteren Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Kanwischer et al. (2023) wurde eine Kohorte
aus Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose untersucht, die eine TAVI erhielten. Die im
peripheren Blut gemessene Promotormethylierung des Gens Iroguois Homeobox 3 (IRX3) zeigte sich dort
als potentieller prognostischer Biomarker fiir das Krankheitsbild Aortenklappenstenose (Kanwischer et
al. 2023). Anhand dieser Vorarbeiten verdichten sich die Hinweise darauf, dass sich die im Blut messbare
aberrante Promotormethylierung spezifischer Gene als prognostischer Biomarker fiir verschiedene
Herzerkrankungen eignen konnte, die sich die pathomechanistische Gemeinsamkeit der Herzfibrose
teilen. Bis zur klinischen Etablierung geeigneter Biomarker bedarf es allerdings weiterer Forschung. Hier

setzt die vorliegende Arbeit an.
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1.6  Zielsetzung

Wie im vorherigen Kapitel erldutert, weisen Patienten mit HFpEF und Aortenklappenstenose im
Allgemeinen eine hohe Mortalitit und schlechte Prognose auf. Mit den aktuell zur Verfiigung stehenden
klinisch etablierten Biomarkern gelingt noch keine ausreichende Identifikation von Hochrisikopatienten
und keine ausreichende Prognostizierung des individuellen Krankheitsprogresses, sodass fiir beide
Erkrankungen weiterhin die beschriebene schlechte Prognose besteht. Untersuchungen einer Vorarbeit
der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) an einer Kohorte aus HFpEF-Patienten ergaben eine
Korrelation des Gesamtlberlebens der Patienten mit der Promotormethylierung der drei Gene
ATP2A2, BIDT und RASALT im Blut. Damit ergaben sich Hinweise auf die Eignung der im Blut
messbaren Promotormethylierung dieser spezifischen Gene als Biomarker fiir die Progression, im Sinne
eines kiirzeren Ubetlebens, von Patienten mit der Erkrankung HFpEF (Awe 2020). Auch fiir das
Krankheitsbild Aortenklappenstenose ergab eine Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg Hinweise auf die
Eignung der im peripheren Blut gemessenen Promotormethylierung spezifischer Gene als

prognostischen Biomarker (Kanwischer et al. 2023).

Vor dem beschriebenen Problemhintergrund, den Ergebnissen von Awe (2020) und Kanwischer et al.
(2023) sowie den bis hierhin erlduterten Zusammenhingen beider Erkrankungen mit der pathologischen
Fibrogenese im Herzen und der im Blut messbaren aberranten Promotormethylierung spezifischer

Gene, hat die vorliegende Arbeit die nachfolgende Zielsetzung,.

Anhand des Prinzips der Liguid Bigpsy soll untersucht werden, ob die Promotormethylierung spezifischer
Gene im Blut als Biomarker fir die klinische Progression und zur Risikostratifizierung bei Patienten mit
kardialen Erkrankungen genutzt werden kann, die sich die pathomechanistische Bedeutung der
Herzfibrose teilen. Zudem soll iberprift werden, ob bei der Messung der aberranten
Promotormethylierung spezifischer Gene im Blut Vorteile gegeniiber der Erfassung anderer klinischer

Parameter bestehen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll hierzu die Eignung der im Blut gemessenen Promotormethylierung der
drei Gene ATP2A42, BI9DT und RASALYT als Biomarker fiir den Erkrankungsprogress von Patienten mit
HFpEF sowie von Patienten mit Aortenklappenstenose Uberprift werden. Diese zwei
Grunderkrankungen teilen sich die bereits beschriebene pathomechanistische Bedeutung der

Herzfibrose.

Es sollen folgende Fragen beantwortet werden:

a) Gibt es Zusammenhinge der potentiellen Biomarker mit klinischen Parametern bei Patienten
mit HFpEF bzw. bei Patienten mit Aortenklappenstenose?

b) Istdie Messung der potentiellen Biomarker der Erhebung anderer klinischer Parameter
Uberlegen?

¢) Ermoglicht die Messung der potentiellen Biomarker im Blut prognostische Vorhersagen fiir

Patienten mit HFpEF bzw. Patienten mit Aortenklappenstenose?
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2  Material, Patienten und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

In der nachfolgenden Tabelle 1 sind die verwendeten Gerite aufgefiihrt.

Tabelle 1: Gerite

Gerit

Eismaschine

NanoDrop 2000 Spectrophotometer
Pipette Reference 0,5 — 10 uL, 2 — 20 uL,
100 — 100 uL.

Pipette Reference 2 0,5 — 2 uL, 0,5 — 10 pL,
10 — 100 uL, 100 — 1000 ul

Pipette Research plus 0,1 — 2,5 pl, 0,5 — 10 pL,
2 — 20 uL, 10 — 100 ul, 100 — 1000 nlL
pipetus Pipettierhelfer

Sonicator Misonix S-4000-010

StepOne Plus Real-Time PCR System
Thermomixer comfort

The Belly Dancer

Vortex-Genie 1

Vortex Genie 2

Wasserbad

Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge 5418

Zentrifuge 5424 R

Zentrifuge MiniSpin

Zentrifuge PerfectSpin P

Zentrifuge Rotanta 460 R

2.1.2 Gebrauchsmaterialien

Hersteller

Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA
Peqlab, Etlangen, Deutschland
Eppendorf

Eppendorf
Eppendorf

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Qsonica, Newtown, USA

Applied Biosystems by Life Technologies
Eppendorf

Stovall Life Science, Greensboro, USA
Scientific Industries, New York, USA
Bender & Hobein, Zurich, Schweiz
Memmert, Schwabach, Deutschland
Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Peglab

Hettich, Bich, Schweiz

In der nachfolgenden Tabelle 2 sind die verwendeten Gebrauchsmaterialien aufgefiihrt.

Tabelle 2: Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterial

Cellstar Polypropylen Réhrchen 50 ml
Kimtech Science Labortiicher 7558
MicroAmp Optical Adhesive Film

MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate

(0,1 ml)

S-Monovette 7,5 ml K3 EDTA

Safe-Lock-Rohrchen 1,5 ml

Serologische Pipette 5 ml, 10 ml

TipOne Filterspitzen (10/20 pL, 200 uL, 1000 pL)
TipOne Pipettenspitzen (10/20 uL, 200 pL, 1000 pL)

Hersteller

Greiner Bio-One, Kremsminster, Oberosterreich
Kimberly-Clark Professional, Dallas, USA

Applied Biosystems by Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific

Applied Biosystems by Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt

Starlab, Hamburg, Germany

Starlab
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2.1.3 Chemikalien

In der nachfolgenden Tabelle 3 sind die verwendeten Chemikalien aufgefiihrt.

Tabelle 3: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Biocoll Separating Solution Biochrom, Betlin, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (1x), steril, Gibco, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific

Dichte 1,077 g/ml

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland

Fast SYBR Green Master Mix Applied Biosystems by Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific

Nukleasefreies Wasser QIAGEN

RNaseZ AP Thermo Fisher Scientific

2.1.4 Ansatz fir die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

In der nachfolgenden Tabelle 4 ist der verwendete Ansatz fiir die quantitative RealTime-PCR

(gRT-PCR), die in Kapitel 2.3.6 detailliert beschrieben wird, aufgelistet.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Ansatzes fiir die qRT-PCR

Bestandteil des Ansatzes Volumen
Nukleasefreies Wasser 4 uL

Fast SYBR Green Master Mix 10 uLb
Vorwirtsprimer 20 uM 0,5 uL.
Rickwirtsprimer 20 uM 0,5 uL.

Prisentation der Zusammensetzung des verwendeten Ansatzes fiir die gRT-PCR. qRT-PCR, quantitative Rea/-Time-PCR.

2.1.5 Primer fiir die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

In der nachfolgenden Tabelle 5 sind die verwendeten Primer fiir die qRT-PCR, die in Kapitel 2.3.6

detailliert beschrieben wird, aufgelistet.

Tabelle 5: Primer fir die QRT-PCR

Gen DNA-Vorwirtsprimer (F), Primersequenz (5’ — 3’)
DNA-Riickwirtsprimer (R)
ATP2A2 F GGGCCCAGAACCCGCTGGGG
R GGAGCTGGGAGCGCGGTCCAC
BID1 F CCGCCCGAGAAAGCCACGCCTG
R GAGAGCTTCATGGGGACGCGC
RASALT F GCCAACTCACCAGGAGCCAGCGGC
R CTACCGGCACCCCAGTCATGCGC

Primer fiir die qRT-PCR fiir die Gene ATP2A42, BID1 und RASALT vom Hersteller Microsynth, Balgach, Schweiz. qRT-PCR,
quantitative Real-Time-PCR.
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2.1.6 Kitsysteme

In der nachfolgenden Tabelle 6 sind die verwendeten Kitsysteme aufgefiihrt.

Tabelle 6: Kitsysteme

Kitsystem
DNeasy Blood & Tissue Kit

Methylamp Methylated DNA Capture (MeDIP) Kit

2.1.7 Software

Hersteller
QIAGEN, Hilden, Deutschland
Epigentek, Farmingdale, USA

In der nachfolgenden Tabelle 7 wird die verwendete Software aufgefiihrt.

Tabelle 7: Software

Software

GraphPad Prism 9
Microsoft Office 2021
NanoDrop 2000/2000c
StepOne v2.3

R: A Language and Environment for Statistical
Computing v4.2.3 (R Core Team 2018)

R-package survival v3.5.3 (Therneau 2015, Terry M.

Therneau and Patricia M. Grambsch 2000)
R-package cmprsk v2.2.11 (Gray 1988b)
R-package Matchlt v4.5.5 (Ho et al. 2011)
ixserv.4

Hersteller

GraphPad Software, La Jolla, USA

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Applied Biosystems by Life Technologies, Carlsbad,
USA

The R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria

The R Foundation for Statistical Computing

The R Foundation for Statistical Computing
The R Foundation for Statistical Computing
ixmid Softwate Technologie, Koln, Deutschland

2.2 Patienten

2.2.1 HFpEF-Kohorte

Mit dem Ziel die im Blut messbare Promotormethylierung der Gene ATP2A2, BIDT und RASALT als
Biomarker an Blutproben einer neuen Patientenkohorte zu uberprifen und Zusammenhinge mit
Patientenparametern zu untersuchen, wurden von Januar bis Mirz 2018 48 Patienten an der
Universititsmedizin Gottingen  rekrutiert. Diese Kohorte wird in der vorliegenden Arbeit als
HFpEF-Kohorte bezeichnet. Als Studieneintritt, dem Zeitpunkt der Rekrutierung, galt der Tag der
Blutentnahme. Die Patienten wurden in den Ambulanzen der Klinik fiir Kardiologie und Pneumologie
und auf verschiedenen internistischen Stationen rekrutiert. Ziel der Untersuchung waren Patienten mit
dem Krankheitsbild HFpEF. Als Einschlusskriterien wurden die echokardiographischen Parameter
LVEF = 45% und E/e’ mittel 2 12 (aufgerundet ab E/e¢’mittel 2 11,5) in einer aktuellen
transthorakalen Echokardiographie (TTE) gewihlt. Dies erfolgte in Anlehnung an eine Vorarbeit der
Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) zu HFpEF-Patienten, in der die Patientenauswahl u. a. anhand
dieser zwei Kiriterien erfolgte. Die Einschlusskriterien dieser Vorarbeit wurden anhand der zum
damaligen Zeitpunkt giiltigen ESC-Leitlinie zur Herzinsuffizienz aus dem Jahr 2016 festgelegt, in der fiir
die Diagnosestellung einer HFpEF u. a. die echokardiographischen Kriterien LVEF = 50% und

E/e’ mittel 2 13 empfohlen wurden (Ponikowski et al. 2016). Um bei damals vorbestehendem



Material, Patienten und Methoden 27

Datensatz eine ausreichende Patientenanzahl zu erhalten, wurden die echokardiographischen Kriterien
im Rahmen der Vorarbeit, wie oben genannt, angepasst. Fiir die vorliegende Arbeit galten die gleichen
echokardiographischen Einschlusskriterien wie fiir die genannte Vorarbeit, um in einem angemessenen
Zeitrahmen eine ausreichende Patientenzahl rekrutieren zu kénnen und eine Vergleichbarkeit mit der
Vorarbeit zu erreichen. Der Grofiteil der Patienten der HFpEF-Kohorte dieser Arbeit erfiillt dabei die
oben genannten Grenzwerte aus der Leitlinie. Nur bei finf Patienten betrug die LVEF 45 — 50%, bei
vier Patienten war E/e’ mittel < 13 und = 12 (aufgerundet ab = 11,5). Formelle Voraussetzungen fiir
den Einschluss ecines Patienten waren die Volljihrigkeit und eine uneingeschrinkte
Einwilligungsfahigkeit mit Abgabe einer schriftlichen Einverstindniserklirung zur Nutzung von Daten
und Materialien. Zum Zeitpunkt der Rekrutierung wurden im Rahmen einer Routineblutentnahme zwei
Ethylendiamintetraessigsdure(EDTA)-Blutentnahmeréhrchen  mit  jeweils  7,5ml  Volumen
abgenommen. Die Blutproben wurden bis zu ihrer Weiterverarbeitung, die jeweils noch am selben Tag
stattfand, im Kiihlschrank bei 5 °C gelagert. Die Laboranalysen wurden parallel zur Rekrutierung
durchgefiihrt. Bei Rekrutierung wurden die in Tabelle 8 und Tabelle 9 dargestellten Parameter erhoben.
Die Quelle fiir diese Daten war die elektronische Patientenakte der Universitdtsmedizin Géttingen. Es
wurde auf bestmdégliche Aktualitit geachtet. Einige der erhobenen Parameter bedirfen niheren
Erlduterungen, die in Tabelle 16 bis Tabelle 18 zu finden sind. Echokardiographische Parameter wurden
primdr einer TTE mit bestmdglicher Aktualitit entnommen. Fir eine moglichst umfangreiche
Datenerhebung wurden vereinzelt Parameter aus einer transésophagealen Echokardiographie (TEE)
erginzt. Bedingung hierfiir war, dass die Untersuchung am selben Tag direkt im Anschluss an die TTE
stattfand. Dies war bei neun Patienten der Fall. Die zwei Parameter ,,MK Pmax [mmHg]*“ und
,»MOF(planimetrisch) [cm?|“ entstammten nur der TEE, die Parameter ,,Al Vena contracta [mm]*“ und
»MI Vena contracta [mm]|*“ stammten aus TTE oder TEE. Bei drei Patienten wurden Daten aus einer
zweiten TTE-Untersuchung erginzt, die zeitlich eng an der ersten TTE-Untersuchung lag, um eine
ausreichende Anzahl an echokardiographischen Parametern zu erhalten. Dartiber hinaus lagen Daten
zum Gesamttberleben fiir einen maximalen Zeitraum von ca. fiinf Jahren nach Studienecintritt vor. Als
Gesamtliberleben war hier die Zeit vom Studieneintritt, also dem Tag der Blutentnahme, bis zum Tod
jedweder Art definiert. Die Rekrutierung der Patienten erfolgte im Rahmen eines laufenden Projektes
der Arbeitsgruppe Zeisberg als Kontrollkohorte. Die Nummer des zugehdrigen Ethikantrags lautet
22/2/14.

2.2.2 TAVI-Kohorte

Die Patienten dieser Kohorte kamen im Zeitraum Januar bis Oktober 2017 zur transfemoralen TAVI
bei Aortenklappenstenose in die Universititsmedizin Gottingen. Diese Kohorte wird in der vorliegenden
Arbeit als TAVI-Kohorte bezeichnet.  Die Klinik fiir Kardiologie und Pneumologie der
Universititsmedizin Géttingen stellte der Arbeitsgruppe Zeisberg von 57 Patienten Blutproben und
ausgewihlte Patientenparameter zum Zeitpunkt Null zur Verfiigung (Tabelle 10 und Tabelle 11). Als
Zeitpunkt Null, also Tag des Studieneintritts, galt der Tag der TAVI-Prozedur. Die Indikation zur TAVI
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stellten Experten des Herzteams der Klinik, die sich an den zum damaligen Zeitpunkt aktuellsten
ESC-Leitlinien zur Aortenklappenstenose orientierten (Baumgartner et al. 2017). Es lagen zudem Daten
zum Gesamtiiberleben und zum kardiovaskulir-spezifischen Uberleben fiir einen Zeitraum von ca. fiinf
Jahren nach Studieneintritt vor. Als Gesamtiiberleben war die Zeit vom Studieneintritt, dem Zeitpunkt
der TAVI, bis zum Tod jedweder Art definiert. Als kardiovaskulir-spezifisches Uberleben war die Zeit
vom Studieneintritt bis zum Tod aufgrund einer kardiovaskuliren Ursache definiert. Vor der
TAVI-Prozedur zum Zeitpunkt Null fand im Rahmen des stationiren Aufenthaltes eine Blutentnahme
statt und es wurden ausgewihlte Patientenparameter erhoben. Es wurde auf bestmégliche Aktualitit
geachtet. Informationen zu den Patienten wurden zum Teil auch der elektronischen Patientenakte
entnommen. Alle Patienten erhielten vor der TAVI-Prozedur eine TTE- und TEE-Untersuchung.
Hierbei stammen fast alle in dieser Arbeit betrachteten echokardiographischen Parameter aus der
TTE-Untersuchung, nur der Grad der Aortenklappen-, Mitralklappen- und
Trikuspidalklappeninsuffizienz wurde im Rahmen der TEE-Untersuchung ermittelt. Entsprechend der
echokardiographischen Klassifizierung der Aortenklappenstenose aus der Leitlinie von Baumgartner et
al. (2017) konnte bei 53 der insgesamt 57 Patienten eine hochgradige Aortenklappenstenose im Rahmen
der TTE-Untersuchung diagnostiziert werden, bei vier Patienten lag eine moderate bis schwere
Aortenklappenstenose vor. Zu ausgewihlten Patientenparametern der TAVI-Kohorte dieser Arbeit gibt
es detailliertere Hinweise in Tabelle 16 bis Tabelle 18. Die zur Verfiigung gestellten Blutproben, aus
denen in dieser Arbeit die DNA isoliert wurde, bestanden jeweils aus 300 pL. Buffy Coat, wovon 100 pL.
fir diese Arbeit verwendet wurden (siche auch Kapitel 2.3.1). Die Proben wurden von der Biodatenbank
tbergeben und befanden sich in 0,7 ml Lagergefilen mit Schraubverschluss und 2D Barcode am Boden,
die in einem 96er Rack mit 1D Barcode bei -80 °C gelagert wurden. Die Zuordnung der Proben zu ihrer
jeweiligen Identifikationsnummer fand mithilfe eines Handscanners tiber den Barcode am Boden des
Lagergefil3es statt. Die Patientenrekrutierung und Datenerhebung erfolgte im Rahmen einer Studie der
Klinik fir Kardiologie und Pneumologie der Universititsmedizin Gottingen. Von den Patienten lag
jeweils eine Einwilligung zur Verwendung der Daten und Materialien vor. Die Nummer des zugehdérigen

Ethikantrags lautet 10/5/16.

2.2.3 DIAST-Kohorte

Im Rahmen einer Vorarbeit von Awe (2020) wurden der Arbeitsgruppe Zeisberg durch die Klinik fiir
Kardiologie und Pneumologie des Universititsklinikums Gottingen von 46 Patienten Vollblutproben,
ausgewihlte Patientenparameter zum Zeitpunkt Null, dem Tag des Studieneintritts, und Daten zum
Gesamtiiberleben fiir den Zeitraum bis elf Jahre nach Studieneintritt zur Verfiigung gestellt. Das
Gesamtiiberleben war definiert als die Zeit vom Studieneintritt bis zum Tod jedweder Art. Diese

Kohorte wird in der vorliegenden Arbeit als DIAST-Kohorte bezeichnet.

Die Patienten waren Teil der Studie ,,Privalenz und Verlauf der diastolischen Dysfunktion und der
diastolischen Herzinsuffizienz® (Diast-CHF) des Kompetenznetzes Herzinsuffizienz. In der

prospektiven multizentrischen Zwei-Kohortenstudie im Quer- und Lingsschnitt wurden von 2004 bis
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2006 insgesamt mehr als 1900 Patienten rekrutiert und Follow-up-Untersuchungen wurden bis 2016
durchgefiihrt. Es wurden zum Zeitpunkt Null und im Rahmen von Folow-up-Untersuchungen
Blutproben asserviert und Patientenparameter erhoben. Als Einschlusskriterien fiir die Studienteilnahme
wurden ein Alter zwischen 50 und 85 Jahren, eine schriftliche Finverstindniserklirung und das
Vorhandensein von Merkmalen der Gruppe A oder B definiert. Fir den Einschluss in Gruppe A
mussten die Patienten mindestens einen Risikofaktor fiir die Entstehung einer diastolischen Dysfunktion
aufweisen. Hierzu zihlten die Parameter arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Schlafapnoesyndrom,
arteriosklerotische Grunderkrankung (symptomatische periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK),
angiographisch nachgewiesene koronare Herzkrankheit (IKHK), Carotisstenose, Zustand nach (Z. n.)
Apoplex, Z. n. Myokardinfarkt). Die Patienten der Gruppe A hatten keine klinischen Zeichen oder
vorbestechende Diagnose eciner Herzinsuffizienz. Zu Gruppe B wurden alle Patienten mit
Herzinsuffizienz zugeordnet. Diese Patienten hatten entweder bereits die drztlich gestellte Diagnose
einer Herzinsuffizienz oder sie wiesen klinische Zeichen der Herzinsuffizienz auf (mindestens ein
Haupt- oder zwei Nebenkriterien der Framingham-Definition fiir Herzinsuffizienz). Als
Ausschlusskriterien fiir die Studie waren eine unzureichende Kommunikationsfahigkeit aufgrund von
Aphasien oder schlechten Deutschkenntnissen, eine mangelnde Kooperationsbereitschaft,
geographische Griinde oder Erkrankungen mit Einschrinkung der Einwilligungsfihigkeit definiert.
Diese Informationen verdanke ich Herrn Prof. Dr. med. Rolf Wachter, der mir die Details aus dem

Studienprotokoll per schriftlicher Mitteilung bekannt gemacht hat.

Alle 46 Patienten der in der vortliegenden Arbeit betrachteten DIAST-Kohorte erfiillten die
Einschlusskriterien einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) von LVEF 2 45% und
E/¢ mittel 2 12. Zudem hatten diese Patienten entweder eine Belastungsdyspnoe und Odeme oder die
Diagnose Herzinsuffizienz war bereits drztlich gestellt. Im Rahmen der Vorarbeit wurde, mit gleicher
Methodik wie in dieser Arbeit, die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, BIDT und RASALT
in EDTA-Vollblutproben gemessen. Die DNA-Isolation erfolgte direkt aus Vollblutproben (siche auch
Kapitel 2.3.1). Die gemessene Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, B9D7 und RASALT,
ausgewihlten Patientenparameter zum Zeitpunkt Null und Daten zum Gesamtiiberleben wurden fiir
diese Arbeit zur Verfigung gestellt (Tabelle 12 und Tabelle 13). Zu einigen Patientenparametern gibt es
detailliertere Hinweise (Tabelle 16 und Tabelle 18). Die Nummer des zugehérigen Ethikantrags lautet
22/2/04.

2.3 Methoden

2.3.1 Vorbereitung der Blutproben zur Messung der DNA-Methylierung

Aus den Blutproben der Patienten der HFpEF-Kohorte wurden zunichst Lymphozyten isoliert. Sie
stellten die Quelle fiir die im Anschluss untersuchte DNA dar. Die Blutproben der Patienten bestanden

jeweils aus zwei EDTA-Blutentnahmeréhrchen mit je 7,5 ml Blutvolumen. Sie wurden wenige Minuten
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vor Beginn dieses Arbeitsschrittes aus dem Kithlschrank bei 5 °C entnommen. Zuerst iiberfithrte man
das gesamte Blut in ein 50 ml RShrchen mit Schraubverschluss. Zu dem Blut im 50 ml Réhrchen gab
man zur Verdinnung 5 ml des sterilen Puffers Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) und schwenkte
das Rohrchen einige Male waagerecht, um fiir eine ausreichende Durchmischung zu sorgen. In ein neues
50 ml Réhrchen wurden 4 ml des Lymphozytenseparationsmediums Bioco// Separating Solution gegeben.
Das DPBS-Blut-Gemisch wurde dann auf das Lymphozytenseparationsmedium pipettiert. Daftr liel3
man es langsam innen am Rand des R6hrchens herunterlaufen, sodass sich die zwei entstehenden Phasen
aus DPBS-Blut-Gemisch oben und Separationsmedium unten méglichst nicht miteinander vermischten.
Das Rohrchen wurde anschlieBend bei Raumtempetratur 15 min bei 1500 U/min ohne Bremse
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation ergab sich eine Aufteilung der Blutprobe in verschiedene
Schichten. Von oben kommend waren die Hauptbestandteile dieser Schichten Plasma, Lymphozyten,
Separationsmedium und ganz unten Erythrozyten. Die oberste Schicht im Réhrchen wurde nun bis kurz
oberhalb des Lymphozytenrings abpipettiert und verworfen. AnschlieBend wurden die Lymphozyten in
ein neues 50 ml Rohrchen Uberfithrt. Der restliche Inhalt des alten Rohrchens wurde verworfen. Das
Rohrchen mit den abpipettierten Lymphozyten wurde nun bis zur 50 ml Markierung mit DPBS
aufgefillt, geschwenkt und dann 10 min bei 1200 U/min mit Bremse zentrifugiert. Dieser Schritt diente
zum Waschen, um die Lymphozyten aufzureinigen. Durch die Zentrifugation bildete sich nun ein Pellet
am Boden des Réhrchens. Der Uberstand tiber dem Pellet wurde abpipettiert und verworfen. Nun
resuspendierte man das Pellet in 1 ml DPBS, tiberfithrte das Gemisch in ein 1,5 ml Safe-Lock-RShrchen
und zentrifugierte dieses erneut 10 min bei 1200 U/min. Auch dieser Schritt diente zum Waschen, um
die Lymphozyten weiter aufzureinigen. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand iiber dem
entstandenen Pellet mit der Pipette aufgenommen und verworfen. Das 1,5 ml Safe-Lock-RShrchen

enthielt nun das Pellet aus peripheren Blutlymphozyten (PBL) und wurde bei -20 °C eingefroren.

Die Lymphozytenisolation beruhte in der vorliegenden Arbeit auf dem in der klinischen Forschung
etablierten Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation. Das verwendete Lymphozytenseparationsme-
dium hatte eine definierte Dichte von 1,077 g/ml. Mithilfe dieses Separationsmediums konnten
zusitzliche Dichtegradienten in der Probe erzeugt werden und es wurde daher eine feinere Aufteilung
der Blutbestandteile, als bei der normalen Zentrifugation, moglich. Aus den unterschiedlichen Dichten
der Blutzellen resultierte eine unterschiedliche Migration wihrend der Zentrifugation und es ergaben
sich somit verschiedene Schichten im Probengefil3. Da die Dichte der Lymphozyten etwas unter der des
Separationsmediums lag, bildete sich ein Lymphozytenring direkt oberhalb des Separationsmediums.
Dagegen lag beispielsweise die Dichte der Erythrozyten in einem viel héheren Bereich als die des
Separationsmediums, sodass man die Erythrozyten nach der Zentrifugation als unterste Schicht im
Probengefil3 fand. Orientierend befanden sich nach der Zentrifugation in den einzelnen Schichten von
oben kommend die Hauptbestandteile Plasma, Lymphozyten, Separationsmedium und Erythrozyten

(Fuss et al. 2009; Kleiveland 2015).
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Von den Patienten der TAVI-Kohorte wurden jeweils 300 ul. Buffy Coat in einem 0,7 ml Lagergefil3 von
der Klinik fiir Kardiologie und Pneumologie der Universititsmedizin Gottingen zur Verfiigung gestellt.
Hiervon wurden fir die vorliegende Arbeit 100 uL. Buffy Coat verwendet. Der Buffy Coat wurde nach
einem abteilungsinternen standardisierten Protokoll aus EDTA-Vollblutproben separiert und bei -80 °C
asserviert. Die Aufbereitung erfolgte durch die zustindige Studienassistentin der Klinik fir Kardiologie

und Pneumologie der Universititsmedizin Géttingen.

Von den Patienten der DIAST-Kohorte wurden bereits bestechende Messwerte der
Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, BI9DT und RASALT im Blut zur Verfiigung gestellt. Im
Rahmen einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) wurde die DNA-Methylierung der
drei Gene in EDTA-Vollblutproben bestimmt (siche auch Kapitel 2.2.3). Es wurden dafir in der
Vorarbeit die in Kapitel 2.3.2 bis 2.3.6 beschrieben Arbeitsschritte dquivalent an den Vollblutproben
durchgefiihrt.

2.3.2 Aufreinigung der DNA

Nach der Isolation der Lymphozyten aus den EDTA-Vollblutproben der HFpEF-Kohorte, wurde im
nichsten Schritt deren DNA isoliert, um sie gezielt untersuchen zu kénnen. Zunichst wurden die 1,5 ml

Safe-Lock-Rohrchen mit den PBL-Pellets bei Raumtemperatur wenige Minuten aufgetaut.

Auch aus dem zur Verfiigung gestellten Buffy Coat der TAVI-Kohorte musste die DNA isoliert werden.
Hierfiir wurden die bei -80 °C gelagerten Lagergefille auf Eis aufgetaut und der Inhalt wurde mit einer
Pipette vorsichtig gemischt. Man gab 100 uL in ein neues 1,5 ml Safe-Lock-RShrchen. Der Rest der

Proben wurde wieder bei -80 °C eingefroren.

Zur Aufreinigung der DNA wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit von QIAGEN verwendet. Zu Beginn
mussten 20 pL Proteinase K und 200 uL. AL Lysepuffer zu den Proben gegeben werden. Aulerdem gab
man zu den Proben der HFpEF-Kohorte mit PBL-Pellet 200 p. DPBS, zu den Proben der
TAVI-Kohorte mit Buffy Coat gab man 100 uL DPBS. Die folgenden Schritte wurden fir alle Proben
identisch durchgefiihrt. Nach guter Durchmischung mithilfe des Vortex wurden die Proben bei 56 °C
und 300 rpm fir 10 min im Thermomixer comfort inkubiert. Zu den nun lysierten Zellen wurden im
nichsten Schritt 200 ul. 100%iges Ethanol zum Ausfillen der DNA gegeben. Mithilfe des Vortex
wurden die Proben kurz durchmischt. Jetzt pipettierte man den Inhalt auf eine DNeasy Mini spin colummn
(Sdule), die in einem 2 ml collection tnbe (Rohrchen) steckte und zentrifugierte fiir 1 min bei 10000 rpm.
Im Anschluss wurde das Roéhrchen samt Inhalt, bestehend aus Zellresten und weiteren
Kontaminationen, verworfen. Die Sdule, mit der auf ihrer Membran gebundenen DNA, steckte man auf
ein neues Rohrchen. Nun fanden zwei Waschungen statt, um die DNA von noch verbliebenen
Kontaminationen zu reinigen. Die erste Waschung erfolgte mit 500 uL. AW1 Waschpuffer wahrend
einminttiger Zentrifugation bei 10000 rpm. Das Rhrchen mit dem Durchfluss wurde verworfen und
die Sdule wurde auf ein neues Rohrchen gesteckt. Fiir die zweite Waschung gab man 500 uL. AW2

Waschpuffer in die Sdule und zentrifugierte 3 min bei 13200 rpm. AnschlieBend wurde die Sdule in ein
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1,5 ml Safe-Lock-Rohrchen gesteckt. Um die DNA von der Membran der Siule zu 16sen, gab man 100 pl.
AE Elutionspuffer auf die Membran und nach einminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
1 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Die Flissigkeit, die sich nach der Zentrifugation unten im Réhrchen
gesammelt hatte, wurde aufgenommen und auf die Membran der Siule pipettiert, die man dann wieder
in das Rohrchen zurtcksteckte. AbschlieBend wurde erneut fiir 1 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Nun

verwarf man die Sdule. Das Réhrchen mit der in der Flissigkeit gelosten DNA wurde auf Eis gelagert.

2.3.3 Messung der DNA-Konzentration

Im nichsten Schritt musste die Nukleinsiurekonzentration der Proben bestimmt werden. Hierfiir wurde
das Gerit NanoDrop 2000 Spectrophotometer verwendet. Uber einen angeschlossenen PC lief3 sich das Gerit
durch die dazugehorige Software Nano Drop 2000/ 2000¢ bedienen.

Die Proben wurden zunichst mithilfe des Vortex durchmischt, um eine gleichmiBige Verteilung der
DNA zu gewihtleisten. Die Messfliche auf dem Sockel, auf den die Proben gegeben wurden, und die
zweite Messfliche am Hebel des Gerites mussten zu Beginn jeder Messung mit einem fusselfreien
trockenen Tuch gereinigt werden. Als Art der Probe, die vermessen werden sollte, wurde ,,nucleated acid
in der Software ausgewihlt. Zunichst musste eine Leermessung erfolgen, um einen Referenzwert zu den
weiteren Messungen zu erhalten. Hierfiir wurde der AE Elutionspuffer aus dem letzten Schritt der
Aufreinigung der DNA verwendet, in dem die DNA in den Proben gelést war. Man gab 1 ul. AE
Elutionspuffer auf die untere Messfliche und der Hebel wurde geschlossen, sodass die beiden
Messflichen mit der Probe dazwischen tibereinander lagen. In der Software wurde der Befehl ,,Blank
gewihlt. Es musste darauf geachtet werden, dass beim Pipettieren der Proben keine Luftbldschen auf
der Messfliche entstanden. Der Typ der zu untersuchenden Proben wurde in der Software auf , DNA“
eingestellt und der Extinktionskoeffizient auf 50 als Standardeinstellung belassen. Jede Probe wurde nun
in der Software benannt und man gab jeweils 1 ul. der Probe auf die Messfliche. Mit dem Befehl
wMeasure“ wurde nach Absenken des Hebels die Messung tber die Software gestartet. Die

DNA-Konzentration der Probe konnte man aus der Software ablesen und exportieren.

Das Funktionsprinzip der Konzentrationsmessung mithilfe des Gerites NanoDrop 2000 Spectrophotometer
beruht auf der Spektralphotometrie. In die Messflichen im Sockelbereich und am Hebel des Gerites
waren optische Lichtleiterkabel eingebracht. Durch die Oberflichenspannung der Probe bildete sich eine
Flissigkeitssdule zwischen den zwei Messflichen, es entstand also eine Verbindung zwischen den zwei
optischen Lichtleiterkabeln. Eine Blitzlichtlampe sendete nun Lichtblitze im kompletten
Wellenlingenbereich von 190 bis 840 nm durch die Probe. Mithilfe des Spektralphotometers wurde
unter Binbezug der Referenzmessung Uber die Software ein Absorptionsspektrum generiert. Auf dem
Absorptionskoeffizienten von 260 nm und dem gewihlten Extinktionskoeffizienten beruhend, wurde
die Konzentration der Probe ausgegeben. Um den Reinheitsgrad der Probe bewerten zu kénnen, nutze
man das Verhiltnis der Absorptionskoeffizienten bei 260 nm und 280 nm, je auf eine 10 mm

Schichtdicke genormt. Bei einer reinen Probe sollte sich etwa ein Verhiltnis von 1,8 ergeben.
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Abweichende Werte wiesen auf mdgliche Verunreinigungen der Probe hin (Thermo Fisher Scientific

2009).

2.3.4 Anpassung der DNA-Konzentration

Damit alle Proben die gleiche DNA-Konzentration von 10 ng/ul. aufwiesen, mussten die Proben
entsprechend verdiinnt werden. Als Verdiinnungsmedium wurde nukleasefreies Wasser verwendet. Um
ein definiertes Endvolumen mit der gewunschten DNA-Konzentration von 10 ng/ul. zu erhalten,
wurde mithilfe der zuvor bestimmten DNA-Konzentration in der Probe die jeweils ben6tigte Menge der
Probe und des nukleasefreien Wassers berechnet. Die entsprechenden Volumina wurden in ein 1,5 ml
Safe-Lock-Réhrchen pipettiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren. Auch die

Roéhrchen mit der restlichen in AE Elutionspuffer gelosten DNA wurden bei -20 °C eingefroren.

2.3.5 Methylated DNA immunoprecipitation (MeDIP)

Die methylierte DNA musste aus den Proben extrahiert werden. Genutzt wurde dafiir die erstmals von
Weber et al. (2005) beschriebene Methode der Anreicherung methylierter DNA mithilfe eines
monoklonalen Antikdrpers, der an 5-Methylcytosin bindet. Diese Methode der Anreicherung beruht auf
dem Prinzip der Immunprizipitation (Weber et al. 2005). Hierfiir wurde das Methylamp Methylated DNA
Capture (MeDip) Kit der Firma Epigentek verwendet.

Die Proben in den 1,5 ml Safe-Lock-Rohrchen, mit der einheitlichen DNA-Konzentration von 10 ng/ul,
wurden aufgetaut und kurz mithilfe des Vortex durchmischt, um die DNA wieder gleichmiBig in Lésung
zu bringen. Mithilfe des Sonicators Misonix wurde die DNA zunichst in kleinere Fragmente gespalten. Es
wurde die Technik des indirekten Sonicators genutzt. Dazu wurden die Proben im Sonicator auf Eiswasser
in einem Rack installiert. Die vom Gerit erzeugte Ultraschallenergie wurde als Vibrationsenergie indirekt
tber die Flussigkeit auf die Proben tibertragen. Es wurde eine Amplitude von 20% gewihlt, welche die
Intensitit der Energietibertragung auf die Proben auf einer Skala von 0% bis 100% widerspiegelt. Fiir
die Prozesszeit wurde 5 min gewihlt. Damit sich die im Sonicator entstehende Hitze nicht negativ auf die
Proben auswirkte, wurde eine Pulse-on- und Pulse-off-Zeit von jeweils 15 s gewihlt. So wurden die Proben
wihrend der Pulse-off-Zeit durch das Eiswasser gekithlt. Im Anschluss wurden die Proben fiir 2 min bei
95°C ohne Rotation in den Thermomixer comfort gegeben, um die im Sonicator entstandenen
DNA-Fragmente zu denaturieren. Danach wurden die Proben direkt auf Eis gelagert, um zu verhindern,
dass sich die Doppelstringe wieder zusammenlagern. Wihrend der Sonicator die DNA fragmentierte,
wurde eine Platte mit der bendtigten Anzahl Wells aus 8-Well Assay Strips des Kits bestiickt. Zuvor musste
die Platte durch Besprithen mit 70%igem Alkohol gereinigt und mit fusselfreien Ttlchern getrocknet
werden. Die Wells wurden mit je 100 pl. MC1 Antikérperpuffer und 1 uL. Anti-5-Methylcytosin beladen,
mit S77p Caps des Kits verschlossen und 60 min bei Raumtemperatur auf dem Belly Dancer auf Stufe 3
(ca. 30 rpm) inkubiert. Dieser Schritt diente dazu, den Antikérper an die Wells zu binden. Nach Ablauf

der Inkubationszeit wurde der Uberstand in den We/ls verworfen. Um nicht gebundene Antikorper aus
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den Wells zu entfernen, fanden zwei Waschungen statt. Die erste mit je 150 uL. MC1 Antikérperpuffer
und die zweite mit je 150 pL. MC3 Waschpuffer. In die Wels wurde dann jeweils 100 uL. der
fragmentierten und denaturierten DNA-Verdiinnung pipettiert. Nach Verschluss der Wells mit S#rip Caps,
wurde die Platte bei Raumtemperatur und maximaler Stufe (50 — 100 rpm) 120 min auf dem Belly Dancer
inkubiert. In diesem Schritt wurde jetzt die methylierte DNA aus der Probe an die am We// befindlichen
Antikorper gebunden. Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand verworfen und es fanden
3 Waschungen mit jeweils 150 pl. MC3 Waschpuffer statt, um nicht gebundene DNA aus den Wells zu
entfernen. Damit sich die methylierte DNA nun von den am We// gebundenen Antikérpern abldste und
in Losung ging, gab man in jedes We// 60 uL eines zuvor hergestellten Ansatzes, der sich aus 60 ul. MC4
DNA-Freisetzungspuffer und 1 pL. Proteinase K zusammensetzte. Nach Verschluss der Wells mit S#ip
Caps wurde die Platte 60 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert. Nach diesem Schritt befand sich in den
Wells die methylierte DNA in Losung. Damit man im Folgenden Aussagen tber den Grad der
Promotormethylierung der jeweiligen Probe treffen konnte, mussten man als Vergleich zu jeder Probe
cin Input anfertigen. Hierfir wurden jeweils 5ul der fragmentierten und denaturierten
DNA-Verdiinnung in ein 1,5 ml Safe-Lock-RShrchen pipettiert. Der Rest der DNA-Verdiinnung wurde
bei -20 °C eingefroren. Auch in jedes dieser R6hrchen wurden 60 plL eines zuvor hergestellten Ansatzes,
der sich aus 60 uL. MC4 DNA-Freisetzungspuffer und 1 ulL Proteinase K zusammensetzte, pipettiert
und die Réhrchen wurden ebenfalls 60 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert. Da in diesen R6hrchen
die methylierte DNA nicht zuvor gezielt mithilfe von Antikérpern und Waschungen angereichert
worden war, befand sich in thnen nach der Inkubation genomische DNA in Losung. Alle nachfolgenden
Schritte wurden fiir die Proben in den Wels auf der Platte gleichermalen durchgefiihrt wie fir die Input-
Proben in den Safe-Lock-RShrchen. Zunichst wurde fir jede Probe eine mit 100 ul. MC5
Bindungspuffer befillte F-Spin Column (Siule) in einem F-Collection Tube (RShrchen) steckend vorbereitet.
Die Proben in den Wells und die Input-Proben in den Safe-Lock-RShrchen wurden jeweils in 180 pulL
100%igem Ethanol resuspendiert und auf eine Sdule pipettiert. Die Zentrifugationen im Anschluss
dienten der Reinigung der DNA und ihrer Bindung an die Membran der Sdule. Nach der ersten
Zentrifugation fiir 20 s bei 12000 rpm wurde der Durchfluss verworfen und die Sdule wieder auf das
Rohrchen gesteckt. AnschlieBend pipettierte man 200 pl. 90%iges Ethanol auf die Sdule und
zentrifugierte 20 s bei 12000 rpm. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule wurde wieder auf das
Rohrchen gesteckt. Dann wurde erneut 200 ul. 90%iges Ethanol auf jede Sdule pipettiert und die Proben
wurden abschlieBend fir 35 s bei 12000 rpm zentrifugiert. Die Sdule steckte man jetzt in ein neues 1,5 ml
Safe-Lock-Rohrchen. Um die DNA von der Membran der Siule zu 16sen, gab man je 20 uL. MC6
Elutionspuffer auf die Sdulenmembran und zentrifugierte anschlieBend 20 s bei 12000 rpm. Die Sdule
wurde nun verworfen. In den Safe-Lock-RShrchen der antikdrperbehandelten Proben befand sich jetzt
die geloste methylierte DNA. In den Safe-Lock-Rohrchen der Input-Proben befand sich dagegen geldste
genomische DNA, also methylierte und unmethylierte DNA. Um ein Gesamtvolumen von 100 uL fir
die nachfolgende Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu erhalten, gab man jeweils 80 uL. nukleasefreies

Wasser in die Safe-Lock-Rohrchen. Die Safe-Lock-RShrchen wurden anschlieBend bei -20 °C eingefroren.
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2.3.6 Quantitative Real-Time-PCR (qQRT-PCR)

Die hier genutzte quantitative Rea/-Time-PCR (qQRT-PCR), die von Mullis und Faloona (1987) etabliert
wurde, griindet auf der Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation gezielter Nukleinsduresequenzen.
Die PCR besteht aus den drei sich wiederholenden Phasen Denaturierung, Annealing und Elongation.
Zunichst wird die doppelstringice DNA durch Hitzezufuhr in Einzelstringe denaturiert. Wihrend des
Apnnealings lagert sich nun ein der zu amplifizierenden DNA-Sequenz komplementires Primerpaar,
bestehend aus Oligonukleotiden definierter Linge, an die DNA an. Es gibt jeweils einen Vorwirts- und
einen Rickwirtsprimer, die bei ihrer definierten _Annealing-Temperatur an den Vorwirts- bzw.
Rackwirtsstrang der DNA binden. In der Elongationsphase wird die von den Primern flankierte
Sequenz durch die hitzestabile DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aguaticus
amplifiziert und es kommt zur exponentiellen Zunahme des fir die Primer spezifischen
DNA-Segmentes (Saiki et al. 1988). Im Gegensatz zur herkémmlichen PCR besteht bei der von Higuchi
et al. (1992) etablierten qRT-PCR die Moglichkeit zur Quantifizierung doppelstringiger DNA in
Echtzeit. Dies gelingt durch Zugabe ecines fluoreszierenden Farbstoffs, der an DNA-Doppelstringe
bindet, und mit zunehmender Menge an DNA wird auch das Fluoreszenzsignal stirker (Higuchi et al.
1992). Aus diesem Grund lisst die Messung der Fluoreszenzstirke Riickschliisse auf die vorhandene
Menge an DNA in der Probe zu (Higuchi et al. 1992). Bei der von Higuchi et al. (1992) etablierten
Methode der qRT-PCR mit dem Farbstoff Ethidiumbromid lag der Schwerpunkt v.a. auf der
Fluoreszenzmessung am Ende jedes Zyklus, um die Menge der amplifizierten DNA-Sequenz zu
bestimmen und so Riickschlisse auf die anfingliche Konzentration ziehen zu koénnen. In der hier
durchgefiithrten qRT-PCR wurde dagegen der Farbstoff SYBR Green verwendet, der ebenfalls gezielt an
Doppelstrang-DNA  bindet. Wittwer et al. (1997) etablierten mithilfe dieses Farbstoffes die
Fluoreszenzmessung nicht am Ende jedes Zyklus, sondern auch wihrend der einzelnen Zyklen. Durch
den proportionalen Zusammenhang zwischen Fluoreszenz und Menge der DNA, wurde folglich auch

hier eine Quantifizierung der DNA méglich (Wittwer et al. 1997).

Zunichst wurde der Arbeitsplatz grindlich mit 70%igem Ethanol-Spray und RNase-Spray gereinigt. Die
Rohrchen mit den Proben aus methylierter DNA, die Input-Rohrchen, die Primer (siehe auch Kapitel
2.1.5) und der Fast SYBR Green Master Mix wurden auf Eis aufgetaut. Wihrend des Befiillens lagerten
die Platten in einem Rack auf Eis. Fur die qRT-PCR wurden die Wells einer neuen Platte jeweils mit
insgesamt 20 puL befillt. Man gab dazu jeweils 5 uL der Probe mit methylierter DNA bzw. 5 uL des
Inputs in die Wells und befillte dabei jeweils drei benachbarte Wells, sodass sich jeweils Tripletts von
jeder Probe und jedem Input ergaben. Die restlichen 15 ulin den Wels setzten sich aus einem definierten
Ansatz zusammen, bestehend aus 10 ul Fast SYBR Green Master Mix, 4 uL. nukleasefreiem Wasser und
jeweils 0,5 uL. Vorwirts- und Riickwirtsprimer des zu untersuchenden Gens in einer Konzentration von
20 uM (siehe auch Kapitel 2.1.4). Um die Primer in der gewtlinschten Konzentration von 20 uM nutzen
zu kénnen, musste der Ausgangsprimer mit der Konzentration von 100 uM in einem Verhiltnis von 1:4
mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt werden. Die Platte wurde im Anschluss mit einem passenden

Adhisionsfilm verschlossen. Damit sich die Probenvolumina unten in den We//s der Platte sammelten,
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wurde die Platte kurz zentrifugiert. Nun wurde die Platte in das S#pOne Plus Real-Time PCR System
cingelegt und iber eine gleichnamige Software konnten Einstellungen vorgenommen werde. Beim
Mentipunkt ,,Experiment Properties wihlte man ,,Quantitation — Comparative CT (AACT), um den relativen
Anteil methylierter DNA zu detektieren. Zudem musste Fasz SYBR Green Master Mix als verwendetes
Reagenz angegeben werden. Fir die drei Primer wurde die Annealing-Temperatur eingetragen mit
BID1: 62 °C, RASALT: 60 °C, ATP2A2: 66 °C. Der Ablauf der qRT-PCR sah eine initiale
Denaturierung bei 95 °C fiir 20 s vor. Es folgten 50 Zyklen mit 3 s Denaturierung bei 95 °C und 30 s
bei der jeweiligen Annealing-Temperatur des Primers. Wihrend dieser 30 s fand auch die Elongation statt.
Nach Durchlaufen der Zyklen gab die Software fiir jedes We// der Platte den Ct-Wert an. Dieser Wert
entsprach dem Zyklus, bei dem so viel SYBR Green-Farbstoff an die DNA gebunden hatte, dass sich das
Fluoreszenzsignal erstmals deutlich von der Hintergrund-Fluoreszenz abhob. Der Ct-Wert war umso
kleiner, je mehr DNA sich zu Beginn der qRT-PCR in der Probe befunden hatte, da dann der Zeitpunkt
des farblichen Hervorhebens der Probe bereits nach weniger Zyklen eher erreicht wurde. In der Probe
befand sich nur methylierte DNA, im Input dagegen die gesamte genomische DNA, also sowohl
methylierte als auch nicht methylierte DNA. Ein Vergleich der Ct-Werte von Probe und zugehérigem
Input konnte nun Aufschluss tber den relativen Grad der Promotormethylierung in der Probe geben.
Hierzu wurde zunichst der Ct-Wert des Inputs vom Ct-Wert der Probe subtrahiert und man erhielt die
Differenz ACt. Um nun den relativen Anteil methylierter DNA zu erhalten, setzte man den Wert in die

Formel 27ACt

ein. Dieser Schritt beriicksichtigte den exponentiellen Verlauf der DNA-Amplifikation
wihrend der qRT-PCR und die dementsprechend linear, umgekehrt proportionale Bezichung zwischen
dem Logarithmus der eingesetzten DNA-Menge und dem Ct-Wert. Im nichsten Schritt wurde hiervon
der Mittelwert tiber die jeweiligen Proben- und Inputtripletts gebildet. Um nun abschlieBend das
Verhiltnis des Ausgangsvolumens von 5 pl. Input zu 100 pl. Probe im MeDip zu berticksichtigen,
dividierte man durch den Verdiinnungsfaktor 20 und erhielt den relativen Anteil methylierter DNA in

der Probe.

2.3.7 Statistik

Das statistische Vorgehen wurde in der statistischen Beratung der Wissenschaftlichen Serviceeinheit
»Medizinische Biometrie und Statistische Bioinformatik® (MBSB) der Universititsmedizin Go6ttingen
besprochen. Die selbst durchgefithrte statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Programme
»Microsoft Office 2021 und ,,GraphPad Prism 9“. Die Graphen wurden mithilfe der Software
,»GraphPad Prism 9 erstellt. Die erhobenen Parameter wurden auf offensichtliche Mess- oder

Dokumentationsfehler gepriift und entsprechende Falschwerte wurden aus dem Datensatz entfernt.

Im Folgenden erfolgt die getrennte Darstellung der metrischen und kategorialen Parameter der drei
Kohorten, die in die statistische Auswertung eingingen. Nihere Erliuterungen zu den untersuchten
klinischen Parametern und zugehérigen Abkiirzungen sind in Kapitel 2.3.8 zu finden. Abkiirzungen der

klinischen Parameter, die nur in Tabellen und Abbildungen genannt werden und nicht im FlieStext
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votkommen, sind aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit nur in Kapitel 2.3.8 und nicht im
Abkirzungsverzeichnis aufgefiihrt. Die Geschlechtertrennung erfolgte in dieser Arbeit lediglich nach

mannlichem und weiblichem Geschlecht, ohne dass weitere Geschlechteridentititen erfasst worden sind.

Von den 48 Patienten der HFpEF-Kohorte wurden die in Tabelle 8 und Tabelle 9 dargestellten

Parameter in die statistischen Analysen dieser Arbeit einbezogen.

Tabelle 8: Metrische Parameter im Datensatz der HFpEF-Kohorte

Metrischer Parameter Einheit Metrischer Parameter Einheit
Al PHT ms LVOT mm
Al Vena contracta mm MI EROA cm?
AK Pmax mmHg MI PISA Rad. mm
AK Pmean mmHg MI Regurg. Vol. ml/Schlag
AK Vmax m/s MI Vena contracta mm
Alter Jahre MK Pmax mmHg
AOF(Vmax) cm? MOF(kontin) cm?
AOF(VTT) cm? MOF(PHT) cm?
AOFI cm?/m? KOF MC)F(planimetrisch) cm?
Aorta(sinus) mm MS Pmean mmHg
BMI kg/m? NT-proBNP pg/ml
BNP pg/ml PAPsys mmHg
E cm/s PAT ms
E/¢' mittel RR diastolisch mmHg
e' lateral cm/s RR systolisch mmHg
e' septal cm/s RVD 1 mm
eGFR ml/min/1,73 m? RVD 2 mm
Gesamtibetleben Tage RVD 3 mm
Gewicht kg RWD
GroBe cm SVI ml/m? KOF
HW mm TAPSE mm
VS mm TT Pmax mmHg
KOF m? TT Vena contracta mm
Kreatinin(P) mg/dl TI Vmax m/s
LA mm V(L.VOT)max m/s
LAVI ml/m? KOF VTI(Ao) cm
LVEDD mm VTIIILVOT) cm
LVEF visuell % VTI(MI) cm
LVESD mm ZVD(geschitzt) mmHg
LVMI g/m? KOF
Fur Begriffs- und Abkiirzungserklirungen siehe Kapitel 2.3.8.
Tabelle 9: Kategoriale Parameter im Datensatz der HFpEF-Kohorte
Kategorialer Parameter Kategorien Kategorialer Parameter Kategorien
Adipositas ja, nein exzentrische Hypertrophie LV | ja, nein
arterielle Hypertonie ja, nein Geschlecht minnlich, weiblich
CKD-Stadium G1,G2,G3a,G3b, KHK ja, nein
G4, G5
Diabetes mellitus ja, nein konzentrische Hypertrophie ja, nein
LV
Dialyse ja, nein konzentrisches Remodeling ja, nein
LV
Dihydralazin ja, nein normale Geometrie LV ja, nein
eGFR < 30 ml/min/1,73 m? ja, nein Priadipositas ja, nein
eGFR < 60 ml/min/1,73 m? ja, nein

Fir Begriffs- und Abkurzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8.
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Von den 57 Patienten der TAVI-Kohorte wurden die in Tabelle 10 und Tabelle 11 aufgefiihrten

Parameter in die statistischen Analysen dieser Arbeit einbezogen.

Tabelle 10: Metrische Parameter im Datensatz der TAVI-Kohorte

Metrischer Parameter
6MGT Distanz
AK Pmean

AK Vmax

Alter

AOF(VTI)

AOFI

BMI

E

E/e' mittel

eGFR
EuroSCORE 11
Gesamtiibetleben
globaler AP4 Strain
GLS

HW

IVS
kardiovaskuldr-spezifisches
Uberleben

KOF

Kreatinin(P)

Fur Begriffs- und Abkiirzungserklirungen siehe Kapitel 2.3.8.

Einheit

m

mmHg

m/s

Jahre

cm?

cm?/m? KOF
kg/m?

cm/s

ml/min/1,73 m?
%

Tage

%

%

mm

mm

Tage

m2

mg/dl

Metrischer Parameter
LAVI
LDL-Cholesterin
logistischer EuroSCORE
LVEDD

LVEDV

LVEF nS

LVESD

LVESV

LVMI

MLHFQ

NT-proBNP

PAPsys

RWD

STS-Score

SV mD

SV nS

SVI

TAPSE

Tabelle 11: Kategoriale Parameter im Datensatz der TAVI-Kohorte

Kategorialer Parameter
Adipositas

Al

Al Grad

arterielle Hypertonie
chronische Lungenerkrankung
CKD-Stadium

CM(andete)

COPD

CRT-D

DCM

Diabetes mellitus

eGFR < 30 ml/min/1,73 m?
eGFR < 60 ml/min/1,73 m?
exzentrische Hypertrophie LV
Geschlecht

ICM

KHK

konzentrische Hypertrophie
LV

Fur Begriffs- und Abkiirzungserklirungen siehe Kapitel 2.3.8.

Kategorien
ja, nein

ja, nein
0, I, IL, IIT
ja, nein
ja, nein

G1, G2, G3a, G3b,

mainnlich, weiblich

ja, nein
ja, nein

ja, nein

Kategorialer Parameter
konzentrisches Remodeling
LV

Lungenfibrose

MI

MI Grad

normale Geometrie LV
NYHA-Klasse

PAVK

Priadipositas

TI

TI Grad
Vorhofflimmern
Z.n. CABG

Z. n. Myokardinfarkt
Z.n. PCI

7. n. Schlaganfall
Z.n. TIA

Z.. n. zerebralem ischimischen
Ereignis

Einheit
ml/m? KOF
mg/dl

%

mm

ml

%

mm

ml

g/m? KOF
Punkte
pg/ml
mmHg

%
ml
ml
ml/m? KOF

Kategorien
ja, nein

ja, nein

ja, nein

0, I, I1, III
ja, nein

I, IL 111, IV

ja, nein
ja, nein
ja, nein
0, I, 1L, III
ja, nein
ja, nein
ja, nein
ja, nein
ja, nein
ja, nein
ja, nein
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Von den 46 Patienten der DIAST-Kohorte wurden die in Tabelle 12 und Tabelle 13 dargestellten

Parameter in die statistischen Analysen dieser Arbeit einbezogen.

Tabelle 12: Metrische Parameter im Datensatz der DIAST-Kohorte

Metrischer Parameter Einheit Metrischer Parameter Einheit
Alter Jahre Gesamtiberleben Tage
BMI kg/m?

Fir Begriffs- und Abkurzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8.

Tabelle 13: Kategoriale Parameter im Datensatz der DIAST-Kohorte

Kategorialer Parameter Kategorien Kategorialer Parameter Kategorien
Geschlecht mannlich, weiblich KHK ja, nein

Fur Begriffs- und Abkiirzungserklirungen siehe Kapitel 2.3.8.

Fir die drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT wurde im Labor von jedem Patienten in einer
Blutprobe der Anteil der Promotormethylierung relativ zum Input gemessen. Diese Daten der drei

Kohorten wurden, wie in Tabelle 14 dargestellt, in die statistischen Analysen einbezogen.

Tabelle 14: Promotormethylierung der Gene ATP2A2, BI9D1und RASAL1

Parameter Einheit

methylierte ATP2A42-DNA relativ zum Input
methylierte B9D7-DNA relativ zum Input
methylierte RASAL7T-DNA relativ zum Input

Die Promotormethylierung der drei untersuchten Gene ATP2A2, BIDT und RASALT ging wie dargestellt als Parameter in die

statistischen Analysen der vorliegenden Arbeit ein.

In den drei Kohorten folgten die Werte der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, B9D7T und
RASALT im Blut einer lognormalen Verteilung (Abbildung 1).

A B

@)

0.4 0.10 0.4+
= B = 0.08 = ]
$ 3 037 33 $ 3 03
ot 8E o6 oc
[T ] . o g Y [P ]
T 3 0.2 2 © 3 0.2 ;
zz : . =2 0.04 5> 1
®H © - © ®H © -
£ 014 H . £o £ 0.1 .
= s 5 s = 0.02 =5 . :
. Se * ]
0.0- 0.00 0.0-
ATP2A2 B9D1 RASAL1 ATP2A2 B9D1 RASAL1 ATP2A2 B9D1 RASAL1
n=46 n=46 n=46 n=48 n=48 n=48 n=57 n=57 n=57

Abbildung 1: Lognormale Verteilung der Promotormethylierung der Gene ATP2A2, B9D1 und RASALI in den drei
untersuchten Kohorten. Darstellung der Messwerte der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, B9D7 und RASALT
fir (A) die DIAST-Kohorte, (B) die HFpEF-Kohorte und (C) die TAVI-Kohorte. Darstellung der Messwerte der
Promotormethylierung als Punktwolke fiir die drei untersuchten Gene in einem gemeinsamen Graphen je Kohorte. Auf der
y-Achse ist die im Blut gemessene Promotormethylierung aufgetragen. Auf der x-Achse sind die drei untersuchten Gene

aufgetragen. n, Anzahl.
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Damit die Messwerte der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, BIDT und RASALT fur die
geplanten statistischen Analysen die Bedingung der Normalverteilung erfiillten, wurden die Werte der
Promotormethylierung aller drei Gene in den drei Kohorten logarithmiert. Anschlieend stellten sich
die Daten wie in Abbildung 2 zu sehen dar. Anhand der Betrachtung von QQ-Plots wurde die

Normalverteilung der Werte tiberprift und bestitigt.
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Abbildung 2: Normalverteilung der Promotormethylierung der Gene ATP2A2, B9D1 und RASALI nach
Transformation mithilfe des natiirlichen Logarithmus in den drei untersuchten Kohorten. Darstellung der Messwerte
der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, BIDT und RASALT nach Transformation mithilfe des nattrlichen
Logarithmus fiir (A) die DIAST-Kohorte, (B) die HFpEF-Kohorte und (C) die TAVI-Kohorte. Darstellung der Messwerte der
Promotormethylierung als Punktwolke fir die drei untersuchten Gene in einem gemeinsamen Graphen je Kohorte. Auf der
y-Achse ist die im Blut gemessene Promotormethylierung nach Transformation mithilfe des natiirlichen Logarithmus

aufgetragen. Auf der x-Achse sind die drei untersuchten Gene aufgetragen. In, natirlicher Logarithmus; n, Anzahl.

Es wurde der natiitliche Logarithmus genutzt, der in dieser Arbeit mit ,In“ abgekirzt wird. Die
Entscheidung fiir den natiirlichen Logarithmus beruht auf der besseren Vergleichbarkeit mit den
Modellberechnungen in Kapitel 3.4, fur die ebenfalls der natiirliche Logarithmus verwendet wurde. Im
Folgenden wird, wenn dort nicht anders erwihnt, auf die logarithmierten Werte der

Promotormethylierung eingegangen (Tabelle 15).

Tabelle 15: Natiirlicher Logarithmus der Promotormethylierung der Gene ATP2A2, B9D1und RASALI1

Parameter Einheit

In methylierte ATP242-DNA relativ zum Input
In methylierte B9D7-DNA relativ zum Input
In methylierte RASAL7-DNA relativ zum Input

Der natirliche Logarithmus der Promotormethylierung der drei untersuchten Gene ATP2A42, BIDT und RASALT ging wie

dargestellt als Parameter in die statistischen Analysen der vorliegenden Arbeit ein. In, natiirlicher Logarithmus.

In Kapitel 3.1 bis 3.3 dieser Arbeit wurden die statistischen Methoden deskriptive Statistik, lineare
Regression, Welch-Test und einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-korrigierten
Post-hoc-Tests genutzt, die im Folgenden niher erldutert werden. Ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant definiert und in Tabellen und Abbildungen wurde ein p < 0,05 mit *, ein p < 0,01

mit ** und ein p < 0,001 mit *** markiert.
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Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden die Parameter Anzahl (n), absolute Hiufigkeit, relative
Hiufigkeit, Median, 25. Perzentil, 75. Perzentil, Mittelwert und Standardabweichung in Tabellen
beschrieben. Im FlieBtext  erfolgte die  Ergebnisdarstellung in  Form  von
»Mittelwert + Standardabweichung® und in Form von ,,absoluter Hiufigkeit (relativer Hiufigkeit)*. Zur
graphischen Prisentation ausgewiéhlter Daten wurden Box-Plots genutzt. Die Box umfasste Daten vom
25. bis zum 75. Perzentil. Die horizontale Linie in der Box stellte den Median dar. Ein Plus stellte den
Mittelwert dar und wurde auf Hohe der Achse der Fihler der Box eingezeichnet. Die Fiihler der Box

endeten jeweils am Minimal- bzw. Maximalwert der Daten oder am Ende der Abbildung.

Anlehnend an Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Zeisberg wurde mithilfe linearer Regressionen nach
Zusammenhingen zwischen metrischen Parametern und der Promotormethylierung gesucht. Um die
Bedingung der Normalverteilung der Residuen, die mithilfe von QQ-Plots visuell geprift wurde,
bestméglich zu erfiillen, wurden die logarithmierten Werte der Promotormethylierung genutzt. Es
wurden nur fiir metrische Parameter mit mindestens sechs Werten lineare Regressionen durchgefiihrt,
da bei weniger Werten keine sinnvolle Testung auf eine Normalverteilung méglich war. Da multiple
statistische Tests fiir die gleiche Hypothese durchgefithrt wurden, wurde die Adjustierung des p-Werts
in Form der Bonferroni-Korrektur angewendet. Die Ergebnisse der durchgeftihrten Analysen wurden
in Tabellen unter Angabe von n, abhingiger und unabhingiger Variable, p-Wert, adjustiertem p-Wert
nach Bonferroni-Korrektur, Steigung, oberer und unterer Grenze des 95%-Konfidenzintervalls der
Steigung und r* prisentiert. Im FlieBtext erfolgte die Ergebnisdarstellung in Form einer Nennung
signifikanter p-Werte. Ergaben sich signifikante Zusammenhinge nach der Bonferroni-Korrektur,
wurden diese Ergebnisse graphisch als Punktwolke mit Regressionsgerade prisentiert. Die unabhingige
Variable wurde auf der x-Achse und die abhingige Variable auf der y-Achse dargestellt. Zudem wurde

zu jeder Regression jeweils n, 2 und der p-Wert nach Bonferroni-Korrektur angegeben.

Zur Untersuchung der Zusammenhinge zwischen der Promotormethylierung und kategorialen
Parametern mit zwei Kategorien wurden einheitlich ungepaarte Welch-Tests durchgefiihrt, da die
Bedingung der Varianzhomogenitit der Gruppen fiir den ungepaarten t-Test nicht durchgehend erfillt
war. Um die Bedingung der Normalverteilung der Werte bestmdglich zu erfillen, wurden die
logarithmierten Werte der Promotormethylierung genutzt. Es wurden nur Parameter mit mindestens
drei Werten je Kategorie betrachtet. Da auch hier multiple statistische Tests fir die gleiche Hypothese
durchgefihrt wurden, wurde ebenfalls die Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur
angewendet. Die Ergebnisse der Analysen wurden in Tabellen unter Angabe von n sowie Mittelwert und
Standardabweichung je Gruppe prisentiert. Zusitzlich wurde jeweils der im Test ermittelte p-Wert und
der adjustierte p-Wert nach Bonferroni-Korrektur angegeben. Im FlieBtext erfolgte die
Ergebnisdarstellung in Form von ,Mittelwert + Standardabweichung® mit Angabe signifikanter

p-Werte.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs der Promotormethylierung und kategorialer Parameter mit

mehr als zwei Kategorien wurde die einfaktorielle ANOVA durchgefithrt. Die Bedingung der
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Varianzhomogenitit der Gruppen wurde durch das Betrachten zugehoriger Box-Plots gepriift. Um die
Bedingung der Normalverteilung der Werte bestmdglich zu erfilllen, wurden fir die Analysen die
logarithmierten Werte der Promotormethylierung genutzt. Bei signifikantem Ergebnis in der ANOVA
wurden Bonferroni-korrigierte Post-hoc-Tests durchgefiihrt und es wurde fiir jeden einzelnen
Gruppenvergleich der Bonferroni-adjustierte p-Wert angegeben. Da multiple statistische Tests fur die
gleiche Hypothese durchgefithrt wurden, fand fiir jede ANOVA eine Adjustierung des p-Werts in Form
der Bonferroni-Korrektur statt. Die Ergebnisse der Analysen wurden in Tabellen unter Angabe von n
sowie Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe prisentiert. Zudem wurde jeweils der in der
ANOVA ermittelte p-Wert und der adjustierte p-Wert nach Bonferroni-Korrektur genannt. Im Flietext
erfolgte die Ergebnisdarstellung in Form von ,Mittelwert + Standardabweichung® mit Angabe

signifikanter p-Werte.

Die statistischen Berechnungen in Kapitel 3.4 wurden von der MBSB durchgefithrt. Es wurde das
Statistikprogramm ,,R“ mit den Erweiterungspaketen ,survival®, ,cmprsk” und ,,Matchlt” benutzt. Es

wurden verschiedene statistische Methoden angewendet, die im Folgenden niher erldutert werden.

Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden die Parameter n, absolute Hiufigkeit, relative Haufigkeit,

Median, Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung berechnet.

Im Rahmen der Untersuchung des Einflusses verschiedener Parameter auf das Ubetleben wurden
Cox-Regressionen durchgefiihrt. Fiir jeden einflieBenden Parameter wurden n, p-Wert, Hazard Ratio
und 95%-Konfidenzintervall des Hazard Ratios beschrieben. Zu jedem Modell wurde die Anzahl an
Events in der Kohorte angegeben. Als Event war das Versterben definiert. Zur Beschreibung der
globalen Giite des Gesamtmodells gab es zu jedem Modell Angaben zum globalen p-Wert, akaike
information criterion (A1C) und concordance index. Um die Bedingung der Normalverteilung der Residuen, als
Voraussetzung der Cox-Regression, zu erfilllen, wurden die lognormal verteilten Rohdaten der
Promotormethylierung mithilfe des natiirlichen Logarithmus in eine Normalverteilung transformiert.
Die Entscheidung fiir den natiirlichen Logarithmus fiel aus Griinden der einfachen mathematischen
Anwendbarkeit. In Kapitel 3.4 wird daher, wenn dort nicht anders erwihnt, auf die logarithmierten
Werte der Promotormethylierung eingegangen. Die Ergebnisse der Cox-Regressionen wurden graphisch
in Forest-Plots mit Darstellung des Hazard Ratios als Kiéstchen und des 95%-Konfidenzintervalls des
Hazard Ratios als horizontale Linie durch das Kistchen veranschaulicht. Es wurde eine senkrechte
Nulleffekt-Linie eingezeichnet, welche die x-Achse bei 1 schneidet. Auf der x-Achse wurde der positive

Wertebereich des Hazard Ratios, beim Wert 1 beginnend, aufgetragen.

Im weiteren Verlauf wurden die Ergebnisse der Cox-Regressionen in Form von vier Modellen auf zwei
neuen Kohorten, die HFpEF- und TAVI-Kohorte, tibertragen. Hierbei wurde fiir jeden Patienten ein
individueller Risikowert berechnet. Der in dieser Arbeit auch als ,,77s&* bezeichnete Risikowert blieb bei
den folgenden Betrachtungen dimensionslos, da nur eine vergleichende Betrachtung der Risikowerte
untereinander stattfand. Zum Vergleich metrischer Variablen von zwei Gruppen wurden ungepaarte

Welch-Tests durchgefiihrt. Da innerhalb der Gruppen die Bedingung der Normalverteilung, nicht aber
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die Bedingung der Varianzhomogenitit, erfiillt war, kam hier der ungepaarte Welch-Test statt dem
ungepaarten t-Test zur Anwendung. War neben der Bedingung der Varianzhomogenitit auch die
Bedingung der Normalverteilung nicht erfiillt, wurde bis zu einer Gruppengréfie von n = 10 der
Brunner-Munzel-Test genutzt und bei einer Gruppengréfle von n < 10 wurde statt dem Brunner-
Munzel-Test der studentisierte Permutationstest genutzt. Fur den Vergleich metrischer Variablen von
drei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test genutzt, da die Bedingungen der Normalverteilung und
Varianzhomogenitit fiir eine einfaktorielle ANOVA nicht erfiillt waren. Beim Vergleich kategorialer
Variablen fanden Exakte Fisher-Tests Anwendung, da vom Chi-Quadrat-Test bei kleiner
Stichprobengréfle Abstand genommen wurde. Erginzend zum p-Wert wurden auch Angaben zur
deskriptiven Statistik der betrachteten Gruppen gemacht. Es wurden n, Mittelwert, Standardabweichung,
Median, Minimum und Maximum je Gruppe genannt. Fir einen Teil der Ergebnisse wurden Box-Plots
zur graphischen Prisentation der Daten genutzt. Die Box umfasste Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil.
Die horizontale Linie in der Box stellte den Median dar, die Fihler der Box endeten am 1,5fachen des
Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. In ausgewihlten Abbildungen wurde zudem der
p-Wert dargestellt. Es fand eine Betrachtung von Uberlebensdaten statt. Daten zum Gesamtiiberleben
wurden nach Berechnung per Kaplan-Meier-Verfahren in Kaplan-Meier-Kurven prisentiert. Spriinge in
der Kurve symbolisierten Events, senkrechte Striche in der Kurve Zensierungen, die mediane
Uberlebenszeit wurde als gestrichelte Linie veranschaulicht, das 95%-Konfidenzintervall der
Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde als Konfidenzband dargestellt. Das ereignisspezifische Uberleben
wurde in  Abhingigkeit von den konkurrierenden  Ereignissen kardiovaskulires und
nicht-kardiovaskuldres Versterben nach Berechnung per Aalen-Johansen-Schitzer in kumulativen
Inzidenzkurven dargestellt. Spriinge in der Kurve symbolisierten Events. Das 95%-Konfidenzintervall
der Eventwahrscheinlichkeit wurde je Kurve als Konfidenzband dargestellt. Kaplan-Meier-Kurven
wurden mithilfe von Log-Rank-Tests analysiert, kumulative Inzidenzkurven mithilfe von nicht-
parametrischen Gray-Tests. Es wurde jeweils der p-Wert angegeben. Mit det number at risk wurde die
Anzahl der Patienten genannt, die zum jeweiligen Zeitpunkt noch kein Event hatten und die sich folglich

zum jeweiligen Zeitpunkt unter dem Risiko fiir ein Event befanden.

Es wurde ein Propensity Score Matching zwischen DIAST- und TAVI-Kohorte sowie zwischen DIAST-
und HFpEF-Kohorte durchgefiihrt. Das Marching fand auf der Basis einer logistischen Regression mit
zwel Outcome-Levels statt, die jeweils einer der zwei Kohorten entsprachen. EinflieBende Parameter
waren Alter, Body-Mass-Index (BMI), Geschlecht, KHK und die Promotormethylierung der drei Gene
ATP2A2, BI9DT und RASALT. Fiir jeden Patienten ergab sich bei Anwendung des Regressionsmodells
ein Propensity Score. Es fand anschlieBend ein Caliper-basiertes Matching statt. Es wurde ein Cut-off fir den
Caljper von =+ 0,25 Standardabweichungen des Propensity Scores gewihlt. Alle Patienten ohne
Matching-Partner wurden im entsprechenden Teil der Arbeit von der weiteren Auswertung
ausgeschlossen. AnschlieBend wurden auch auf diese Subkohorten der TAVI- und HFpEF-Kohorte

nach dem Marhing die Cox-Regressionen in Form der vier Modelle tibertragen.



Material, Patienten und Methoden 44

Da die Originalergebnisse der MBSB in Englisch verfasst wurden, ist in den Originalabbildungen die
englische Nomenklatur verwendet worden und ein Punkt als Dezimaltrennzeichen. Ein p-Wert < 0,05
wurde als statistisch signifikant definiert. Von einem statistischen Trend wurde in diesem Teil der Arbeit
bei einem p < 0,1 gesprochen. In Tabellen wurde ein p < 0,05 mit *, ein p < 0,01 mit **, ein p < 0,001
mit *** markiert. Als signifikant markierte p-Werte von 0,05 entsprachen hier aufgerundeten Werten
und sind der Angabe einer einheitlichen Anzahl an Nachkommastellen in diesem Abschnitt der Arbeit
geschuldet. Wenn erforderlich, erfolgte die Adjustierung des p-Werts bei multiplem Testen im jeweiligen

Abschnitt mit der Bonferroni-Holm Methode unter Angabe des p-Werts vor und nach Adjustierung.

2.3.8 Patientenparameter

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in Tabelle 8 bis Tabelle 13 aufgefiihrten Patientenparameter

untersucht. In Tabelle 16 sind nihere Erlduterungen zu ausgewihlten klinischen Parametern aufgefiihrt.

Tabelle 16: Erlduterungen zu ausgewihlten klinischen Parametern der untersuchten Kohorten

Parameter Erlduterung

6MGT Distanz 6MGT, 6-Minuten-Gehtest

Adipositas HFpEF-, TAVI-Kohotte: nach Votgaben det WHO, BMI = 30,0 kg/m?
(WHO - Regional Office for Europe 2020)

BMI Body-Mass-Index

BNP B-Typ natriuretisches Peptid; HFpEF-Kohorte: aus EDTA-Plasma;

chronische Lungenerkrankung
CKD-Stadium

CM(andere)

COPD
CRT-D
DCM

Diabetes mellitus

eGIFR

EUROScore
Gesamtuberleben

ICM
kardiovaskuldr-spezifisches
Ubetleben

KHK

genereller Referenzbereich Minner < 121,0 pg/ml, Frauen < 266,0 pg/ml;
zusitzliche alters- und geschlechtsabhingige Referenzbereiche:

Minner < 54 Jahte < 40,0 pg/ml, Frauen < 54 Jahre < 111,0 pg/ml,
Minner < 64 Jahte < 80,0 pg/ml, Frauen < 64 Jahre < 155,0 pg/ml,
Minner < 74 Jahre < 150,0 pg/ml, Frauen < 74 Jahre < 159,0 pg/ml
(UMG-Laborstandard)

TAVI-Kohorte: COPD oder Lungenfibrose

CKD, chronic kidney disease;

HFpEF-, TAVI-Kohorte: Einteilung entsprechend der Leitlinie der
KDIGO aus 2013 je nach eGFR in die Stadien G1, G2, G3a, G3b, G4, G5
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work
Group 2013)

Kardiomyopathie;

TAVI-Kohortte: nicht dilatative und nicht ischimische Kardiomyopathie
chronisch obstruktive Lungenerkrankung

Kardiale Resynchronisationstherapie mit Defibrillator

dilatative Kardiomyopathie

HFpEF-, TAVI-Kohorte: keine Differenzierung in verschiedene
Diabetestypen

estimated glomernlar filtration rate; HFpEF-, TAVI-Kohorte: mit der Kreatinin-
basierten CKD-EPI-Formel von 2009 (Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO) CKD Work Group 2013; Levey et al. 2009)
berechnete geschitzte glomerulire Filtrationsrate (siehe auch Tabelle 17)
European System for Cardiac Operative Risk Evaluation Score

Zeitspanne in Tagen vom Studieneintritt bis zum Tod jedweder Art
ischdmische Kardiomyopathie

TAVI-Kohorte: Zeitspanne in Tagen vom Studieneintritt bis zum Tod
kardiovaskulirer Ursache

koronare Herzkrankheit; HFpEF-, TAVI-Kohorte: mindestens eine
Stenose der Koronararterien = 50% in einer Herzkatheteruntersuchung;
DIAST-Kohortte: 1) Fragebogen Seite B3: Hat Thnen ein Arzt gesagt, dass
Sie eine Erkrankung der Herzkranzgefi3e haben? Ja 2) Z. n. PTCA 3) Z. n.
Bypassoperation
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Parameter
KOF

Kreatinin(P)

LDIL-Cholesterin

MLHFQ
NT-proBNP

NYHA-Klasse

pAVK
Priadipositas

RR diastolisch, RR systolisch

STS-Score
Z.n. CABG
Z.n. PCI
Z.n. TIA

7. n. zerebralem ischiamischen

Erlduterung

Korperoberfliche; HFpEF-, TAVI-Kohorte: berechnet mit der DuBois-
Formel KOF [m?] = 0,007184 - GréBe [em]%7% - Gewicht [kg]%#2

(Du Bois und Du Bois 1916)

Kreatinin im Plasma; HFpEF-, TAVI-Kohorte: aus Heparinat-Plasma,
Referenzbeteich: Manner 0,7 — 1,2 mg/dl, Frauen 0,5 — 1,0 mg/dl
(UMG-Laborstandard)

low-density lipoprotein; TAVI-Kohorte: aus Heparinat-Plasma,

Zielbereich < 115 mg/dl (UMG-Laborstandard)

Minnesota Living with Heart Failure Questionnaire

N-terminales pro B-Typ natriuretisches Peptid;

HFpEF-, TAVI-Kohorte: aus Heparinat-Plasma,

Referenzbereich < 200 pg/ml (UMG-Laborstandard)

NYHA, New York Heart Association;

TAVI-Kohorte: NYHA-Klassifikation zur Einteilung der Herzinsuffizienz
periphere arterielle Verschlusskrankheit

HFpEF-, TAVI-Kohorte: nach Vorgaben der WHO,

BMI 25,0 — 29,9 kg/m? (WHO - Regional Office for Europe 2020)

RR, Blutdruck; HFpEF-Kohorte: nichtinvasive Messung des systolischen
und diastolischen Blutdrucks mit der Methode nach Riva-Rocci und
Korotkoff

Society of Thoracic Surgeons-Score

CABG, Koronararterienbypass

PCI, perkutane koronare Intervention

TIA, transitorische ischamische Attacke

TAVI-Kohortte: Z. n. Schlaganfall und/oder TIA

Ereignis

Erginzende Erliduterungen zu ausgewihlten klinischen Parametern, die in dieser Arbeit untersucht wurden, teilweise erginzt
um spezifische Details fiir die jeweils genannte Kohorte. Die in der Tabelle genannten Parameter und zugehérige Abkiirzungen
werden aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit nicht zusitzlich im Abkiirzungsverzeichnis genannt. EDTA,
Ethylendiamintetraessigsdure; KDIGO, Kidney Disease: Improving Global Outcomes; UMG, Universititsmedizin Géttingen;
WHO, World Health Organization.

Zur Berechnung der Nierenfunktion der Patienten in der TAVI- und HFpEF-Kohorte wurde die
estimated glomernlar filtration rate (¢GFR) in der vorliegenden Arbeit mit der CKD-EPI-Formel von 2009
errechnet (Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group 2013; Levey et
al. 2009). Laut der Organisation Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) soll dabei fiir
Patienten mit nicht hellem Hauttyp eine angepasste Formel verwendet werden (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group 2013). Dieses Merkmal betraf in den drei
untersuchten Kohorten keinen der Patienten, sodass die Berechnung mit den in Tabelle 17 dargestellten

Versionen der CKD-EPI-Formel erfolgte.

Tabelle 17: CKD-EPI-Formel zur Berechnung der Nierenfunktion

Geschlecht Kreatinin(P) CKD-EPI-Formel

weiblich < 0,7 mg/dl 144 - ( Kreatinin(P) : 0,7 )0329 - (,993Alter
weiblich > 0,7 mg/dl 144 - ( Kreatinin(P) : 0,7 )-1209 - (,993Alter
minnlich < 0,9 mg/dl 141 - ( Kreatinin(P) : 0,9 )-0411 - (,993Aler
minnlich > 0,9 mg/dl 141 - ( Kreatinin(P) : 0,9 )-1,209 - (0,993Aler

Definition der in dieser Arbeit genutzten CKD-EPI-Formel von 2009 in Abhingigkeit der Ausprigung der Parameter
Geschlecht und Kreatinin(P) zur Berechnung der Nierenfunktion. Kreatinin(P), Kreatinin im Plasma. Tabelle modifiziert nach
Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group (2013).
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In den Kohorten wurden echokardiographische Parameter mithilfe der TTE und der TEE erhoben.
Hierfiir wurde das gingige Vorgehen zur Echokardiographie der Klinik fir Kardiologie und
Pneumologie der Universititsmedizin Gottingen angewandt. Nihere Erlduterungen zu den einzelnen

Parametern sind in Tabelle 18 zu finden. Diese Informationen verdanke ich dem arztlichen Team der

Klinik fir Kardiologie und Pneumologie der Universititsmedizin Gottingen.

Tabelle 18: Erliduterungen zu den echokardiographischen Parametern der untersuchten Kohorten

Parameter [Einheit]
Al

Al Grad

AI PHT [ms]

Al Vena contracta [mm)]
AK Pmax [mmHg]

AK Pmean [mmHg]
AK Vmax [m/s]
AOF(Vmax) [cm?|

AOFVTI) [cm?|
AOFI [cm?/m? KOF]
Aorta(sinus) [mm]

E [cm/s]

E/e' mittel

¢' lateral [cm/s]

e' septal [cm/s]

exzentrische Hypertrophie LV

globaler AP4 Strain [%4]

GLS [%]

HW [mm]

IVS [mm]

konzentrische Hypertrophie LV

konzentrisches Remodeling LV

LA [mm|]

LAVI [ml/m? KOF]
LVEDD [mm]
LVEDV [ml]

LVEF nS [%]

Erlduterung

Vorhandensein einer Aortenklappeninsuffizienz, in der TEE bestimmt,
Einordnung anhand des virtuellen echokardiographischen Eindrucks
Grad der Aortenklappeninsuffizienz, in der TEE bestimmt, Graduierung
des Schweregrades der Klappeninsuffizienz nach dem virtuellen
echokardiographischen Eindruck; Grad 0 = keine Klappeninsuffizienz,
Grad I = leichtgradig, Grad 1I = mittelgradig, Grad I1I = schwergradig
Druckhalbwertszeit bei Aortenklappeninsuffizienz

Vena contracta bei Aortenklappeninsuffizienz

maximaler Druckgradient tber der Aortenklappe

mittlerer Druckgradient tiber der Aortenklappe

maximale Flussgeschwindigkeit iiber der Aortenklappe
Aortenklappenoffnungsfliche, berechnet nach der Kontinuititsgleichung
unter Einbezug von maximalen Flussgeschwindigkeiten
Aortenklappenéffnungsfliche, berechnet nach der Kontinuititsgleichung
unter Einbezug von Geschwindigkeits-Zeit-Integralen
Aortenklappenéffnungsflichen-Index, Berechnung = AOF(VTI) : KOF
grof3ter Durchmesser des Sinus Valsalva der Aorta

maximale frithdiastolische Einstromgeschwindigkeit tiber der Mitralklappe
im PW-Doppler, maximale Geschwindigkeit der E-Welle
linksventrikuldrer Fullungsindex,

Berechnung = E : ((¢'septal + ¢' lateral ) : 2)

frihe diastolische Spitzengeschwindigkeit im Gewebedoppler im
Mitralklappen-Anulus der lateralen Wand

frihe diastolische Spitzengeschwindigkeit im Gewebedoppler im
Mitralklappen-Anulus der septalen Wand

vothanden, wenn RWD < 0,42 und LVMI > 95 g/m? KOF (Frauen) bzw.
LVMI > 115 g/m? KOF (Minner)

AP4, apikaler 4-Kammer-Blick; Bestimmung per Speckle-Tracking-
Echokardiographie, longitudinaler Strain des linken Ventrikels im apikalen
4-Kammer-Blick, Berechnung: Mittelwert aller Segmente des linken
Ventrikels im apikalen 4-Kammer-Blick

Bestimmung per Speckle-Tracking-Echokardiographie, globaler
longitudinaler Strain des linken Ventrikels, Berechnung: Mittelwert aller
Segmente des linken Ventrikels im apikalen 2-, 3- und 4-Kammer-Blick
Hinterwand;

enddiastolische Dicke der posterioren Wand des linken Ventrikels
interventrikuldres Septum;

enddiastolische Dicke der anteroseptalen Wand des linken Ventrikels
vorhanden, wenn RWD > 0,42 und LVMI > 95 g/m? KOF (Frauen) bzw.
LVMI > 115 g/m? KOF (Minner)

vorhanden, wenn RWD > 0,42 und LVMI < 95 g/m? KOF (Frauen) bzw.
LVMI < 115 g/m? KOF (Minner)

linksatrialer endsystolischer Durchmesser

linksatrialer Volumenindex, Berechnung = linksatriales Volumen : KOF
linksventrikuldrer enddiastolischer Diameter

linksventrikulires enddiastolisches Volumen,

bestimmt mit der Scheibchensummationsmethode nach Simpson
linksventrikulire Ejektionsfraktion nach Simpson,

bestimmt mit der Scheibchensummationsmethode nach Simpson,
Berechnung = (( LVEDV - LVESV) : LVEDV ) - 100
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Parameter [Einheit] Erlduterung

LVEF visuell [%] linksventrikulire Ejektionsfraktion visuell bestimmt

LVESD [mm] linksventrikuldrer endsystolischer Diameter

LVESV [ml] linksventrikuldres endsystolisches Volumen,
bestimmt mit der Scheibchensummationsmethode nach Simpson

LVMI [g/m? KOF] linksventrikuldrer Massenindex,
Berechnung = linksventrikulire Masse : KOF

LVOT [mm|] Breite des linksventrikuliren Ausflusstrakts

MI siche Al, dquivalent an der Mitralklappe

MI EROA [cm?| EROA, effective regurgitant orifice area; effektive Regurgitationséffnungsfliche
bei Mitralklappeninsuffizienz nach der PISA-Methode

MI-Grad siche AI-Grad, dquivalent an der Mitralklappe

MI PISA Rad. [mm] PISA, proximal isovelocity surface area; PISA-Radius, Radius der proximalen
Flusskonvergenzzone bei Mitralklappeninsuffizienz

MI Regurg. Vol. [ml/Schlag] Regurgitationsvolumen pro Schlag bei Mitralklappeninsuffizienz

MI Vena contracta [mm] Vena contracta bei Mitralklappeninsuffizienz

MK Pmax [mmHg] maximaler Druckgradient tber der Mitralklappe

MOF (kontin) [cm?] Mitralklappendffnungsfliche, berechnet nach der Kontinuititsgleichung

MOFPHT) [cm?] Mitralklappenoffnungsfliche, berechnet anhand der Druckhalbwertszeit

MOF(planimetrisch) [cm?] Mitralklappen6ffnungsfliche, planimetrisch bestimmt

MS Pmean [mmHg] mittlerer diastolischer Druckgradient iiber der Mitralklappe bei Mitral-
klappenstenose

normale Geometrie LV vothanden, wenn RWD < 0,42 und LVMI < 95 g/m? KOF (Frauen) bzw.
LVMI < 115 g/m? KOF (Minner)

PAPsys [mmHg] systolischer pulmonalarterieller Druck

PAT [ms] pulmonalarterielle Akzelerationszeit

RVD 1 [mm] rechtsventrikuldrer Diameter 1, maximaler enddiastolischer Durchmesser
des rechten Ventrikels innerhalb seines basalen Drittels

RVD 2 [mm] rechtsventrikulirer Diameter 2, maximaler enddiastolischer Durchmesser
des rechten Ventrikels innerhalb seines mittleren Drittels

RVD 3 [mm] rechtsventrikulirer Diameter 3, enddiastolische longitudinale Abmessung
von der Trikuspidalklappenebene bis zur rechten Ventrikelspitze

RWD relative Wanddicke, Berechnung = (2 - HW ) : LVEDD

SV nS [ml] Schlagvolumen nach Simpson, berechnet mit der

Scheibchensummationsmethode nach Simpson,
Berechnung = LVEDV - LVESV
SV mD [ml] Schlagvolumen mittels Dopplermethode bestimmt,
berechnet am LVOT, Berechnung = Fliche(LVOT) - VIT(LVOT)
mit Fliche(LVOT) = n - ( ( Durchmesser(LVOT) : 2)?

SVI [ml/m? KOF] Schlagvolumenindex, mittels Dopplermethode bestimmt,
Berechnung = SV mD : KOF

TAPSE [mm] TAPSE, tricuspid annular plane systolic excursion;
systolische Aufwirtsbewegung des Trikuspidalklappenanulus

TI siche Al, dquivalent an der Trikuspidalklappe

TI-Grad siche AI-Grad, dquivalent an der Trikuspidalklappe

TI Pmax [mmHg] maximaler Druckgradient iiber der Trikuspidalklappe bei
Trikuspidalklappeninsuffizienz

TI Vena contracta [mm] Vena contracta bei Trikuspidalklappeninsuffizienz

TI Vmax [m/s] maximale Flussgeschwindigkeit tiber der Trikuspidalklappe bei
Trikuspidalklappeninsuffizienz

VILVOT)max [m/s] maximale Flussgeschwindigkeit im linksventrikuldren Ausflusstrakt

VTI(Ao) [cm] Geschwindigkeits-Zeit-Integral iiber der Aortenklappe

VTI(LVOT) [cm] Geschwindigkeits-Zeit-Integral im linksventrikuldren Ausflusstrakt

VTI(MI) [cm)] Geschwindigkeits-Zeit-Integral des Mitralklappeninsuffizienz-Flusssignals

ZVD(geschitzt) [mmHg] geschitzter zentralvendser Druck

Erginzende Erlduterungen zu den echokardiographischen Parametern, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Die
in der Tabelle genannten Parameter und zugehérige Abkiirzungen werden aus Grinden der besseren Ubersichtlichkeit nicht
zusitzlich im Abkurzungsverzeichnis genannt. Al, Aortenklappeninsuffizienz; AK, Aortenklappe; LV, linker Ventrikel; MI,

Mitralklappeninsuffizienz; MI, Mitralklappe; MS, Mitralklappenstenose; TT, Trikuspidalklappeninsuffizienz.
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3  Ergebnisse

Fir diese Arbeit wurde die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, B9DT und RASALT in
Blutproben von Patienten der HFpEF-, TAVI- und DIAST-Kohorte bestimmt. Hierfiir wurde zunichst
die DNA aus Blutproben isoliert. AnschlieBend wurde antikérpervermittelt per MeDIP der Anteil
methylierter DNA separiert, sodass daraufhin in einer gqRT-PCR der Anteil der Promotormethylierung

der drei Gene relativ zu einem Input gemessen werden konnte (siche auch Kapitel 2.3).

3.1 Deskriptive Betrachtung der Promotormethylierung der Gene
ATP2A2, B9ID1und RASALIin den untersuchten Kohorten

In den drei Kohorten wurde zunichst die Promotormethylierung der untersuchten Gene ATP2A2,
B9D1T und RASALT im Blut mithilfe von Methoden der deskriptiven Statistik betrachtet. Details zum

statistischen Vorgehen sind in Kapitel 2.3.7 zu finden.

3.11 HFpEF-Kohorte

In der HFpEF-Kohorte zeigte sich eine lognormal verteilte Promotormethylierung der drei Gene im
Blut, wie in Abbildung 3 dargestellt (siche auch Abbildung 1 in Kapitel 2.3.7). Es ergab sich eine mittlere
Promotormethylierung fir ATP2A42 von 0,0077 (£ 0,0150) relativ zum Input, fir B9D7 von
0,0193 (£ 0,0182) relativ zum Input und fiir RASALT von 0,0109 (+ 0,0109) relativ zum Input (Tabelle
19).
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Abbildung 3: Deskriptive Betrachtung der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BID1und RASALIin der
HFpEF-Kohorte. Darstellung der Promotormethylierung der drei Gene (A) ATP2A2, (B) B9D1 und (C) RASALT. Auf der
y-Achse ist jeweils die im Blut gemessene Promotormethylierung eines der Gene aufgetragen. Darstellung der Daten als
Box-Plot. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die hotizontale Linie in der Box stellt den Median dar. Ein
Plus stellt den Mittelwert dar und wurde auf Hohe der Achse der Fithler der Box eingezeichnet. Die Fiihler der Box enden

jeweils am Minimal- bzw. Maximalwert der Daten oder am Ende der Abbildung. n, Anzahl.
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Tabelle 19: HFpEF-Kohorte — deskriptive Betrachtung der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BID1
und RASALI1

methylierte ATP2A2- methylierte BIDI- methylierte RASALI-

DNA [relativ zum DNA [relativ zum DNA [relativ zum

Input] Input] Input]
n 48 48 48
M 0,0077 0,0193 0,0109
SD 0,0150 0,0182 0,0109
Md 0,0024 0,0138 0,0079
25. Perzentil 0,0010 0,0004 0,0030
75. Perzentil 0,0051 0,0268 0,0150

Fir die Promotormethylierung der drei untersuchten Gene ATP2A2, BID1 und RASALT wurden Parameter der deskriptiven
Statistik berechnet. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median.

3.1.2 TAVI-Kohorte

In der TAVI-Kohorte zeigte sich ebenfalls eine lognormal verteilte Promotormethylierung der drei Gene
im Blut, wie in Abbildung 4 dargestellt (siche auch Abbildung 1 in Kapitel 2.3.7). Es ergab sich eine
mittlere Promotormethylierung fiir ATP2A42 von 0,0063 (£ 0,0103) relativ zum Input, fir BYD7 von
0,0241 (£ 0,0348) relativ zum Input und fiir RASALT von 0,0219 (+ 0,0501) relativ zum Input (Tabelle
20).
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Abbildung 4: Deskriptive Betrachtung der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, B9D1 und RASALI1in der
TAVI-Kohorte. Darstellung der Promotormethylierung der drei Gene (A) ATP2A2, (B) BIDT und (C) RASALT. Auf der
y-Achse ist jeweils die im Blut gemessene Promotormethylierung eines der Gene aufgetragen. Darstellung der Daten als
Box-Plot. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die hotizontale Linie in der Box stellt den Median dat. Ein
Plus stellt den Mittelwert dar und wurde auf Hohe der Achse der Fithler der Box eingezeichnet. Die Fiihler der Box enden

jeweils am Minimal- bzw. Maximalwert der Daten oder am Ende der Abbildung. n, Anzahl.
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Tabelle 20: TAVI-Kohorte — deskriptive Betrachtung der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BI9D1und
RASALI

methylierte ATP2A2- methylierte BIDI- methylierte RASALI-

DNA [relativ zum DNA [relativ zum DNA [relativ zum

Input] Input] Input]
n 57 57 57
M 0,0063 0,0241 0,0219
SD 0,0103 0,0348 0,0501
Md 0,0019 0,0139 0,0076
25. Perzentil 0,0006 0,0069 0,0026
75. Perzentil 0,0052 0,0276 0,0226

Fir die Promotormethylierung der drei untersuchten Gene ATP2A2, BID1 und RASALT wurden Parameter der deskriptiven
Statistik berechnet. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median.

3.1.3 DIAST-Kohorte

Auch in der DIAST-Kohorte zeigte sich eine lognormal verteilte Promotormethylierung der drei Gene
im Blut, wie in Abbildung 5 dargestellt (siche auch Abbildung 1 in Kapitel 2.3.7). Es ergab sich eine
mittlere Promotormethylierung fiir ATP2A42 von 0,0101 (£ 0,0174) relativ zum Input, fir B9D7 von
0,0492 (£ 0,0662) relativ zum Input und fiir RASALT von 0,0165 (+ 0,0280) relativ zum Input (Tabelle
21).
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Abbildung 5: Deskriptive Betrachtung der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, B9D1 und RASALIin der
DIAST-Kohorte. Darstellung der Promotormethylierung der drei Gene (A) ATP2A2, (B) BIDT und (C) RASALT. Auf der
y-Achse ist jeweils die im Blut gemessene Promotormethylierung eines der Gene aufgetragen. Darstellung der Daten als
Box-Plot. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die hotizontale Linie in der Box stellt den Median dar. Ein
Plus stellt den Mittelwert dar und wurde auf Hohe der Achse der Fithler der Box eingezeichnet. Die Fihler der Box enden

jeweils am Minimal- bzw. Maximalwert der Daten oder am Ende der Abbildung. n, Anzahl.
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Tabelle 21: DIAST-Kohorte — deskriptive Betrachtung der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BI9D1 und
RASALI1

methylierte ATP2A2- methylierte BIDI- methylierte RASALI-

DNA [relativ zum DNA [relativ zum DNA [relativ zum

Input] Input] Input]
n 46 46 46
M 0,0101 0,0492 0,0165
SD 0,0174 0,0662 0,0280
Md 0,0044 0,0255 0,0072
25. Perzentil 0,0023 0,0110 0,0038
75. Perzentil 0,0088 0,0617 0,0134

Fir die Promotormethylierung der drei untersuchten Gene ATP2A2, BID1 und RASALT wurden Parameter der deskriptiven
Statistik berechnet. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median.

3.2 Charakterisierung der untersuchten Kohorten anhand klinischer

Parameter

Zur niheren Charakterisierung der drei untersuchten Kohorten, wurden die klinischen Parameter
mithilfe von Methoden der deskriptiven Statistik niher betrachtet. Details zum statistischen Vorgehen
werden in Kapitel 2.3.7 genannt. Nihere Erlduterungen zu den untersuchten klinischen Parametern und
zugehérigen Abkiirzungen sind in Kapitel 2.3.8 zu finden. Abkiirzungen der klinischen Parameter, die
nur in Tabellen und Abbildungen genannt werden und nicht im FlieBtext vorkommen, sind aus Grinden

der besseren Ubersichtlichkeit nur in Kapitel 2.3.8 und nicht im Abkiirzungsverzeichnis aufgefiihrt.

3.21 HFpEF-Kohorte

Die HFpEF-Kohorte setzte sich aus 48 Patienten zusammen, davon waren 31 (64,6%) weiblich und
17 (35,4%) minnlich. Das mittlere Alter bei Blutentnahme betrug 76,6 (= 9,4) Jahre. In der Kohorte
hatten alle Patienten eine LVEF = 45%, die mittlere LVEF lag bei 54,7 ( 3,7) %, sodass im
Durchschnitt eine erhaltene LVEF vorlag. Zudem wat bei allen Patienten E /¢’ mittel = 12 (aufgerundet
ab E/¢’ mittel = 11,5). Mit einem mittleren BMI von 27,4 (+ 5,1) kg/m? lag im Durchschnitt eine
Praadipositas vor. Die Nierenfunktion war bei einer mittleren eGFR von 60,7 (+ 24,6) ml/min/1,73 m?
im Durchschnitt erhalten. In Tabelle 22 und Tabelle 23 werden alle metrischen und kategorialen

Parameter deskriptiv beschrieben, die von der Kohorte vorlagen.

Tabelle 22: HFpEF-Kohorte — deskriptive Charakterisierung metrischer Parameter

Parameter [Einheit] n M SD Md 25. Perzentil = 75. Perzentil
AI PHT [ms] 5 554,8 81,0 546,0 478,5 635,5
Al Vena contracta [mm] 5 4.4 1,9 4.0 3,0 6,0
AK Pmax [mmHg] 48 30,0 24.5 21,0 12,3 41,3
AK Pmean [mmHg| 48 17,4 15,7 11,0 6,5 21,5
AK Vmax [m/s] 48 2,5 1,1 2,3 1,8 3,4
Alter [Jahre] 48 76,6 9,4 78,0 69,5 83,0
AOF(Vmax) [cm?| 4 1,1 0,2 1,1 1,0 1,3
AOFVTI) [cm?| 26 1,3 0,7 1,1 0,8 1,7
AOFI [cm?/m?* KOF] 24 0,7 0,3 0,6 0,5 0,9
Aorta(sinus) [mm] 25 28,4 33 28,0 26,5 30,0

BMI [kg/m?| 48 27,4 51 27,0 24,1 29,9
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Parameter [Einheit]
BNP [pg/ml]|

E [cm/s]

E/e' mittel

e' lateral [cm/s]

¢' septal [cm/s]

eGFR [ml/min/1,73 m?
Gewicht [kg]

GroBe [cm]

HW [mm]

IVS [mm)]

KOF [m?|

Kreatinin(P) [mg/dl]
LA [mm|]

LAVI [ml/m? KOF|
LVEDD [mm]

LVEF visuell [%]
LVESD [mm]

LVMI [g/m? KOF]
LVOT [mm]

MI EROA [ecm?]

MI PISA Rad. [mm]

MI Regurg. Vol. [ml/Schlag]
MI Vena contracta [mm]|
MK Pmax [mmHg]
MOF (kontin) [cm?]
MOF(PHT) [cm?]
MOF(planimetrisch) [cm?]
MS Pmean [mmHg]
NT-proBNP [pg/ml]
PAPsys [mmHg]

PAT [ms]

RR diastolisch [mmHg]
RR systolisch [mmHg]
RVD 1 [mm|]

RVD 2 [mm|]

RVD 3 [mm|]

RWD

SVI [ml/m? KOF]
TAPSE [mm]

TI Pmax [mmHg]

TT Vena contracta [mm]
TI Vmax [m/s]
VILVOT)max [m/s]
VTI(Ao) [cm)]
VTI(LVOT) [cm]
VTI(MI) [cm]
ZVD(geschitzt) [mmHg]

Fir jeden metrischen Parameter

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median.

11
48
48
48
48
48
48
48
47
47
48
48
21
44
47
48
27
22
27
10
12
11
13

8
17

4

6
31
34
35

8
48
48
17
17
15
47
26
45
39

4
39
30
48
30
11
31

498 1
108,6
18,9
6,9
5,1
60,7
747
164,4
13,0
141
1,8
1,3
39,5
51,0
437
54,7
293
122,6
20,6
0,1
49
231
46
7,9
2,1
2,6
2,0
2,9
1761,0
39,7
114,4
73,9
130,5
37,7
244
70,7
0,6
493
22,7
31,3
5,5
2,8
1,2
61,4
27,9
188,2
8,1

wurden Parameter

SD

der

Md
473,6 325,0
28,8 105,9
6,0 17,2
2.2 7,0
1,6 4.8
24,6 62,0
18,0 73,0
9,9 165,0
2.1 13,0
2.4 13,0
0,2 1,8
1,1 1,0
8,1 43,0
16,7 48,1
7,2 45,0
3,7 55,0
7,2 30,0
26,8 117,7
1,6 21,0
0,0 0,1
1,5 5,0
10,4 21,0
1,0 4.5
1,2 8,0
0,7 2,0
0,7 2,6
0,7 1,8
1,2 3,0
2520,0 693,60
10,3 41,0
324 114,0
11,3 75,0
17,9 130,0
7,0 37,0
5,4 24,0
11,2 72,0
0,2 0,6
16,0 45,8
5,2 23,0
6,8 31,0
1,0 5,0
0,3 2,8
0,4 1,1
29,1 51,5
10,1 25,7
44.5 193,0
5,4 5,0
deskriptiven  Statistik

25. Perzentil
112,5
93,4
14,8
5,0
39
46,3
60,3
158,0
12,0
12,0
1,6
0,8
34,5
36,2
39,0
55,0
25,0
102,2
20,0
0,1

>

40
14,0
40

>

7,0

>

1,6

>

2,0
1,6
2,0

2853

32,0
82,0
67,0
120,0
32,0
20,0
59,0
0,5
39,4
18,9
27,0
5,0
2,6
0,8
39,9
21,0

147,0
5,0

berechnet. Fur

75. Perzentil
7979
127,0

21,3
8,4
6,0

85,0

87,8

171,5

14,0

16,0
2,0
1,3

45,0

61,0

49,0

55,0

340

1424

21,0

0,1

>

6,0
30,0
5,0

>

8,8

>

2,6

>

3,2

>

22
3,0
1673,0
450
146,3
80,0
140,0
425
28,5
83,0
0,7
53,7
27,3
36,2
6,5
3,0
14
80,0
33,3
215,0
10,0

Begriffs- und
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Tabelle 23: HFpEF-Kohorte — deskriptive Charakterisierung kategorialer Parameter

Parameter n absolute Haufigkeit relative Hiufigkeit

Adipositas 48 12 25,0%
arterielle Hypertonie 48 46 95,8%
CKD-Stadium G1 48 5 10,4%
CKD-Stadium G2 48 20 41,7%
CKD-Stadium G3a 48 12 25,0%
CKD-Stadium G3b 48 5 10,4%
CKD-Stadium G4 48 3 6,3%
CKD-Stadium G5 48 3 6,3%
Diabetes mellitus 48 21 43 .8%
Dialyse 48 3 6,3%
Dihydralazin 48 4 8,3%
eGFR < 30 ml/min/1,73 m? 48 6 12,5%
eGFR < 60 ml/min/1,73 m? 48 23 47,9%
exzentrische Hypertrophie LV 22 1 4,5%
Geschlecht minnlich 48 17 35,4%
Geschlecht weiblich 48 31 64,6%
KHK 48 27 56,3%
konzentrische Hypertrophie LV 22 16 72,7%
konzentrisches Remodeling LV 22 5 22,7%
normale Geometrie LV 22 0 0,0%
Priadipositas 48 19 39,6%

Fiur jeden kategorialen Parameter wurden Parameter der deskriptiven Statistik berechnet. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl.

3.2.2 TAVI-Kohorte

Die TAVI-Kohorte setzte sich aus 57 Patienten, 25 (43,9%) weiblichen und 32 (56,1%) minnlichen,
zusammen. Das mittlere Alter bei TAVI betrug 79,5 (£ 6,3) Jahre. In der Kohorte lag im Durchschnitt
mit 52,8 (£ 14,0) % eine erhaltene LVEF vor. Der BMI lag im Mittel bei 28,3 (£ 5,7) kg/m?, womit im
Durchschnitt eine Priadipositas vorlag. Die Nierenfunktion war bei einer mittleren eGFR von
59,4 (+ 20,5) ml/min/1,73 m? im Durchschnitt fast normwertig. In Tabelle 24 und Tabelle 25 werden

alle metrischen und kategorialen Parameter deskriptiv beschrieben, die von der Kohorte vorlagen.

Tabelle 24: TAVI-Kohorte — deskriptive Charakterisierung metrischer Parameter

Parameter [Einheit] n M SD Md 25. Perzentil = 75. Perzentil
6MGT Distanz [m] 49 218,0 122,0 224.0 131,0 320,5
AK Pmean [mmHg] 57 37,7 17,0 38,0 25,5 43,5
AK Vmax [m/s] 57 39 0,8 41 33 43
Alter [Jahre] 57 79,5 6,3 80,0 76,0 84,0
AOF(VTI) [cm?] 57 0,7 0,2 0,8 0,6 0,9
AOFI [cm?/m? KOF] 57 0,4 0,1 0,4 0,3 0,5
BMI [kg/m?| 57 28,3 5,7 27,6 242 30,8
E [cm/s] 20 108,8 30,2 104,5 82,4 137,5
E/c' mittel 21 18,0 6,7 17,9 12,9 214
eGFR [ml/min/1,73 m?| 57 59,4 20,5 60,0 46,5 78,5
EuroSCORE II [%4] 47 6,7 6,9 44 1,9 9,1
globaler AP4 Strain [%)] 53 -15,9 53 -16,6 -20,1 -12,3
GLS [%] 53 15,4 46 16, 19,1 12,3
HW [mm] 57 13,5 1,8 13,0 12,5 15,0
IVS [mm)] 57 15,5 22 15,0 14,0 17,0
KOF [m?] 57 1,9 0,2 1,9 1,8 2,0
Kreatinin(P) [mg/dl] 57 1,2 0,8 1,1 0,9 1,3

LAVI [ml/m? KOF] 50 476 13,9 455 38,8 57,0
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Parameter [Einheit]
LDL-Cholesterin [mg/dl]
logistischer EuroSCORE [%]
LVEDD [mm]

LVEDV [m]]

LVEF nS [%]

LVESD [mm]

LVESV [m]]

LVMI [g/m? KOF]
MLHFQ [Punkte]
NT-proBNP [pg/ml]
PAPsys [mmHg]

RWD

STS-Score [%0]

SV mD [ml]

SV nS [ml]

SVI [ml/m? KOF]
TAPSE [mm]

Fir jeden metrischen Parameter

44
46
57
56
57
56
56
57
56
47
45
57
46
56
56
56
49

M

100,5
237
455
83,1
52,8
34,6
431

143,0
39,3

42370

46,8
0,6
3,9

69,7

40,0

36,5

20,1

wurden Parameter

SD
38,9
21,6

7.6
38,5
14,0

9,1
34,7
40,2
18,8

6963,0
17,3

0,1

35
21,6
13,0
10,9

45

Md
102,0
15,0
440
75,1
55,0
34,0
33,0
132,2
44,0
1938,0
42,0
0,6
2,5
67,6
37,6
344
19,0

25. Perzentil

68,0
75
40,0
58,9
432
29,0
22,1
113,8
22,3
657,6
33,5
0,5
12
56,3
32,0
28,8
16,5

der deskriptiven Statistik berechnet. Fir

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median.

Tabelle 25: TAVI-Kohorte — deskriptive Charakterisierung kategorialer Parameter

Parameter

Adipositas

Al

Al Grad 0

AT Grad T

Al Grad II

AT Grad III

arterielle Hypertonie
chronische Lungenerkrankung
CKD-Stadium G1
CKD-Stadium G2
CKD-Stadium G3a
CKD-Stadium G3b
CKD-Stadium G4
CKD-Stadium G5
CM(andere)

COPD

CRT-D

DCM

Diabetes mellitus

eGFR < 30 ml/min/1,73 m?
eGFR < 60 ml/min/1,73 m?
exzentrische Hypertrophie LV
Geschlecht mannlich
Geschlecht weiblich

ICM

KHK

konzentrische Hypertrophie LV
konzentrisches Remodeling LV
Lungenfibrose

MI

MI Grad 0

MI Grad I

MI Grad 11

MI Grad 111

normale Geometrie LV
NYHA-Klasse I

n

57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57

absolute Haufigkeit

—
—_ =0 O = A0 WL

Rl N L N N
N=28 \C RN \CREN-REUL N SRl e QoS RECL N\

75. Perzentil
123,0
33,5
50,0
98,0
64,5
39,0
51,0
175,8
51,0
4465,0
55,0
0,7

6,0
80,1
448
437
23,0

Begriffs- und

relative Haufigkeit

29,8%
63,2%
36,8%
38,6%
22.8%
1,8%
93,0%
19,3%
5,3%
45,6%
26,3%
14,0%
7,0%
1,8%
17,5%
15,8%
1,8%
1,8%
38,6%
8,8%
49,1%
10,5%
56,1%
43,9%
15,8%
73,7%
73,7%
15,8%
3,5%
93,0%
7,0%
63,2%
24.6%
5,3%
0,0%
10,5%
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Parameter n absolute Hiufigkeit relative Hiufigkeit

NYHA-Klasse 11 57 13 22,8%
NYHA-Klasse 11T 57 33 57,9%
NYHA-Klasse IV 57 5 8,8%
pAVK 57 12 21,1%
Priadipositas 57 19 33,3%
TI 56 51 91,1%
TI Grad 0 56 5 8,9%
TI Grad I 56 34 60,7%
TI Grad IT 56 13 23,2%
TT Grad I1I 56 4 7,1%
Vorhofflimmern 57 21 36,8%
Z.n. CABG 57 8 14,0%
Z. n. Myokardinfarkt 57 13 22,8%
Z.1n. PCI 57 21 36,8%
Z. n. Schlaganfall 57 8 14,0%
Z.n. TIA 57 4 7,0%
Z. n. zerebralem ischdmischen Ereignis 57 11 19,3%

Fiur jeden kategorialen Parameter wurden Parameter der deskriptiven Statistik berechnet. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl.

3.2.3 DIAST-Kohorte

Die DIAST-Kohorte setzte sich aus 46 Patienten, 31 (67,4%) weiblichen und 15 (32,6%) minnlichen
zusammen. Das mittlere Alter zum Zeitpunkt Null betrug 72,9 (+ 8,6) Jahre. Der BMI lag im Mittel bei
32,4 (£ 7,2) kg/m?, womit im Durchschnitt eine Adipositas votlag. Da die Auswahl der Kohorte bereits
im Rahmen einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg erfolgte, war zusitzlich bekannt, dass alle
Patienten eine LVEF > 45% und E/¢e’ mittel 2> 12 aufwiesen. In Tabelle 26 und Tabelle 27 werden alle
metrischen und kategorialen klinischen Parameter deskriptiv beschrieben, die von der Kohorte vorlagen

und in die statistischen Analysen von Kapitel 3.4 eingingen.

Tabelle 26: DIAST-Kohorte — deskriptive Charakterisierung metrischer Parameter

Parameter [Einheit] n M SD Md 25. Perzentil = 75. Perzentil
Alter [Jahre] 46 72,9 8,6 72,5 67,8 79,5
BMI [kg/m?] 46 32,4 7,2 30,8 27,0 36,3

Fir jeden metrischen Parameter wurden Parameter der deskriptiven Statistik berechnet. Fuar Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median.

Tabelle 27: DIAST-Kohorte — deskriptive Charakterisierung kategorialer Parameter

Parameter n absolute Haufigkeit relative Haufigkeit

Geschlecht minnlich 46 15 32,6%
Geschlecht weiblich 46 31 67,4%
KHK 46 14 30,4%

Fir jeden kategorialen Parameter wurden Parameter der deskriptiven Statistik berechnet. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl.
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3.3 Korrelation der Promotormethylierung der Gene ATP2A2, BI9D1
und RASALImit klinischen Parametern

Die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BID7 und RASALT? im Blut wurde auf
Zusammenhinge mit verschiedenen klinischen Parametern der HFpEF- und TAVI-Kohorte untersucht.
Zur Untersuchung metrischer klinischer Parameter wurden lineare Regressionen durchgefiithrt. Zur
Untersuchung kategorialer klinischer Parameter mit zwei Kategorien wurden ungepaarte Welch-Tests
durchgefiihrt. Kategoriale klinische Parameter mit mehr als zwei Kategorien wurde per einfaktorieller
ANOVA analysiert und bei Signifikanz folgten Bonferroni-korrigierte Post-hoc-Tests. Weitere Details
zum statistischen Vorgehen sind in Kapitel 2.3.7 zu finden. In Kapitel 2.3.8 sind nihere Erlduterungen
zu den untersuchten klinischen Parametern und zugehérigen Abkiirzungen zu finden. Abkiirzungen der
klinischen Parameter, die nur in Abbildungen und Tabellen genannt werden und nicht im FlieBtext
vorkommen, sind aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit nur in Kapitel 2.3.8 und nicht im

Abkurzungsverzeichnis aufgefiihrt.

3.3.1 HFpEF-Kohorte

In der HFpEF-Kohorte zeigte sich fiir den Grofiteil der metrischen klinischen Parameter kein
signifikanter linearer Zusammenhang mit der Promotormethylierung der drei Gene (Tabelle 28 bis
Tabelle 30). Ein signifikanter linearer Zusammenhang ergab sich fir das Gen . ATP2A2 vor Adjustierung
des p-Werts mit den Parametern LA (p = 0,0176) und RVD 2 (p = 0,0191) jeweils im Sinne einer
niedrigeren Promotormethylierung bei héheren Werten des klinischen Parameters. Zudem ergab sich
tir das Gen ATP2A2 vor Adjustierung des p-Werts mit dem Parameter SVI ein signifikanter linearer
Zusammenhang (p = 0,0470) im Sinne einer héheren Promotormethylierung bei héheren Werten des
klinischen Parameters. Fiir das Gen BID7 ergab sich vor Adjustierung des p-Werts mit den Parametern
Aorta(sinus) (p = 0,0137) und BNP (p = 0,0003) ein signifikanter linearer Zusammenhang jeweils im
Sinne einer héheren Promotormethylierung bei héheren Werten des klinischen Parameters. Fiir das Gen
RASALT ergab sich vor Adjustierung des p-Werts nur mit dem Parameter BNP (p = 0,0427) ein
signifikanter linearer Zusammenhang im Sinne einer hdheren Promotormethylierung bei héheren
Werten des klinischen Parameters. Nach der Bonferroni-Korrektur zeigte sich nur fir die
Promotormethylierung des Gens BID7 und den Parameter BNP weiterhin ein signifikanter linearer
Zusammenhang (p = 0,0195) im Sinne einer héheren Promotormethylierung bei héheren Werten des

klinischen Parameters (Abbildung 06).
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Abbildung 6: Signifikante positive lineare Korrelation der B9DI-Promotormethylierung mit dem metrischen

klinischen Parameter BNP in der HFpEF-Kohorte. Nach der Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur

ergab sich fiir die Promotormethylierung von B9D7 und den Parameter BNP ein signifikanter positiver linearer Zusammenhang.

Abgebildet ist der Graph zur linearen Regressionsanalyse in Form einer Punktwolke mit Regtessionsgerade unter Angabe von

n, adjustiertem p-Wert nach Bonferroni-Korrektur und r* Die unabhingige Variable, der Parameter BNP, ist auf der x-Achse

und die abhingige Variable, die BD7-Promotormethylierung, ist auf der y-Achse aufgetragen. Ein p < 0,05 ist mit * markiert.

Fir Begriffs- und Abkurzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl.

Tabelle 28: Darstellung der Ergebnisse linearer Regressionen der ATP2A2-Promotormethylierung und metrischer

Parameter in der HFpEF-Kohorte

Parameter [Einheit]

AK Pmax [mmHg]
AK Pmean [mmHg]
AK Vmax [m/s]
Alter [Jahre]
AOFVTI) [cm?|
AOFI [cm?/m? KOF]
Aorta(sinus) [mm]
BMI [ke/m?]

BNP [pg/ml]

E [cm/s]

E/e' mittel

¢' lateral [cm/s]

e' septal [cm/s]
eGFR [ml/min/1,73 m?
Gewicht [kg]

Grofle [cm]

HW [mm]

IVS [mm)]

KOF [m?]
Kreatinin(P) [mg/dl]
LA [mm|]

LAVI [ml/m? KOF]
LVEDD [mm]
LVEF visuell [%]
LVESD [mm]
LVMI [g/m? KOF]
LVOT [mm]

n

48
48
48
48
26
24
25
48
11
48
48
48
48
48
48
48
47
47
48
48
21
44
47
48
27
22
27

p-Wert

0,0940
0,0826
0,1279
0,3416
0,9770
0,9177
0,9342
0,4020
0,2413
0,7986
0,6085
0,4269
0,7175
0,5280
0,3220
0,5032
0,5285
0,4173
0,3470
0,4426

0,0176*
0,5688
0,3515
0,7793
0,3303
0,7850
0,8632

adjust.
p-Wert

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

Steigung

0,0137
0,0221
0,2858

-0,0205

-0,0109

-0,0789
0,0055

-0,0330
0,0012

-0,0018

20,0173
0,0744
0,0464
0,0052

20,0111

0,0137
0,0620

-0,0699

-0,7780

0,1383

0,0754
0,0073

-0,0265

-0,0153
0,0357

-0,0032
0,0263

95%-KI
der
Steigung
u. Grenze
-0,0024
-0,0030
-0,0852
-0,0634
-0,7832
-1,6450
-0,1320
-0,1115
-0,0009
-0,0159
-0,0846
-0,1124
-0,2102
-0,0112
-0,0333
-0,0544
-0,1347
-0,2420
-2,4260
-0,4976
-0,1361
-0,0183
-0,0831
-0,1247
-0,0383
-0,0276
-0,2853

95%-KI
der
Steigung
o. Grenze
0,0297
0,0472
0,6568
0,0224
0,7614
1,4870
0,1431
0,0455
0,0032
0,0123
0,0501
0,2611
0,3031
0,0216
0,0112
0,0271
0,2588
0,1021
0,8701
0,2211
-0,0147
0,0328
0,0301
0,0941
0,1096
0,0212
0,3380

rZ

0,0598
0,0641
0,0497
0,0197
0,0000
0,0005
0,0003
0,0153
0,1488
0,0014
0,0057
0,0138
0,0029
0,0087
0,0213
0,0098
0,0089
0,0147
0,0193
0,0129
0,2622
0,0078
0,0193
0,0017
0,0379
0,0038
0,0012
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Parameter [Einheit] n  p-Wert adjust. Steigung = 95%-KI 95%-KI r?
p-Wert der der
Steigung Steigung
u. Grenze | o. Grenze

MI EROA [cm?] 10 0,4268 1,0000 7,5000  -13,1600 28,1600  0,0806
MI PISA Rad. [mm] 12 0,4572 1,0000 0,1665 -0,3133 0,6464  0,0564
MI Regurg. Vol. [ml/Schlag] = 11 0,4651 1,0000 0,0258 -0,0507 0,1023  0,0607
MI Vena contracta [mm] 13 0,9457 1,0000 0,0181 -0,5542 0,5904  0,0004
MK Pmax [mmHg] 8 0,7104 1,0000  -0,1592 ~1,1600 0,8414  0,0247
MOF (kontin) [cm?] 17 0,3819 1,0000 0,3020 -0,4126 1,0170  0,0513
MOF (planimetrisch) [cm?] 6 0,3497 1,0000  -0,6704 -2,4290 1,0890 0,2187
MS Pmean [mmHg] 31 0,6153 1,0000  -0,1093 20,5494 0,3308  0,0088
NT-proBNP [pg/ml] 34 0,7673 1,0000 0,0000 -0,0002 0,0002  0,0028
PAPsys [mmHg] 35 0,1977 1,0000  -0,0271 20,0691 0,0149  0,0498
PAT [ms] 8 0,8560 1,0000 0,0037 -0,0442 0,0516  0,0059
RR diastolisch [mmHg] 48 0,2338 1,0000 0,0212 -0,0142 0,0565  0,0307
RR systolisch [mmHg] 48 0,5158 1,0000 0,0073 -0,0152 0,0299  0,0092
RVD 1 [mm] 17 0,2254 1,0000  -0,0541 -0,1452 0,0371  0,0963
RVD 2 [mm] 17 0,0191% 1,0000  -0,1264 -0,2289 20,0238 0,3149
RVD 3 [mm] 15 0,1489 1,0000  -0,0431 -0,1037 0,0176  0,1534
RWD 47 0,4187 1,0000 0,9663 -1,4180 3,3510  0,0146
SVI [ml/m? KOF] 26 0,0470% 1,0000 0,0301 0,0004 0,0597 = 0,1544
TAPSE [mm] 45 0,5213 1,0000  -0,0262 -0,1079 0,0555  0,0096
TT Pmax [mmHg] 39 0,2564 1,0000  -0,0334 -0,0921 0,0253  0,0347
TI Vmax [m/s] 39 0,1987 1,0000  -0,7889 2,0100 0,4325  0,0442
V(LVOT)max [m/s] 30 0,2398 1,0000 0,6759 ~0,4769 1,8290  0,0490
VTI(Ao) [cm] 48 0,1303 1,0000 0,0104 -0,0032 0,0240 = 0,0491
VTIILVOT) [cm] 30 0,1379 1,0000 0,0371 -0,0127 0,0869  0,0769
VTIMI) [cm] 11 0,8608 1,0000  -0,0017 -0,0235 0,0200  0,0036
ZVD(geschiitzt) [mmHg] 31 0,9944 1,0000 0,0003 -0,0829 0,0835  0,0000

Fir jeden metrischen Parameter sind die Ergebnisse einer linearen Regression mit der Promotormethylierung von ATP2A42
dargestellt; abhingige Variable: methylierte .ATP2A42-DNA [relativ zum Input]; unabhingige Variablen: jeweils der in der
Tabelle dargestellte metrische Parameter; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fiir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; adjust., adjustierter; KI, Konfidenzintervall; u., untere; o., obere.

Tabelle 29: Darstellung der Ergebnisse linearer Regressionen der B9DI-Promotormethylierung und metrischer
Parameter in der HFpEF-Kohorte
Parameter [Einheit] n | p-Wert adjust. Steigung = 95%-KI 95%-KI r?
p-Wert der der
Steigung Steigung
u. Grenze | o. Grenze

AK Pmax [mmHg] 48 0,4233 1,0000 0,0043 -0,0065 0,0151 = 0,0140
AK Pmean [mmHg] 48 0,5493 1,0000 0,0051 -0,0118 0,0220 = 0,0078
AK Vmax [m/s] 48 0,4079 1,0000 0,1026 -0,1447 0,3498  0,0149
Alter [Jahre] 48 0,2579 1,0000 0,0159 -0,0121 0,0439  0,0277
AOFVTI) [cm?] 26 0,9399 1,0000 -0,0182 -0,5099 0,4736 = 0,0002
AOFI [cm?/m?* KOF] 24 0,6299 1,0000 -0,2312 -1,2130 0,7501 = 0,0107
Aorta(sinus) [mm)] 25 0,0137* 0,8905 0,1050 0,0236 0,1864 = 0,2366
BMI [kg/m?| 48 0,7284 1,0000 0,0090 -0,0428 0,0607 = 0,0026
BNP [pg/ml] 11 0,0003*%< (,0195%* 0,0018 0,0011 0,0025 = 0,7885
E [cm/s] 48 0,1165 1,0000 -0,0071 -0,0161 0,0018 = 0,0527
E/e' mittel 48 0,1341 1,0000 -0,0327 -0,0758 0,0105 = 0,0481
¢' lateral [cm/s] 48 0,9919 1,0000 -0,0006 -0,1237 0,1224 = 0,0000
¢' septal [cm/s] 48 0,7201 1,0000 0,0301 -0,1379 0,1981  0,0028
eGFR [ml/min/1,73 m?| 48 0,0952 1,0000 -0,0089 -0,0194 0,0016 = 0,0593
Gewicht [kg] 48 0,6175 1,0000 -0,0037 -0,0184 0,0110 = 0,0055
GroBe [cm] 48 0,1533 1,0000 -0,0189 -0,0451 0,0073 = 0,0438

HW [mm] 47 0,4540 1,0000 0,0488 -0,0813 0,1788 = 0,0125
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Parameter [Einheit] n  p-Wert adjust. Steigung | 95%-KI 95%-KI r?
p-Wert der der
Steigung Steigung
u. Grenze | o. Grenze

IVS [mm] 47 0,9511 1,0000  -0,0035 -0,1183 0,1113  0,0001
KOF [m?] 48 0,3702 1,0000  -0,4854 -1,5650 0,5942  0,0175
Kreatinin(P) [mg/dI] 48 0,4608 1,0000 0,0870 -0,1484 0,3223  0,0119
LA [mm] 21 0,6040 1,0000 0,0106 -0,0314 0,0525 0,0144
LAVI [ml/m? KOF] 44 0,2090 1,0000 0,0106 -0,0062 0,0273  0,0373
LVEDD [mm] 47 0,9275 1,0000 0,0017 -0,0361 0,0396  0,0002
LVEF visuell [%] 48 0,5833 1,0000  -0,0196 -0,0910 0,0518  0,0066
LVESD [mm] 27 0,7103 1,0000  -0,0093 -0,0605 0,0418  0,0056
LVMI [g/m? KOF] 22 0,1913 1,0000 0,0094 -0,0051 0,0240  0,0838
LVOT [mm| 27 0,6385 1,0000  -0,0506 20,2699 0,1686  0,0090
MI EROA [cm?] 10 0,5280 1,0000 41860  -10,4500 18,8200  0,0516
MI PISA Rad. [mm] 12 0,7270 1,0000  -0,0607 -0,4370 03157  0,0127
MI Regure. Vol. [ml/Schlag] = 11 0,7104 1,0000  -0,0102 -0,0704 0,0500  0,0161
MI Vena contracta [mm] 13 0,8701 1,0000  -0,0449 20,6349 0,5452  0,0025
MK Pmax [mmHg] 8 0,3304 1,0000  -0,2535 -0,8393 0,3323  0,1574
MOF (kontin) [cm?] 17 0,7161 1,0000 0,0987 -0,4690 0,6663  0,0091
MOF (planimetrisch) [cm?] 6 0,9606 1,0000 0,0263 -1,3620 1,4140  0,0007
MS Pmean [mmHg] 31 0,1668 1,0000  -0,1658 -0,4049 0,0733  0,0649
NT-proBNP [pg/ml] 34 0,6133 1,0000 0,0000 -0,0001 0,0002  0,0081
PAPsys [mmHg] 35 0,7370 1,0000 0,0055 -0,0276 0,0387 = 0,0035
PAT [ms] 8 0,7245 1,0000  -0,0040 -0,0307 0,0226  0,0222
RR diastolisch [mmFHg] 48 0,2461 1,0000 0,0135 -0,0096 0,0367 = 0,0291
RR systolisch [mmHg] 48 0,6907 1,0000 0,0029 -0,0119 0,0177 = 0,0035
RVD 1 [mm] 17 0,9643 1,0000  -0,0016 -0,0754 0,0722  0,0001
RVD 2 [mm] 17 0,9916 1,0000 0,0005 20,0949 0,0958  0,0000
RVD 3 [mm] 15 0,8397 1,0000  -0,0049 -0,0564 0,0466  0,0033
RWD 47 0,8137 1,0000 0,1870 ~1,4030 1,7770  0,0012
SVI [ml/m? KOF] 26 0,5956 1,0000 0,0059 -0,0167 0,0284 0,019
TAPSE [mm] 45 0,8635 1,0000  -0,0045 -0,0567 0,0477  0,0007
TI Pmax [mmHg] 39 0,9837 1,0000  -0,0005 -0,0461 0,0452  0,0000
TI Vmax [m/s] 39 0,9154 1,0000 0,0504 -0,9039 1,0050  0,0003
V(LVOT)max [m/s] 30 0,1796 1,0000 0,4868 -0,2376 12110 0,0634
VTI(Ao) [cm] 48 0,4731 1,0000 0,0033 -0,0058 0,0123 0,113
VTI(LVOT) [cm] 30 0,2419 1,0000 0,0187 -0,0133 0,0507  0,0486
VTI(MI) [cm] 11 0,2689 1,0000  -0,0068 -0,0198 0,0062  0,1336
ZVD(geschitzt) [mmHg] 31 0,2365 1,0000 0,0378 -0,0262 0,1018  0,0480

Fir jeden metrischen Parameter sind die Ergebnisse einer linearen Regression mit der Promotormethylierung von B9D7
dargestellt; abhingige Variable: methylierte BID7-DNA [relativ zum Input]; unabhingige Variablen: jeweils der in der Tabelle
dargestellte metrische Parameter; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; adjust., adjustierter; KI, Konfidenzintervall; u., untere; o., obere.

Tabelle 30: Darstellung der Ergebnisse linearer Regressionen der RASALI-Promotormethylierung und metrischer
Parameter in der HFpEF-Kohorte

Parameter [Einheit] n | p-Wert adjust. Steigung | 95%-KI 95%-KI r?
p-Wert der der
Steigung Steigung
u. Grenze | o. Grenze

AK Pmax [mmHg] 48 0,0783 1,0000 0,0109 -0,0013 0,0230 = 0,0659
AK Pmean [mmHg| 48 0,0866 1,0000 0,0165 -0,0025 0,0356 = 0,0625
AK Vmax [m/s] 48 0,0869 1,0000 0,2426 -0,0366 0,5217 = 0,0624
Alter [Jahre] 48 0,3719 1,0000 0,0146 -0,0180 0,0471 | 0,0174
AOFVTI) [cm?| 26 0,6947 1,0000 -0,1108 -0,6864 0,4648 = 0,0065
AOFI [cm?/m?* KOF] 24 0,4717 1,0000 -0,3735 -1,4310 0,6843 = 0,0238

Aorta(sinus) [mm)] 25 0,0532 1,0000 0,0899 -0,0014 0,1811 = 0,1530
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Parameter [Einheit] n  p-Wert adjust. Steigung | 95%-KI 95%-KI r?
p-Wert der der
Steigung Steigung
u. Grenze | o. Grenze

BMI [kg/m?] 48 0,7145 1,0000  -0,0110 -0,0708 0,0489  0,0029
BNP [pg/ml] 11 0,0427+ 1,0000 0,0015 0,0001 0,0030  0,3819
E [cm/s] 48 0,3818 1,0000  -0,0046 -0,0152 0,0059  0,0167
E/e¢' mittel 48 0,6076 1,0000  -0,0131 -0,0641 0,0379  0,0058
¢' lateral [cm/s] 48 0,9912 1,0000 0,0008 -0,1416 0,1432  0,0000
e septal [cm/s] 48 0,6520 1,0000  -0,0438 -0,2381 0,1504  0,0045
eGFR [ml/min/1,73 m?| 48 0,5659 1,0000  -0,0036 -0,0160 0,0089  0,0072
Gewicht [kg] 48 0,3368 1,0000  -0,0081 20,0250 0,0087 = 0,0201
GréBe [cm] 48 0,1992 1,0000  -0,0197 -0,0502 0,0108  0,0356
HW [mm] 47 0,1777 1,0000 0,1009 -0,0475 0,2492  0,0400
IVS [mm] 47 0,5465 1,0000 0,0399 -0,0924 0,1722  0,0081
KOF [m?] 48 0,2572 1,0000  -0,7084 -1,9510 0,5345  0,0278
Kreatinin(P) [meg/dI] 48 0,7448 1,0000 0,045 -0,2291 03182  0,0023
LA [mm| 21 0,9437 1,0000 0,0017 -0,0489 0,0524  0,0003
LAVI [ml/m? KOF] 44 0,1265 1,0000 0,0145 20,0043 0,0333  0,0547
LVEDD [mm] 47 0,9400 1,0000  -0,0016 -0,0454 0,0422  0,0001
LVEF visuell [%] 48 0,5032 1,0000  -0,0277 -0,1102 0,0549  0,0098
LVESD [mm] 27 0,6809 1,0000 0,0118 -0,0467 0,0703  0,0069
LVMI [¢/m? KOF] 22 0,1269 1,0000 0,0141 -0,0044 0,0325 0,1125
LVOT [mm| 27 0,8014 1,0000  -0,0294 20,2677 0,2088  0,0026
MI EROA [cm?] 10 0,3076 1,0000 8,7790 29,8020 27,3600  0,1292
MI PISA Rad. [mm] 12 0,2663 1,0000 0,2432 20,2171 0,7034  0,1217
MI Regurg. Vol. [ml/Schlag] = 11 0,6364 1,0000 0,0155 -0,0563 0,0873  0,0259
MI Vena contracta [mm] 13 0,3380 1,0000 0,2700 -0,3233 0,8634  0,0836
MK Pmax [mmHg] 8 0,1917 1,0000  -0,4094 -1,0910 02717 0,2650
MOF (kontin) [cm?] 17 0,9378 1,0000  -0,0220 -0,6139 0,5698  0,0004
MOF (planimetrisch) [cm?] 6 0,3188 1,0000 0,0851 -0,8811 1,0510  0,0147
MS Pmean [mmHg] 31 0,2294 1,0000  -0,1872 -0,4990 0,1246  0,0494
NT-proBNP [pg/ml] 34 0,4877 1,0000 0,0001 -0,0001 0,0002  0,0152
PAPsys [mmHg] 35 0,7851 1,0000 0,0046 20,0296 0,0388  0,0023
PAT [ms] 8 0,5690 1,0000  -0,0082 -0,0415 0,0251  0,0570
RR diastolisch [mmHg] 48 0,2355 1,0000 0,0160 -0,0108 0,0428  0,0305
RR systolisch [mmHg] 48 0,1696 1,0000 0,0116 -0,0052 0,0284  0,0406
RVD 1 [mm] 17 0,3860 1,0000  -0,0291 -0,0987 0,0404  0,0505
RVD 2 [mm] 17 0,8565 1,0000  -0,0080 -0,1001 0,0842  0,0023
RVD 3 [mm] 15 0,7583 1,0000  -0,0067 -0,0527 0,0393  0,0075
RWD 47 0,4750 1,0000 0,6546 -1,1760 24850 0,014
SVI [ml/m? KOF] 26 0,2730 1,0000 0,0132 -0,0110 0,0373  0,0498
TAPSE [mm] 45 0,8116 1,0000 0,0075 -0,0555 0,0705  0,0013
'TI Pmax [mmHg] 39 0,5124 1,0000 0,0160 -0,0331 0,0651  0,0117
TT Vmax [m/s] 39 0,4712 1,0000 0,3683 -0,6568 1,3940  0,0141
V(LVOT)max [m/s] 30 0,208 1,0000 0,4837 -0,2881 1,2550  0,0556
VTI(Ao) [cm] 48 0,0737 1,0000 0,0093 ~0,0009 0,0194  0,0679
VTIILVOT) [cm] 30 0,1847 1,0000 0,0224 20,0113 0,0561  0,0620
VTIMI) [cm] 11 0,5562 1,0000  -0,0043 -0,0202 0,0116  0,0399
ZND(geschiitzt) [mmHg] 31 0,5981 1,0000 0,0175 -0,0497 0,0848  0,0097

Fur jeden metrischen Parameter sind die Ergebnisse einer linearen Regression mit der Promotormethylierung von RASAL7
dargestellt; abhingige Variable: methylierte RASAL7-DNA [relativ zum Input]; unabhingige Variablen: jeweils der in der
Tabelle dargestellte metrische Parameter; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklarungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; adjust., adjustierter; KI, Konfidenzintervall; u., untere; o., obere.
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Bei der Untersuchung der kategorialen klinischen Parameter mit zwei Kategorien zeigte sich fiir den
GroBteil der Parameter kein signifikanter Zusammenhang mit der Promotormethylierung der drei Gene
(Tabelle 31 bis Tabelle 33). Es ergab sich fir das Gen ATP2A2 vor Adjustierung des p-Werts eine
signifikant niedrigere Promotormethylierung (p = 0,0024) bei Patienten mit der Diagnose Diabetes
mellitus (-6,58 £ 1,15) als bei Patienten ohne die Diagnose (-5,42 + 1,32). Zudem ergab sich fiir das Gen
ATP2A2 vor Adjustierung des p-Werts eine signifikant niedrigere Promotormethylierung (p = 0,0189)
bei Patienten, die das Medikament Dihydralazin einnahmen (-7,34 £ 0,78), im Vergleich zu Patienten
ohne diese Medikation (-5,80 * 1,34). Nach der Bonferroni-Korrektur zeigten sich keine signifikanten
Zusammenhinge mehr. Fir die Gene B9D7 und RASALT gab es insgesamt keine signifikanten
Ergebnisse.

Tabelle 31: Ergebnisse der Welch-Tests kategorialer Parameter und der ATP2A2-Promotormethylierung in der
HFpEF-Kohorte

Parameter n M SD p-Wert adjust. p-Wert
Adipositas (BMI 2= 30 kg/m?) 12 | -6,26 1,27 0,3198 1,0000
BMI < 30 kg/m? 36 -5,82 1,40

Diabetes mellitus 21 -6,58 1,15 0,0024** 0,1560
kein Diabetes mellitus 27 | -542 1,32

Dialyse 3 -587 2,28 0,9654 1,0000
keine Dialyse 45 -593 1,33

Dihydralazin 4 734 0,78 ' 0,0189* 1,0000
kein Dihydralazin 44 -5.80 1,34

eGFR < 30 ml/min/1,73 m? 6  -6,23 1,59 0,6295 1,0000
eGFR = 30 ml/min/1,73 m? 42 -588 1,35

eGFR < 60 ml/min/1,73 m? 23 6,27 1,30 0,0988 1,0000
eGFR = 60 ml/min/1,73 m? 25 5,62 1,38

Geschlecht mannlich 17 | -6,17 1,47 0,3834 1,0000
Geschlecht weiblich 31 -5,79 1,31

KHK 27 6,04 1,39 0,5380 1,0000
keine KHK 21 -579 1,36

konzentrische Hypertrophie LV 16 | -6,28 1,33 0,4231 1,0000
keine konzentrische Hypertrophie LV 6 -5,66 1,62

konzentrisches Remodeling LV 5 -541 1,68 0,3147 1,0000
kein konzentrisches Remodeling LV 17 -6,32 1,30

Praadipositas (BMI 25,0 — 29,9 kg/m?) | 19 @ -5,86 1,48 0,8564 1,0000
BMI < 25,0 kg/m? 17 | -5,77 1,34

Fur jeden kategorialen Parameter mit zwei Kategorien sind die Ergebnisse eines Welch-Tests der Betrachtung der
Promotormethylierung von ATP2A2 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs-

und Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust., adjustierter.
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Tabelle 32: Ergebnisse der Welch-Tests kategorialer Parameter und der B9DI-Promotormethylierung in der
HFpEF-Kohorte

Parameter n M SD p-Wert adjust. p-Wert
Adipositas (BMI = 30 kg/m?) 12 -422 0,92 0,6390 1,0000
BMI < 30 kg/m? 36 -4,36 0,89

Diabetes mellitus 21 447 1,04 0,3649 1,0000
kein Diabetes mellitus 27 422 0,77

Dialyse 3 -405 0,62 0,4994 1,0000
keine Dialyse 45 434 0,91

Dihydralazin 4 -483 1,03 0,3721 1,0000
kein Dihydralazin 44 428 0,88

eGFR < 30 ml/min/1,73 m? 6 -4,10 0,58 0,3760 1,0000
eGFR = 30 ml/min/1,73 m? 42 436 0,93

eGFR < 60 ml/min/1,73 m? 23 -4738 0,70 0,7161 1,0000
eGFR = 60 ml/min/1,73 m? 25 428 1,06

Geschlecht mannlich 17 @ -445 0,90 0,4966 1,0000
Geschlecht weiblich 31 -4,26 0,90

KHK 27 | -4,30 0,84 0,7959 1,0000
keine KHK 21 -437 0,98

konzentrische Hypertrophie LV 16 447 0,81 0,5521 1,0000
keine konzentrische Hypertrophie LV 6 -4,77 1,07

konzentrisches Remodeling LV 5 -4,70 1,18 0,7562 1,0000
kein konzentrisches Remodeling LV 17 4,51 0,80

Priadipositas (BMI 25,0 — 29,9 kg/m?) | 19 -4,43 0,81 0,6333 1,0000
BMI < 25,0 kg/m? 17 @ -428 1,00

Fur jeden kategorialen Parameter mit zwei Kategorien sind die Ergebnisse eines Welch-Tests der Betrachtung der
Promotormethylierung von BID7 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust., adjustierter.

Tabelle 33: Ergebnisse der Welch-Tests kategorialer Parameter und der RASALI-Promotormethylierung in der
HFpEF-Kohorte

Parameter n M SD p-Wert adjust. p-Wert
Adipositas (BMI 2> 30 kg/m?) 12 -5,00 1,07 0,9971 1,0000
BMI < 30 kg/m? 36 -4,99 1,04

Diabetes mellitus 21 -5,19 1,01 0,2485 1,0000
kein Diabetes mellitus 27 -484 1,05

Dialyse 3 -467 1,62 0,7486 1,0000
keine Dialyse 45 | 25,02 1,01

Dihydralazin 4 -550 1,24 0,4493 1,0000
kein Dihydralazin 44 -495 1,02

eGFR < 30 ml/min/1,73 m? 6 -4,94 1,14 0,9027 1,0000
eGFR = 30 ml/min/1,73 m? 42 -5,00 1,03

eGFR < 60 ml/min/1,73 m? 23 516 1,08 0,2951 1,0000
eGFR = 60 ml/min/1,73 m? 25  -484 0,99

Geschlecht minnlich 17 | -5,17 1,11 0,4124 1,0000
Geschlecht weiblich 31 -4,90 1,00

KHK 27 | -499 0,93 0,9606 1,0000
keine KHK 21 | -5,00 1,18

konzentrische Hypertrophie LV 16 | -5,16 1,10 0,9776 1,0000
keine konzentrische Hypertrophie LV 6 -5,18 1,31

konzentrisches Remodeling LV 5 -523 1,45 0,9035 1,0000
kein konzentrisches Remodeling LV 17 | -5,15 1,06

Praadipositas (BMI 25,0 — 29,9 kg/m?) | 19 @ -5,06 1,12 0,6848 1,0000
BMI < 25,0 kg/m? 17 -492 0,98

Fur jeden kategorialen Parameter mit zwei Kategorien sind die Ergebnisse eines Welch-Tests der Betrachtung der
Promotormethylierung von RASAL7 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fur Begriffs-

und Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust., adjustierter.
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Auch das chronic kidney disease(CKD)-Stadium, als kategorialer klinischer Parameter mit mehr als zwei
Kategorien, wurde auf einen Zusammenhang mit der Promotormethylierung der drei Gene hin
untersucht. Es ergab sich fir das Gen BID7 vor Adjustierung des p-Werts ein signifikanter Unterschied
der Promotormethylierung zwischen den sechs verschiedenen CKD-Stadien (p = 0,0440) (Tabelle 35).
In den durchgefithrten Bonferroni-korrigierten Post-hoc-Tests konnte nicht differenziert werden,
welche CKD-Stadien sich statistisch signifikant in der Hohe der Promotormethylierung unterscheiden
(Tabelle 37). Nach Bonferroni-Korrektur ergab die ANOVA der Parameter Promotormethylierung des
Gens BID7T und CKD-Stadium kein signifikantes Ergebnis mehr (Tabelle 35). Fir die Gene ATP2A42
(Tabelle 34) und RASALT (Tabelle 36) gab es insgesamt keine signifikanten Ergebnisse.

Tabelle 34: Darstellung der Ergebnisse der ANOVA des kategorialen Parameters CKD-Stadium und der
ATP2A2-Promotormethylierung in der HFpEF-Kohorte

Parameter n M SD p-Wert adjust. p-Wert
CKD-Stadium G1 5 -5,99 1,60 0,1719 1,0000
CKD-Stadium G2 20 -5,52 1,35

CKD-Stadium G3a 12 -6,71 1,00

CKD-Stadium G3b 5 -5,25 1,20

CKD-Stadium G4 3 -6,59 0,84

CKD-Stadium G5 3 -5,87 2,28

Fur den kategorialen Parameter CKD-Stadium mit mehr als zwei Kategorien sind die Ergebnisse einer ANOVA der
Betrachtung der Promotormethylierung von ATP2A42 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur.
Fir Begriffs- und Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust.,

adjustierter.

Tabelle 35: Darstellung der Ergebnisse der ANOVA des kategorialen Parameters CKD-Stadium und der
B9I9D1-Promotormethylierung in der HFpEF-Kohorte

Parameter n M SD p-Wert adjust. p-Wert
CKD-Stadium G1 5 -5,25 0,54 = 0,0440* 1,0000
CKD-Stadium G2 20 -4,04 1,02

CKD-Stadium G3a 12 -4,70 0,70

CKD-Stadium G3b 5 -3,93 0,51

CKD-Stadium G4 3 -4,15 0,67

CKD-Stadium G5 3 -4,05 0,62

Fir den kategorialen Parameter CKD-Stadium mit mehr als zwei Kategorien sind die Ergebnisse einer ANOVA der
Betrachtung der Promotormethylierung von B9D7 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur.
Fir Begriffs- und Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust.,

adjustierter.
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Tabelle 36: Darstellung der Ergebnisse der ANOVA des kategorialen Parameters CKD-Stadium und der
RASALI-Promotormethylierung in der HFpEF-Kohorte

Parameter n M SD p-Wert adjust. p-Wert
CKD-Stadium G1 5 -5,30 0,96 0,2415 1,0000
CKD-Stadium G2 20 -4,73 0,99

CKD-Stadium G3a 12 -5,55 0,95

CKD-Stadium G3b 5 -4,50 1,10

CKD-Stadium G4 3 -5,21 0,64

CKD-Stadium G5 3 -4,67 1,62

Fur den kategorialen Parameter CKD-Stadium mit mehr als zwei Kategorien sind die Ergebnisse einer ANOVA der
Betrachtung der Promotormethylierung von RASALT dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur.
Fur Begriffs- und Abkurzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust.,

adjustierter.

Tabelle 37: Ergebnisse der Post-hoc-Tests zur ANOVA des kategorialen Parameters CKD-Stadium und der
B9I9D1-Promotormethylierung in der HFpEF-Kohorte

Gruppenvergleich adjust. p-Wert

CKD-Stadium G1 vs. G2 0,0862
CKD-Stadium G1 vs. G3a > 0,9999
CKD-Stadium G1 vs. G3b 0,2357
CKD-Stadium G1 vs. G4 > 0,9999
CKD-Stadium G1 vs. G5 0,8148
CKD-Stadium G2 vs. G3a 0,5266
CKD-Stadium G2 vs. G3b > 0,9999
CKD-Stadium G2 vs. G4 > 0,9999
CKD-Stadium G2 vs. G5 > 0,9999
CKD-Stadium G3a vs. G3b > 0,9999
CKD-Stadium G3a vs. G4 > 0,9999
CKD-Stadium G3a vs. G5 > 0,9999
CKD-Stadium G3b vs. G4 > 0,9999
CKD-Stadium G3b vs. G5 > 0,9999
CKD-Stadium G4 vs. G5 > 0,9999

Darstellung der Ergebnisse der Bonferroni-korrigierten Post-hoc-Tests zur ANOVA des kategorialen Parameters
CKD-Stadium und der Promotormethylierung des Gens BID7; Angabe der Gruppenvergleiche mit dazugehdrigem adjustierten
p-Wert; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fiir Begriffs- und Abkiirzungserklirungen siche Kapitel

2.3.8. adjust., adjustierter; vs., versus.

3.3.2 TAVI-Kohorte

Wie in der HFpEF-Kohorte (siche auch Kapitel 3.3.1), zeigte sich auch in der TAVI-Kohorte fiir den
GroBteil der metrischen klinischen Parameter kein signifikanter linearer Zusammenhang mit der
Promotormethylierung der drei Gene (Tabelle 38 bis Tabelle 40). Fur das Gen ATP2A2 ergab sich vor
Adjustierung des p-Werts ein signifikanter linearer Zusammenhang mit dem Parameter Kreatinin(P)
(p =0,0325) im Sinne einer hoheren Promotormethylierung bei héheren Werten des klinischen
Parameters. Fir das Gen B9D7 ergab sich vor Adjustierung des p-Werts mit dem Parameter
6-Minuten-Gehtest ((MGT) Distanz (p = 0,0124) ein signifikanter linearer Zusammenhang im Sinne
einer héheren Promotormethylierung bei hoheren Werten des klinischen Parameters. Fiir das Gen
RASALT ergab sich vor Adjustierung des p-Werts mit den Parametern 6MGT Distanz (p = 0,0374) und
AOF(VTI) (p = 0,0385) ein statistisch signifikanter linearer Zusammenhang jeweils im Sinne einer

héheren Promotormethylierung bei hoheren Werten des klinischen Parameters. Zudem ergab sich fiir
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das Gen RASALT vor Adjustierung des p-Werts mit dem Parameter E/e’ mittel (p = 0,0418) ein
signifikanter linearer Zusammenhang im Sinne einer niedrigeren Promotormethylierung bei héheren
Werten des klinischen Parameters. Nach der Bonferroni-Korrektur zeigte die Promotormethylierung der

drei Gene keine signifikanten linearen Zusammenhinge mit den klinischen Parametern mehr.

Tabelle 38: Ergebnisse linearer Regressionen metrischer Parameter und der ATP2A2-Promotormethylierung in der
TAVI-Kohorte

Parameter [Einheit] n | p-Wert adjust. Steigung | 95%-KI 95%-KI r?
p-Wert der der
Steigung Steigung
u. Grenze | o. Grenze

6MGT Distanz [m] 49 0,5746 1,0000 0,0011 -0,0028 0,0051  0,0068
AK Pmean [mmHg] 57 08618 1,0000  -0,0023 -0,0281 0,0236  0,0006
AK Vmax [m/s] 57 0,8844 1,0000  -0,0413 -0,6085 0,5258  0,0004
Alter [Jahre] 57 0,7906 1,0000 0,0093 -0,0607 0,0793  0,0013
AOF(VTI) [cm?] 57 03467 1,0000 1,2180 -1,3530 3,7880  0,0161
AOFI [cm?/m? KOF] 57 0,1979 1,0000 3,1770 ~1,7080 8,0630  0,0300
BMI [kg/m?] 57 0,2858 1,0000 0,0408 -0,0350 0,1166  0,0207
E [cm/s] 20 0,7362 1,0000 0,0038 -0,0195 0,0271 = 0,0065
E/e' mittel 21 0,0809 1,0000  -0,0839 0,1792 0,0114  0,1517
eGFR [ml/min/1,73 m?| 57 02178 1,0000  -0,0131 -0,0342 0,0080  0,0275
EuroSCORE 11 [%] 47 04236 1,0000  -0,0274 -0,0958 0,0410  0,0143
olobaler AP4 Strain [%4] 53 0,0785 1,0000  -0,0757 -0,1603 0,0089  0,0594
GLS [%] 53 0,1088 1,0000  -0,0814 -0,1815 0,0187 = 0,0497
HW [mm] 57 08251 1,0000  -0,0272 -0,2730 0,2185 0,000
IVS [mm] 57 0,2569 1,0000  -0,1104 -0,3034 0,0827  0,0233
KOF [m?] 57 0,9947 1,0000 0,0065 ~1,9470 1,9600  0,0000
Kreatinin(P) [mg/dI] 57 0,0325% 1,0000 0,5974 0,0518 1,1430  0,0805
LAVI [ml/m? KOF] 50 0,6792 1,0000  -0,0071 -0,0415 0,0273  0,0036
LDL-Cholesterin [mg/dl] 44 07124 1,0000 0,0023 -0,0102 0,0149  0,0033
logistischer EuroSCORE [%] 46 0,6184 1,0000  -0,0056 -0,0280 0,0168  0,0057
LVEDD [mm] 57 0,2953 1,0000  -0,0300 -0,0869 0,0269  0,0199
LVEDV [ml] 56 0,1203 1,0000  -0,0089 -0,0203 0,0024 0,041
LVEF nS [%] 57 04369 1,0000 0,0122 -0,0190 0,0434 0,010
LVESD [mm| 56 03253 1,0000  -0,0241 -0,0728 0,0246  0,0179
LVESV [ml] 56 0,1357 1,0000  -0,0095 -0,0221 0,0031  0,0408
LVMI [¢/m? KOF] 57 01163 1,0000  -0,0085 20,0192 0,0022 0,042
MLHFQ [Punkte] 56 0,8410 1,0000 0,0024 20,0214 0,0261  0,0008
NT-proBNP [pg/ml] 47 0,0658 1,0000  -0,0001 -0,0001 0,0000  0,0732
PAPsys [mmHg] 45 0,8007 1,0000 0,0035 -0,0244 0,0314  0,0015
RWD 57 0,5746 1,0000 1,0520 2,6810 47850  0,0058
STS-Score [%) 46 03453 1,0000 0,0649 20,0722 0,2019  0,0203
SV mD [ml] 56 0,7809 1,0000 0,0029 20,0178 0,0236  0,0014
SV S [ml] 56 0,5829 1,0000  -0,0094 -0,0437 0,0248  0,0056
SVI [ml/m? KOF] 56 08161 1,0000 0,0048 -0,0361 0,0456  0,0010
TAPSE [mm] 49 03749 1,0000 0,0479 -0,0597 0,1554  0,0168

Fur jeden metrischen Parameter sind die Ergebnisse einer linearen Regression mit der Promotormethylierung von ATP2.A42
dargestellt; abhingige Variable: methylierte ATP2A42-DNA [relativ zum Input]; unabhingige Variablen: jeweils der in der
Tabelle dargestellte metrische Parameter; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklarungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; adjust., adjustierter; KI, Konfidenzintervall; u., untere; o., obere.
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Tabelle 39: Ergebnisse linearer Regressionen metrischer Parameter und der BIDI-Promotormethylierung in der

TAVI-Kohotrte

Parameter [Einheit] n  p-Wert adjust. Steigung | 95%-KI 95%-KI r?
p-Wert der der
Steigung Steigung
u. Grenze @ o. Grenze

6MGT Distanz [m] 49 0,0124% 0,8184  0,0034 0,0008 0,0060  0,1259
AK Pmean [mmHg] 57 04868 1,0000  -0,0066 -0,0256 0,0123  0,0088
AK Vmax [m/s] 57 05814 1,0000  -0,1154 0,5324 0,3016  0,0056
Alter [Jahre] 57 0,3680 1,0000 0,0043 -0,0473 0,0559  0,0005
AOF(VTI) [cm?] 57 03638 1,0000 0,8664 ~1,0300 27620 0,0150
AOFI [em?/m? KOF] 57 0,6466 1,0000 0,8396 2,8100 44890  0,0039
BMI [kg/m?] 57 0,7659 1,0000 0,0084 -0,0480 0,0648  0,0016
E [cm/s] 20 02224 1,0000 0,0104 -0,0069 0,0278 = 0,0815
E/e' mittel 21 02518 1,0000  -0,0442 -0,1224 0,0340  0,0685
¢GFR [ml/min/1,73 m?| 57 02215 1,0000  -0,0096 -0,0251 0,0060  0,0271
EuroSCORE I [%] 47 0,7104 1,0000  -0,0090 -0,0577 0,0397  0,0031
olobaler AP4 Strain [%)] 53 0,7265 1,0000  -0,0105 -0,0705 0,0495  0,0024
GLS [%] 53 0,7990 1,0000  -0,0093 -0,0827 0,0640  0,0013
HW [mm] 57 0,5044 1,0000  -0,0605 -0,2410 0,1200  0,0081
IVS [mm] 57 03154 1,0000  -0,0721 -0,2148 0,0706  0,0183
KOF [m?] 57 0,4608 1,0000 0,5312 -0,9019 1,9640  0,0099
Kreatinin(P) [meg/dI] 57 0,2646 1,0000 0,2332 -0,1814 0,6479  0,0226
LAVI [ml/m? KOF] 50 0,9243 1,0000  -0,0012 -0,0265 0,0241  0,0002
LDL-Cholesterin [mg/dl] 44 05751 1,0000  -0,0027 20,0124 0,0070  0,0075
logistischer EuroSCORE [%] 46 0,3450 1,0000  -0,0074 20,0232 0,0083  0,0203
LVEDD [mm] 57 06474 1,0000 0,0097 -0,0326 0,0520  0,0038
LVEDV [ml] 56 0,8833 1,0000  -0,0006 -0,0091 0,0079  0,0004
LVEF nS [%] 57 0,6790 1,0000  -0,0048 -0,0279 0,0183  0,0031
LVESD [mm] 56 0,7516 1,0000 0,0058 -0,0306 0,0421  0,0019
LVESV [ml] 56 09776 1,0000 0,0001 -0,0093 0,0096  0,0000
LVMI [g/m? KOF] 57 0,4885 1,0000  -0,0028 -0,0108 0,0052  0,0088
MLHFQ [Punkte] 56 0,6997 1,0000  -0,0033 -0,0206 0,0139  0,0028
NT-proBNP [pg/ml] 47 02412 1,0000 0,0000 -0,0001 0,0000  0,0304
PAPsys [mmHg] 45 0,6746 1,0000 0,0046 20,0172 0,0263  0,0041
RWD 57 0,5084 1,0000  -0,9131 23,6620 1,8360  0,0080
STS-Score [%)] 46 09701 1,0000  -0,0018 -0,0997 0,0961  0,0000
SV mD [ml] 56 0,9932 1,0000  -0,0001 20,0152 0,0151  0,0000
SV nS [ml] 56 0,5655 1,0000  -0,0072 -0,0323 0,0179  0,0062
SVI [ml/m? KOF] 56 0,7951 1,0000  -0,0039 -0,0339 0,0261  0,0013
TAPSE [mm] 49 01441 1,0000 0,0574 -0,0203 0,1352 0,049

Fur jeden metrischen Parameter sind die Ergebnisse einer linearen Regression mit der Promotormethylierung von B9D7
dargestellt; abhingige Variable: methylierte BID7-DNA [relativ zum Input]; unabhingige Variablen: jeweils der in der Tabelle
dargestellte metrische Parameter; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; adjust., adjustierter; KI, Konfidenzintervall; u., untere; o., obere.
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Tabelle 40: Ergebnisse linearer Regressionen metrischer Parameter und der RASALI-Promotormethylierung in der

TAVI-Kohotrte

Parameter [Einheit] n  p-Wert adjust. Steigung | 95%-KI 95%-KI r?
p-Wert der der
Steigung Steigung
u. Grenze @ o. Grenze

6MGT Distanz [m] 49 0,0374% 1,0000 0,0034 0,0002 0,0066  0,0889
AK Pmean [mmHg] 57 0,1745 1,0000  -0,0155 -0,0381 0,0071 = 0,0333
AK Vmax [m/s] 57 0,2430 1,0000  -0,2940 -0,7933 0,2053  0,0247
Alter [Jahre] 57 0,7142 1,0000 0,0115 -0,0509 0,0738 = 0,0025
AOF(VTI) [cm?] 57 0,0385% 1,0000 2,3490 0,1284 45700 0,0755
AOFI [em?/m? KOF] 57 0,0802 1,0000 3,8230 ~0,4760 8,1220  0,0546
BMI [kg/m?] 57 04538 1,0000 0,0256 -0,0424 0,0935  0,0102
E [cm/s] 20 0,5039 1,0000 0,0076 20,0158 0,0310  0,0252
E/e' mittel 21 0,0418* 1,0000  -0,0959 -0,1880 20,0039 0,2005
¢GFR [ml/min/1,73 m?| 57 01738 1,0000  -0,0129 -0,0316 0,0059  0,0334
EuroSCORE I [%] 47 0,5388 1,0000  -0,0177 -0,0753 0,0399  0,0085
olobaler AP4 Strain [%)] 53 0,1637 1,0000  -0,0530 -0,1282 0,0223  0,0377
GLS [%] 53 01072 1,0000  -0,0722 -0,1606 0,0162  0,0501
HW [mm] 57 0,6697 1,0000  -0,0468 -0,2656 0,1720  0,0033
IVS [mm] 57 04154 1,0000  -0,0709 -0,2439 0,1022  0,0121
KOF [m?] 57 04120 1,0000 0,7139 -1,0170 2,4450  0,0123
Kreatinin(P) [meg/dI] 57 0,1082 1,0000 0,4035 20,0917 0,8988  0,0462
LAVI [ml/m? KOF] 50 0,5441 1,0000  -0,0092 -0,0394 0,0210 0,007
LDL-Cholesterin [mg/dl] 44 0,7227 1,0000  -0,0020 20,0134 0,0094  0,0030
logistischer EuroSCORE [%] 46 0,2344 1,0000  -0,0111 -0,0297 0,0075  0,0320
LVEDD [mm] 57 0,2595 1,0000  -0,0288 -0,0795 0,0219  0,0231
LVEDV [ml] 56 0,0692 1,0000  -0,0092 20,0192 0,0008  0,0599
LVEF nS [%] 57 0,6508 1,0000 0,0063 20,0216 0,0343  0,0038
LVESD [mm] 56 0,2031 1,0000  -0,0275 -0,0702 0,0153  0,0298
LVESV [ml] 56 0,1688 1,0000  -0,0078 -0,0190 0,0034  0,0348
LVMI [g/m? KOF] 57 0,0641 1,0000  -0,0089 -0,0183 0,0005  0,0609
MLHFQ [Punkte] 56 0,7236 1,0000  -0,0037 -0,0248 0,0173  0,0023
NT-proBNP [pg/ml] 47 0,167 1,0000  -0,0001 -0,0001 0,0000  0,0538
PAPsys [mmHg] 45 0,7672 1,0000 0,0034 20,0197 0,0265  0,0021
RWD 57 0,5269 1,0000 1,0560 2,2680 43810 0,0073
STS-Score [%)] 46 06701 1,0000  -0,0247 -0,1406 0,0913  0,0042
SV mD [ml] 56 0,7647 1,0000 0,0027 20,0156 0,0211 = 0,0017
SV nS [ml] 56 0,0979 1,0000  -0,0249 -0,0546 0,0047 = 0,0499
SVI [ml/m? KOF] 56 0,9875 1,0000  -0,0003 -0,0365 0,0360  0,0000
TAPSE [mm] 49 04800 1,0000 0,0332 -0,0606 0,1270  0,0107

Fur jeden metrischen Parameter sind die Ergebnisse einer linearen Regression mit der Promotormethylierung von RASAL7
dargestellt; abhingige Variable: methylierte RASAL7-DNA [relativ zum Input]; unabhingige Variablen: jeweils der in der
Tabelle dargestellte metrische Parameter; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fiir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; adjust., adjustierter; KI, Konfidenzintervall; u., untere; o., obere.
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Bei der Untersuchung der kategorialen klinischen Parameter mit zwei Kategorien ergab sich fiir den
GroBteil der Parameter kein signifikanter Zusammenhang mit der Promotormethylierung der drei Gene

(Tabelle 41 bis Tabelle 43).

Fir das Gen ATP2A2 ergab sich vor Adjustierung des p-Werts eine signifikant niedrigere
Promotormethylierung (p = 0,0281) fiir Patienten mit Aortenklappeninsuftizienz (Al) (-6,57 + 1,58) als
fir Patienten ohne die Diagnose (-5,60 £ 1,54). Zudem zeigte sich fir das Gen ATP2A2 vor
Adjustierung des p-Werts eine signifikant héhere Promotormethylierung (p = 0,0249) bei Patienten mit
einer eGFR <30 ml/min/1,73 m? (4,59 + 1,20) im Vergleich zu Patienten mit einer
eGFR = 30 ml/min/1,73 m? (-6,37 £ 1,58). Fur das Gen BID7 war vor Adjustierung des p-Werts die
Promotormethylierung bei Patienten mit Trikuspidalklappeninsuffizienz (TT) (-4,48 + 1,17) signifikant
niedriger (p = 0,0369) als bei Patienten ohne TI (-3,65 £ 0,62). Bei Betrachten des Gens RASALT war
vor Adjustierung des p-Werts die Promotormethylierung bei Patienten mit Adipositas (-4,21 * 1,44)

signifikant hoher (p = 0,0238) im Vergleich zu Patienten ohne Adipositas (-5,19 £ 1,37).

Nach der Bonferroni-Korrektur zeigten sich fiir alle drei Gene keine signifikanten Zusammenhinge

mehr zwischen der Promotormethylierung und den klinischen Parametern.
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Tabelle 41: Darstellung der Ergebnisse der Welch-Tests kategorialer Parameter und der
ATP2A2-Promotormethylierung in der TAVI-Kohorte

Parameter n M SD | p-Wert adjust. p-Wert
Adipositas (BMI = 30 kg/m?) 17 -5,52 1 1,86 0,0618 1,0000
BMI < 30 kg/m? 40 6,51 @ 1,44

Al 36 -6,57 @ 1,58  0,0281* 1,0000
keine AT 21 -5,60 @ 1,54

arterielle Hypertonie 53 | -6,23 1,67 0,5996 1,0000
keine arterielle Hypertonie 4 -599 0,71

chronische Lungenerkrankung 11 -6,42 1,79 0,6649 1,0000
keine chronische Lungenerkrankung 46 @ -6,16 1,60

CM(andere) 10 | -6,17 @ 1,26 0,9081 1,0000
keine CM(andere) 47 | -6,22 1,70

COPD 9 -647 190 0,6551 1,0000
keine COPD 48  -6,16 @ 1,59

Diabetes mellitus 22 -6,16 192 0,8499 1,0000
kein Diabetes mellitus 35 -6,25 1,44

eGFR < 30 ml/min/1,73 m? 5 4,59 1,20 0,0249* 1,0000
eGFR = 30 ml/min/1,73 m? 52 -6,37 1,58

eGFR < 60 ml/min/1,73 m? 28 -6,24 1,87 0,9001 1,0000
eGFR = 60 ml/min/1,73 m? 29  -6,19 1,38

exzentrische Hypertrophie LV 6 -6,41 1,81 0,7869 1,0000
keine exzentrische Hypertrophie LV 51 -6,19 1,62

Geschlecht minnlich 32 -6,03 1,69 0,3424 1,0000
Geschlecht weiblich 25 -644 154

ICM 9 -623 1,74 0,9676 1,0000
keine ICM 48  -6,21 | 1,62

KHK 42 6,18 1,48 0,8099 1,0000
keine KHK 15 -6,32 | 2,02

konzentrische Hypertrophie LV 42 -6,22 | 1,59 0,9664 1,0000
keine konzentrische Hypertrophie LV 15 -6,20 1,77

konzentrisches Remodeling LV 9 -6,06 1,83 0,7803 1,0000
kein konzentrisches Remodeling LV 48  -6,24 1,60

MI 53 -6,29 1,62 0,2754 1,0000
keine MI 4 -525 1,54

pAVK 12 =595 1,73 0,5514 1,0000
keine pAVK 45 6,28 1,61

Praadipositas (BMI 25,0 — 29,9 kg/m?) 19  -6,62 1,52 0,6403 1,0000
BMI < 25,0 kg/m? 21 -6,40 1,38

TI 51 -6,37 1,59 0,1015 1,0000
keine TT 5 -487 158

Vorhofflimmern 21 -6,09 @ 1,46 0,6577 1,0000
kein Vorhofflimmern 36 -628 1,73

Z.n. CABG 8 -6,32 149 0,8352 1,0000
kein Z. n. CABG 49  -6,20 1,66

Z. n. Myokardinfarkt 13 583 1,51 0,3256 1,0000
kein Z. n. Myokardinfarkt 44 -6,32 1,65

Z.n. PCI 21 -6,39 154 0,5260 1,0000
kein Z. n. PCI 36 -6,11 1,68

7. n. Schlaganfall 8  -599 240 0,7792 1,0000
kein Z. n. Schlaganfall 49 | -6,25 1,49

Z.n. TIA 4 -563 1,28 0,4112 1,0000
kein Z. n. TTA 53 -6,26 1,65

Z. n. zerebralem ischimischen Ereignis 11 -6,07 2,01 0,7885 1,0000

kein Z. n. zerebralem ischdmischen Ereignis 46 @ -6,25 1,54

Fir jeden kategorialen Parameter mit zwei Kategorien sind die Ergebnisse eines Welch-Tests der Betrachtung der
Promotormethylierung von ATP2.A42 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs-

und Abkirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust., adjustierter.
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Tabelle 42: Darstellung der Ergebnisse der Welch-Tests kategorialer Parameter und der
B9IDI-Promotormethylierung in der TAVI-Kohorte

Parameter n M SD | p-Wert adjust. p-Wert
Adipositas (BMI = 30 kg/m?) 17 -4,03 1,03 0,1451 1,0000
BMI < 30 kg/m? 40  -450 1,25

Al 36 432 1,16 0,7875 1,0000
keine AT 21 442 1,28

arterielle Hypertonie 53 | 442 1,21 0,0780 1,0000
keine arterielle Hypertonie 4 -3,60 0,65

chronische Lungenerkrankung 11 -451 143 0,6897 1,0000
keine chronische Lungenerkrankung 46 @ 432 1,15

CM(andere) 10 -439 1,16 0,9340 1,0000
keine CM(andere) 47 -435 1,22

COPD 9 -478 119 0,2704 1,0000
keine COPD 48 428 1,19

Diabetes mellitus 22 445 1,30 0,6733 1,0000
kein Diabetes mellitus 35 430 1,14

eGFR < 30 ml/min/1,73 m? 5 -399 0,63 0,2626 1,0000
eGFR = 30 ml/min/1,73 m? 52 439 1,24

eGFR < 60 ml/min/1,73 m? 28 -430 1,16 0,7333 1,0000
eGFR = 60 ml/min/1,73 m? 29 | 441 125

exzentrische Hypertrophie LV 6 -356 1,15 0,1220 1,0000
keine exzentrische Hypertrophie LV 51  -445 1,18

Geschlecht minnlich 32 425 1,24 0,4286 1,0000
Geschlecht weiblich 25 450 1,15

ICM 9 -429 113 0,8400 1,0000
keine ICM 48 437 1,22

KHK 42 426 1,16 0,3548 1,0000
keine KHK 15 -4,62 | 1,30

konzentrische Hypertrophie LV 42 443 1,17 0,4581 1,0000
keine konzentrische Hypertrophie LV 15 -415 1,29

konzentrisches Remodeling LV 9 454 1,28 0,6534 1,0000
kein konzentrisches Remodeling LV 48 432 1,19

MI 53 439 122 0,4155 1,0000
keine MI 4 -398 0,83

pAVK 12 -3,83 1,59 0,1932 1,0000
keine pAVK 45 450 @ 1,05

Praadipositas (BMI 25,0 — 29,9 kg/m?) 19 -4,67 1,05 0,4111 1,0000
BMI < 25,0 kg/m? 21 435 1,41

TI 51  -448 1,17 0,0369* 1,0000
keine TT 5 -3,65 0,62

Vorhofflimmern 21 411 1,24 0,2438 1,0000
kein Vorhofflimmern 36 -4,50 @ 1,16

Z.n. CABG 8 -3,79 093 0,1045 1,0000
kein Z. n. CABG 49 445 1,22

Z. n. Myokardinfarkt 13 4,16 1,39 0,5529 1,0000
kein Z. n. Myokardinfarkt 44 442 1,15

Z.n. PCI 21 452 1,34 0,4656 1,0000
kein Z. n. PCI 36 426 1,12

7. n. Schlaganfall 8  -477 1,12 0,2985 1,0000
kein Z. n. Schlaganfall 49 429 121

Z.n. TIA 4 -451 0,57 0,6371 1,0000
kein Z. n. TTA 53 435 123

Z. n. zerebralem ischimischen Ereignis 11 -4,70 1,00 0,2463 1,0000

kein Z. n. zerebralem ischdmischen Ereignis 46 428 1,24

Fir jeden kategorialen Parameter mit zwei Kategorien sind die Ergebnisse eines Welch-Tests der Betrachtung der
Promotormethylierung von BID7 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust., adjustierter.
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Tabelle 43: Darstellung der Ergebnisse der Welch-Tests kategorialer Parameter und der
RASALI-Promotormethylierung in der TAVI-Kohorte

Parameter n M SD | p-Wert adjust. p-Wert
Adipositas (BMI = 30 kg/m?) 17  -421 144 0,0238* 1,0000
BMI < 30 kg/m? 40  -519 1,37

Al 36 -5,00 1,38 0,4876 1,0000
keine Al 21 471 1,57

arterielle Hypertonie 53 | -493 147 0,3879 1,0000
keine arterielle Hypertonie 4 -438 1,08

chronische Lungenerkrankung 11 -493 1,54 0,9247 1,0000
keine chronische Lungenerkrankung 46 488 1,44

CM(andere) 10 -5,38 | 1,07 0,1605 1,0000
keine CM(andere) 47 | -4,79 1,50

COPD 9 -509 139 0,6610 1,0000
keine COPD 48 486 1,47

Diabetes mellitus 22 486 1,52 0,9071 1,0000
kein Diabetes mellitus 35 491 142

eGFR < 30 ml/min/1,73 m? 5 -3,69 1,60 0,1407 1,0000
eGFR = 30 ml/min/1,73 m? 52 -501 1,39

eGFR < 60 ml/min/1,73 m? 28 479 @ 1,53 0,6177 1,0000
eGFR = 60 ml/min/1,73 m? 29 499 1,39

exzentrische Hypertrophie LV 6 -485 172 0,9477 1,0000
keine exzentrische Hypertrophie LV 51 -490 1,43

Geschlecht minnlich 32 4,66 1,41 0,1736 1,0000
Geschlecht weiblich 25 519 147

ICM 9 -495 135 0,9017 1,0000
keine ICM 48 488 @ 1,48

KHK 42 492 | 1,40 0,8618 1,0000
keine KHK 15 -483 1,63

konzentrische Hypertrophie LV 42 496 1,29 0,6463 1,0000
keine konzentrische Hypertrophie LV 15 -472 1,85

konzentrisches Remodeling LV 9 4,63 2,03 0,6626 1,0000
kein konzentrisches Remodeling LV 48 494 133

MI 53 498 145 0,0605 1,0000
keine MI 4 372 091

pAVK 12 -453 | 1,62 0,3839 1,0000
keine pAVK 45 499 @ 1,40

Praadipositas (BMI 25,0 — 29,9 kg/m?) 19 -541 1,29 0,3175 1,0000
BMI < 25,0 kg/m? 21 498 1,43

TI 51  -5,08 1,34 0,0794 1,0000
keine TT 5 -348 154

Vorhofflimmern 21 4,62 1,24 0,2602 1,0000
kein Vorhofflimmern 36 -505 1,55

Z.n. CABG 8 -488 139 0,9710 1,0000
kein Z. n. CABG 49 490 1,47

Z. n. Myokardinfarkt 13 446 133 0,2059 1,0000
kein Z. n. Myokardinfarkt 44 502 147

Z.n. PCI 21 -5,03 1,66 0,6030 1,0000
kein Z. n. PCI 36 481 1,32

7. n. Schlaganfall 8 -486 1,79 0,9542 1,0000
kein Z. n. Schlaganfall 49 490 141

Z.n. TIA 4 -524 0,85 0,4679 1,0000
kein Z. n. TTA 53 -487 1,48

Z. n. zerebralem ischimischen Ereignis 11 -5,04 157 0,7334 1,0000

kein Z. n. zerebralem ischdmischen Ereignis 46 -486 1,43

Fir jeden kategorialen Parameter mit zwei Kategorien sind die Ergebnisse eines Welch-Tests der Betrachtung der
Promotormethylierung von RASAL7 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs-

und Abkirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust., adjustierter.
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Es folgte die Untersuchung des Zusammenhangs der Promotormethylierung mit kategorialen klinischen

Parametern mit mehr als zwei Kategorien. Hier ergab sich fiir den GrofSteil der Parameter kein
signifikanter Zusammenhang mit der Promotormethylierung der drei Gene ATP2.A42 (Tabelle 44), BID1
(Tabelle 45) und RASAL7 (Tabelle 46). Nur beim Betrachten des Gens ATP2A2 ergab sich vor

Adjustierung des p-Werts ein signifikanter Unterschied der Promotormethylierung zwischen den

CKD-Stadien (p = 0,0327) (Tabelle 44). Die CKD-Stadien G4 und G5 mussten fiir diese Analysen bei

kleiner Gruppengrofle zusammengefasst werden. In den Bonferroni-korrigierten Post-hoc-Tests zeigte

sich im Vergleich zum Stadium G3a (-7,05  1,54) eine signifikant héhere Promotormethylierung
(p = 0,0296) im zusammengefassten Stadium G4, G5 (-4,59 £ 1,20) (Tabelle 47). Nach der Bonferroni-
Korrektur ergab die ANOVA der Parameter Promotormethylierung des Gens ATP2A42 und
CKD-Stadium kein signifikantes Ergebnis mehr (Tabelle 44).

Tabelle 44: Ergebnisse der ANOVA kategorialer Parameter und der ATP2ZA2-Promotormethylierung in der

TAVI-Kohorte

Parameter

Al Grad 0

Al Grad 1

Al Grad 11, 111
CKD-Stadium G1
CKD-Stadium G2
CKD-Stadium G3a
CKD-Stadium G3b
CKD-Stadium G4, G5
MI Grad 0

MI Grad I

MI Grad 11

MI Grad 111
NYHA-Klasse 1
NYHA-Klasse 11
NYHA-Klasse 111
NYHA-Klasse IV
TI Grad 0

TI Grad I

TI Grad 11

TT Grad III

n
21
22
14

3
26
15

8

5

4
36
14

3

6
13
33

5

5
34
13

4

M

5,60
6,74
6,30
6,79
6,12
7,05
5,75
4,59
525
6,57
5,54
6,28
-6,30
6,62
5,91
7,03
4,87
6,39
6,15
6,92

SD

1,54
1,37
1,89
0,61
1,43
1,54
2,08
1,20
1,54
1,52
1,81
1,08
1,40
1,73
1,56
1,99
1,58
1,70
1,32
1,57

p-Wert

0,0327*

0,0654

0,1333

0,3596

0,2088

adjust. p-Wert
1,0000

1,0000

1,0000

1,0000

1,0000

Fir jeden kategorialen Parameter mit mehr als zwei Kategorien sind die Ergebnisse einer ANOVA der Betrachtung der

Promotormethylierung von ATP2.A42 dargestellt;

Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fiir Begriffs-

und Abkirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust., adjustierter.
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Tabelle 45: Ergebnisse der ANOVA kategorialer Parameter und der B9D7-Promotormethylierung in der
TAVI-Kohorte

Parameter n M SD p-Wert adjust. p-Wert

Al Grad 0 21 -4,42 1,28 0,9292 1,0000
Al Grad I 22 -4,28 1,06

Al Grad II, 111 14 -4,39 1,35

CKD-Stadium G1 3 -5,17 1,18 0,6599 1,0000
CKD-Stadium G2 26 -4,32 1,25

CKD-Stadium G3a 15 -4,51 1,27

CKD-Stadium G3b 8 -4,10 1,23

CKD-Stadium G4, G5 5 -3,99 0,63

MI Grad 0 4 -3,98 0,83 0,4900 1,0000
MI Grad 1 36 -4,54 1,32

MI Grad IT 14 -4,01 1,01

MI Grad IIT 3 -4,24 0,34

NYHA-Klasse 1 6 -4,01 0,62 0,5830 1,0000
NYHA-Klasse 11 13 -4,74 1,48

NYHA-Klasse I1I 33 -4,28 1,10

NYHA-Klasse IV 5 -4,27 1,60

TI Grad 0 5 -3,65 0,62 0,3009 1,0000
TI Grad 1 34 -4,56 1,19

TI Grad I 13 -4,18 0,88

TI Grad 111 4 -4,80 1,87

Fur jeden kategorialen Parameter mit mehr als zwei Kategorien sind die Ergebnisse einer ANOVA der Betrachtung der
Promotormethylierung von BID7 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs- und

Abkiirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust., adjustierter.

Tabelle 46: Ergebnisse der ANOVA kategorialer Parameter und der RASALI-Promotormethylierung in der
TAVI-Kohorte

Parameter n M SD p-Wert adjust. p-Wert

Al Grad 0 21 -4,71 1,57 0,7668 1,0000
Al Grad T 22 -4,98 1,20

Al Grad 11, TIT 14 -5,04 1,67

CKD-Stadium G1 3 -5,87 1,20 0,2203 1,0000
CKD-Stadium G2 26 -4.,89 1,39

CKD-Stadium G3a 15 -5,22 1,61

CKD-Stadium G3b 8 -4,69 1,01

CKD-Stadium G4, G5 5 -3,69 1,60

MI Grad 0 4 -3,72 0,91 0,3020 1,0000
MI Grad 1 36 -5,10 1,53

MI Grad 1T 14 -4,77 1,35

MI Grad IIT 3 -4,51 0,85

NYHA-Klasse 1 6 -4,59 1,24 0,4074 1,0000
NYHA-Klasse 1T 13 -5,48 1,53

NYHA-Klasse 11T 33 -4,71 1,46

NYHA-Klasse IV 5 -4,92 1,30

TI Grad 0 5 -3,48 1,54 0,1125 1,0000
TI Grad 1 34 -5,03 1,32

TI Grad 11 13 -5,18 1,28

TT Grad 11T 4 -5,17 2,01

Fir jeden kategorialen Parameter mit mehr als zwei Kategorien sind die Ergebnisse einer ANOVA der Betrachtung der
Promotormethylierung von RASALT7 dargestellt; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs-

und Abkirzungserklirungen siche Kapitel 2.3.8. n, Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; adjust., adjustierter.
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Tabelle 47: Ergebnisse der Post-hoc-Tests zur ANOVA des kategorialen Parameters CKD-Stadium und der
ATP2A2-Promotormethylierung in der TAVI-Kohorte

Gruppenvergleich adjust. p-Wert

CKD-Stadium G1 vs. G2 > 0,9999
CKD-Stadium G1 vs. G3a > 0,9999
CKD-Stadium G1 vs. G3b > 0,9999
CKD-Stadium G1 vs. G4, G5 0,5407
CKD-Stadium G2 vs. G3a 0,6467
CKD-Stadium G2 vs. G3b > 0,9999
CKD-Stadium G2 vs. G4, G5 0,4600
CKD-Stadium G3a vs. G3b 0,5773
CKD-Stadium G3a vs. G4, G5 0,0296*

CKD-Stadium G3b vs. G4, G5 > 0,9999

Darstellung der Ergebnisse der Bonferroni-korrigierten Post-hoc-Tests zur ANOVA des kategorialen Parameters
CKD-Stadium und der Promotormethylierung des Gens ATP2A42. Angabe der Gruppenvergleiche mit dazugehdrigem
adjustierten p-Wert; Adjustierung des p-Werts in Form der Bonferroni-Korrektur. Fir Begriffs- und Abkiirzungserklirungen

siehe Kapitel 2.3.8. adjust., adjustierter; vs., versus.

3.4 Prognostische Vorhersagen anhand von Uberlebensmodellen unter
Einbezug der Promotormethylierung der Gene ATP2A2, B9D1und
RASALI1

Die im folgenden Abschnitt beschriebenen Ergebnisse sind einer Auswertung der MBSB entnommen.

Anhand eines Datensatzes der DIAST-Kohorte einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg, wurden
Ubetlebensmodelle in Form von Cox-Regressionen modelliert. Es lagen hierfiir von den 46 Patienten
der DIAST-Kohorte fir den Zeitraum bis elf Jahre nach Studieneintritt Daten zum Gesamtiiberleben
sowie verschiedene klinische Parameter zum Zeitpunkt Null vor (siche auch Kapitel 2.2.3 und

Kapitel 3.2.3). Details zu ausgewihlten klinischen Parametern sind auch in Kapitel 2.3.8 zu finden.

Vier dieser Uberlebensmodelle wurden jeweils auf die Patienten der HFpEF- und TAVI-Kohorte
tbertragen und es ergab sich fiir jeden Patienten ein modellspezifischer individueller dimensionsloser
Risikowert, der in dieser Arbeit auch als ,,7s&“ bezeichnet wird. Anhand des Risikowertes ergab sich je
Modell eine Zuteilung der Patienten in eine ,,Hochrisikogruppe® oder ,,Nicht-Hochrisikogruppe®. Die
Zuteilung zur Hochrisikogruppe erfolgte bei Erreichen eines zuvor an der DIAST-Kohorte festgelegten
Cut-offs. Als Cut-off war fir jedes Modell der Risikowert festgelegt worden, bei dem die Aufteilung der
DIAST-Kohorte in Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten zum besten Ergebnis im

Log-Rank-Test der zugehorigen Kaplan-Meier-Kurven der zwei Risikogruppen fiihrte.

Das Ziel der Modellibertragung war es, an den neuen Kohorten Risikovorhersagen fiir das Event
Versterben treffen zu kénnen und somit durch die Ubertragung der Modelle auf neue Patienten eine

Moéglichkeit zur einfachen prognostischen Vorhersage zu gewinnen.

Um die Méglichkeit zur prognostischen Vorhersage durch die Modelle an den zwei neuen Kohorten zu
evaluieren, wurden die Risikowerte und die Risikogruppenzuteilung gemeinsam mit Uberlebensdaten

betrachtet. Von der HFpEF-Kohorte lagen Daten zum Gesamtiiberleben fiir einen Zeitraum bis ca. fiinf
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Jahre nach Studieneintritt vor. Fir die TAVI-Kohorte lagen Daten zum Gesamtiiberleben und zum
kardiovaskulir-spezifischen Uberleben fiir einen Zeitraum bis ca. fiinf Jahre nach Studieneintritt vor.
Zwei Patienten der TAVI-Kohorte mit interventionsbedingtem Versterben, hier definiert als Versterben
innerhalb der ersten 60 Tage nach TAVI, wurden der Gruppe mit nicht-kardiovaskulirem Event

zugeordnet. Die Uberlebensdaten der HFpEF- und TAVI-Kohorte sind in Abbildung 7 dargestellt.

Fir den Zeitpunkt ein Jahr und vier Jahre nach Studieneintritt wurden fiir jedes Modell die zugeordneten
Risikowerte zusammen mit dem Uberlebensstatus der Patienten unter Beriicksichtigung des
Gesamtiiberlebens  bzw. kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens betrachtet. Zudem wurden
Ubetlebenskurven und kumulativen Inzidenzkurven aus vorliegenden Uberlebensdaten von den durch
die Modelliibertragung in Hochrisiko und Nicht-Hochrisiko klassifizierten Patienten verglichen. Mit
dem Ziel die Vergleichbarkeit der zwei neuen Kohorten mit der DIAST-Kohorte zu verbessern und
damit die Ubertragbarkeit der Modelle zu optimieren, wurde fiir die Patienten der HFpEF- und
TAVI-Kohorte jeweils ein Propensity Score Matching mit den Patienten der DIAST-Kohorte durchgefiihrt.

Anschlieend wurden die vier Modelle auf diese Subkohorten tibertragen.

Die HFpEF-Kohorte konnten in diesen Abschnitt der Arbeit vollstindig mit einer Patientenzahl von
n =48 in die Berechnungen ecinflieBen. Von der TAVI-Kohorte musste ein Patient ausgeschlossen
werden, der einer Nachverfolgung zur Erhebung von Uberlebensdaten im Verlauf der Studie

widersprochen hatte, sodass sich fiir diesen Teil der Arbeit eine Patientenzahl von n = 56 ergab.

Fir die Patienten der HFpEF-Kohorte (siche auch Kapitel 2.2.1) galten die gleichen
echokardiographischen Einschlusskriterien von LVEF 2 45% und E/e’ mittel =2 12 wie fiir die
Patienten der DIAST-Kohorte (siche auch Kapitel 2.2.3). Das Ziel der Modelliibertragungen auf die
HFpEF-Kohorte war die Untersuchung der Ubertragbarkeit der vorbestehenden vier Modelle zur
prognostischen Vorhersage auf Patienten mit der gleichen Grunderkrankung HFpEF. Um zu
untersuchen, ob die vier Modelle der DIAST-Kohorte zur prognostischen Vorhersage auch auf
Patienten mit anderer Grunderkrankung, aber pathomechanistischer Gemeinsamkeit der Herzfibrose,
ibertragen werden kénnen, wurden die vier Modelle auf die Patienten der TAVI-Kohorte mit der
Grunderkrankung Aortenklappenstenose iibertragen. Alle Patienten der TAVI-Kohorte erhielten
aufgrund einer schweren oder in Einzelfillen moderaten bis schweren Aortenklappenstenose eine

transfemorale TAVI (sieche auch Kapitel 2.2.2).

Weitere Details zum statistischen Vorgehen werden in Kapitel 2.3.7 beschrieben.
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Abbildung 7: Prisentation von Uberlebensdaten der HFpEF- und TAVI-Kohorte. Kaplan-Meier-Kurven der (A)
HFpEF-Kohorte und (B) TAVI-Kohorte. Auf der y-Achse ist die im Kaplan-Meier-Verfahren berechnete
Ubetlebenswahrscheinlichkeit in Prozent (overall survival probability %)) aufgetragen. Auf der x-Achse ist die Zeit in Jahren (fime
[years]) aufgetragen. Darstellung von Events als Sprung in der Kurve, Zensierungen als senkrechter Strich in der Kurve, mediane
Ubetlebenszeit als gestrichelte Linie, 95%-Konfidenzintervall der Ubetlebenswahrscheinlichkeit als Konfidenzband. Als Event
war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. Angabe der Patienten unter Risiko (number
at risk) zu den Zeitpunkten 0 — 5 Jahre nach Studienecintritt. (C) kumulative Inzidenzkurven der TAVI-Kohorte mit jeweils
eigener Kurve fiir die Gruppe der Patienten mit kardiovaskulirem Event (death.cv; rote Kurve) und die Gruppe der Patienten
mit nicht-kardiovaskulirem Event (death.other; blaue Kurve). Das ereignisspezifische Uberleben wurde in Abhingigkeit von den
konkurrierenden Ereignissen kardiovaskulires und nicht-kardiovaskulires Versterben untersucht und es sind die jeweils
dazugehérigen kumulativen Inzidenzkurven dargestellt. Auf der y-Achse ist die per Aalen-Johansen-Schitzer berechnete
kumulative Wahrscheinlichkeit fir ein Event in Prozent (probability of an event [°/0]) aufgetragen. Auf der x-Achse ist die Zeit in
Jahren (Zime [years]) aufgetragen. Darstellung von Events als Sprung in der Kurve. Als Event war hier das Versterben definiert.
Angabe der Patienten unter Risiko (mamber at risk) zu den Zeitpunkten 0 — 5 Jahre nach Studieneintritt (modifiziert nach der

Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.41 Modellierung von Cox-Regressionen fiir prognostische Vorhersagen

Fir die Modellberechnungen an der DIAST-Kohorte wurden Cox-Regressionen genutzt, um den
Einfluss verschiedener Parameter auf das Uberleben beriicksichtigen zu kénnen. Das betrachtete Event
in den Modellen war als das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. In
Abbildung 8 sind die Ergebnisse der vier an der DIAST-Kohorte berechneten Modelle dargestellt, die

in dieser Arbeit Anwendung finden.

Das Modell A umfasste die vier klinischen Parameter BMI, Alter, Geschlecht und KHK. Modell B
umfasste zusitzlich die im Blut gemessene B9D7-Promotormethylierung, Modell C die im Blut
gemessene  RASAL7-Promotormethylierung  und Modell D die im Blut gemessene
ATP2A2-Promotormethylierung. Die lognormal verteilten Rohdaten der Promotormethylierung wurde
fir diese Berechnungen mithilfe des natiitlichen Logarithmus in eine Normalverteilung transformiert
und die transformierten Daten der Promotormethylierung gingen in die Cox-Regressionen ein. Ziel der
Transformierung war es, der Normalverteilung der Residuen, als Voraussetzung der Cox-Regression,
gerecht zu werden (siche auch Kapitel 2.3.7). Wenn nicht anders erwihnt, wird im Folgenden auf die

logarithmierten Werte der Promotormethylierung eingegangen.

Anhand der in Abbildung 8 dargestellten Ergebnisse der vier Modelle konnte jeweils der Einfluss der
verschiedenen Parameter auf das Uberleben in der DIAST-Kohorte ermittelt werden. Die
Promotormethylierung aller drei Gene zeigte einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben im Sinne
einer Risikoerh6hung fiir das Versterben bei héherer Promotormethylierung. In allen Modellen zeigte
der BMI einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben im Sinne einer Risikoerhdhung fiir das
Versterben bei niedrigerem BMI. Das Geschlecht zeigte in allen Modellen einen signifikanten Einfluss
auf das Uberleben im Sinne einer Risikoerhdhung fiir das Versterben bei minnlichem Geschlecht. Fiir
die Diagnose KHK ergab sich fiir Modell A, C und D ein signifikanter Einfluss auf das Uberleben im
Sinne einer Risikoerh6hung fir das Versterben bei Vorliegen der Diagnose KHK. Im Modell B konnte
kein signifikanter Einfluss auf das Uberleben bei Votliegen der Diagnose KHK nachgewiesen werden.
Der Effekt auf das Uberleben blieb damit in diesem Modell unklar. Fiir das Alter konnte in keinem der
Modelle ein signifikanter Einfluss auf das Uberleben nachgewiesen werden. Der Effekt des Alters auf

das Uberleben blieb damit in den vier Modellen insgesamt unklar.
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Abbildung 8: Forest-Plots der vier an der DIAST-Kohorte modellierten Cox-Regressionen. Darstellung der Ergebnisse
der vier an der DIAST-Kohorte modellierten Cox-Regressionen (A) ohne Promotormethylierung, (B) mit
B9D1-Promotormethylierung, (C) mit RASAL7-Promotormethylierung und (D) mit ATP2A2-Promotormethylierung unter
Angabe von n, Hazard Ratio mit 95%-Konfidenzintervall des Hazard Ratios und p-Wert fiir jeden Modellparameter.
Graphische Prisentation der Ergebnisse in Form von Forests-Plots. Das Kistchen stellt das Hazard Ratio dar, die horizontale
Linie durch das Kistchen veranschaulicht das 95%-Konfidenzintervall des Hazard Ratios. Es ist eine senkrechte
Nulleffekt-Linie eingezeichnet, welche die x-Achse bei 1 schneidet. Auf der x-Achse ist der positive Wertebereich des Hazard
Ratios, beim Wert 1 beginnend, aufgetragen. Zur Beschreibung der globalen Giite des Gesamtmodells sind globaler p-Wert,
AIC und concordance index fur jedes Modell genannt. # Events: 21, es gab 21 Events in der DIAST-Kohorte im
Betrachtungszeitraum, als Event war das Versterben definiert; Global p-value (I.og-Rank), modellspezifischer im Log-Rank-Test
ermittelter globaler p-Wert; AIC, akaike information criterion; bmi, BMI; age, Alter; gender, Geschlecht; female, weiblich; male,
minnlich; &bk, KHK; b9dl, BY9D7-Promotormethylierung; rasal, RASAL7-Promotormethylierung;  serca,
ATP2A2-Promotormethylierung; n, Anzahl (Auswertung und Aufbereitung durchgefiihrt von der MBSB 2024).
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Die Auswahl der klinischen Parameter BMI, Alter, Geschlecht, KHK und Promotormethylierung der
drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT tiir die Modelle erfolgte in Anlehnung an die Ergebnisse einer
Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg, in der sich uni- und zum Teil auch multivariant signifikante
Zusammenhinge mehrerer klinischer Parameter und der Promotormethylierung der drei Gene mit dem
Uberleben in der DIAST-Kohorte gezeigt hatten. Fiir die Modellierung der vier Modelle der
vorliegenden Arbeit wurden eine Auswahl klinischer Parameter der DIAST-Kohorte und der natrliche
Logarithmus der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT in univarianten
Cox-Regtessionen mit dem Uberleben getestet. Hierfiir lagen von der DIAST-Kohorte fiir den Zeitraum
bis elf Jahre nach Studieneintritt Daten zum Gesamtitberleben vor. Fiir jeden Parameter wurde die
univariante Cox-Regression mit dem Null-Model mithilfe eines Likelihood-Quotienten-Tests verglichen.
Alle Variablen mit p < 0,2 im Likelihood-Quotienten-Test wurden ausgewihlt. Hierzu zihlte auch die
Promotormethylierung der drei Gene, sodass in drei Modellen jeweils die Promotormethylierung eines
der Gene ein Modellparameter wurde. Ein viertes Modell wurde ohne Promotormethylierung etabliert.
Die Kohorte war zu klein, um alle drei Gene in einem gemeinsamen Modell betrachten zu kénnen. Die
klinischen Parameter, die ein p < 0,2 im Likelihood-Quotienten-Test erzielt hatten und damit als
Modellparameter in Frage kamen, wurden anhand ihrer Korrelation untereinander gruppiert. Von
hochkorrelierenden Parametern wurde nur der Parameter mit der héchsten Assoziation zum Ubetleben
in der univarianten Cox-Regression ausgewihlt. Zudem erfolgte eine Selektion der Parameter, von denen
in beiden neuen Kohorten vollstindige Datensitze vorlagen. Die Auswahl fiel abschlieBend auf die vier

klinischen Parameter BMI, Alter, Geschlecht und KHK.

3.4.2 Modelliibertragungen auf die untersuchten Kohorten

3.4.2.1 TAVI-Kohorte

Die vier Modelle wurden auf die vollstindige TAVI-Kohorte, bestehend aus 56 Patienten, Gibertragen.

3.4.2.1.1 Risikowertvorhersagen der vier Modelle unter Betrachtung des

Gesamtiibetlebens

Fir alle vier Modelle wurden die ermittelten Risikowerte der Patienten mit und ohne Event zum
Zeitpunkt ein Jahr und vier Jahre nach Studieneintritt verglichen. Diese Untersuchung diente der
Einschitzung wie gut die Modelliibertragung zur prognostischen Vorhersage an der neuen Kohorte
funktioniert. Das Event war hier definiert als Versterben im Rahmen der Betrachtung des
Gesamtliberlebens. Da fiir den betrachteten Zeitraum von allen Patienten vollstindige Daten zum

Uberleben vorlagen, mussten keine Patienten zensiert werden.

Im Rahmen der Ubertragung der vier Modelle konnte kein signifikanter Unterschied der Risikowerte
zwischen Patienten mit und ohne Event ein Jahr (Abbildung 9) und vier Jahre (Abbildung 10) nach
Studieneintritt festgestellt werden. Den Patienten mit Event wurde zu beiden Zeitpunkten kein

signifikant hoherer Risikowert zugeordnet als den Patienten ohne Event (Tabelle 48 und Tabelle 49).
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Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz war zum Zeitpunkt ein Jahr fiir das Modell
ohne  Promotormethylierung, das  Modell mit B9D7- und das Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung der Median der Risikowerte bei den Patienten mit Event hoher als bei
den Patienten ohne Event. Demgegeniiber war zum Zeitpunkt ein Jahr fiir das Modell mit
RASAL7T-Promotormethylierung der Median der Risikowerte bei den Patienten ohne Event héher als
bei den Patienten mit Event. Zum Zeitpunkt vier Jahre ergab sich fiir alle vier Modelle ein héherer

Median der Risikowerte bei den Patienten ohne Event im Vergleich zu den Patienten mit Event.

Tabelle 48: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fiir die Patienten mit und ohne Event

unter Betrachtung des Gesamtiibetlebens in der TAVI-Kohorte zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt

Parameter = Modell (Gen) Messwert 0 (n = 406) 1 (n =10) p-Wert

Risikowert = A (kein Gen) M *SD 17 +17 21£20 0,54
Md (Min; Max) 10 (0,35; 72) 11 (0,32; 53)

Risikowert = B (BIDT) M *SD 36 £ 69 22.+27 0,83
Md (Min; Max) 9,5 (0,10; 414) 9,6 (0,15; 71)

Risikowert | C (RASALT) M+ SD 37 + 64 22+25 0,72
Md (Min; Max) 15 (0,16; 314) 12 (0,097; 72)

Risikowert | D (ATP2A2) M+ SD 19 £ 32 11£12 0,70
Md (Min; Max) 5,6 (0,056; 160) 7,1 (0,041; 32)

Ergebnisse der Brunner-Munzel-Tests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten
der TAVI-Kohorte mit und ohne Event ein Jahr nach Studieneintritt. Fir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event. Angabe des im Brunner-Munzel-Test ermittelten
p-Werts und zugehdriger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Es gab keine zensierten Patienten. Als Event war hier
das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiibetlebens definiert. A, Modell ohne Promotormethylierung; B, Modell

mit  B9D7-Promotormethylierung;  C,  Modell ~ mit  RASAL7-Promotormethylierung, D Modell  mit

ATP2A2-Promotormethylierung; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum; n, Anzahl; M,
Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und

Aufbereitung durch die MBSB 2024).

Tabelle 49: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fiir die Patienten mit und ohne Event

unter Betrachtung des Gesamtiibetlebens in der TAVI-Kohorte zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studieneintritt

Parameter Modell (Gen) Messwert 0 (n=30) 1 (n = 26) p-Wert

Risikowert | A (kein Gen) M+ SD 20 £ 18 16 £ 16 0,48
Md (Min; Max) 13 (0,35; 72) 9,0 (0,32; 53)

Risikowert = B (BIDT) M £ SD 45 £ 81 21£29 0,17
Md (Min; Max) 14 (0,10; 414) 4,4 (0,15; 109)

Risikowert = C (RASALT) M £ SD 47 £76 20 £25 0,16
Md (Min; Max) 23 (0,16; 314) 6,3 (0,097; 90)

Risikowert | D (ATP2A2) M £ SD 22 £ 37 13 £ 18 0,27
Md (Min; Max) 8,6 (0,12; 160) 4,4 (0,041; 80)

Ergebnisse der Brunner-Munzel-Tests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten
der TAVI-Kohorte mit und ohne Event vier Jahre nach Studieneintritt. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event. Angabe des im Brunner-Munzel-Test ermittelten
p-Werts und zugehoriger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Es gab keine zensierten Patienten. Als Event war hier
das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. A, Modell ohne Promotormethylierung; B, Modell

mit  B9D7-Promotormethylierung;  C,  Modell —mit  RASAL7-Promotormethylierung, D Modell  mit

ATP2A2-Promotormethylierung; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum; n, Anzahl; M,
Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und

Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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Abbildung 9: TAVI-Kohorte — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen Patienten mit und ohne
Event bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt in den vier Modellen.
Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten der TAVI-Kohorte mit und ohne Event ein
Jahr nach Studieneintritt fiir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell mit BID7-, (C) das Modell mit
RASALT- und (D) das Modell mit .ATP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event in Brunner-Munzel-Tests. Es gab keine zensierten
Patienten. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. Darstellung der
Daten als Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus
aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die horizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die
Fihler der Box enden am 1,5fachen des Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. Darstellung des im
Brunner-Munzel-Test ermittelten p-Werts oberhalb der Klammer. 7isé, der im Modell ermittelte Risikowert; os.event.12m,
Eventstatus bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt; 0, kein Event im
Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB

2024).
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Abbildung 10: TAVI-Kohorte — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen Patienten mit und ohne
Event bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studieneintritt in den vier Modellen.
Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten der TAVI-Kohorte mit und ohne Event vier
Jahre nach Studieneintritt fiir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell mit BID7-, (C) das Modell mit
RASALT- und (D) das Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event in Brunner-Munzel-Tests. Es gab keine zensierten
Patienten. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. Darstellung der
Daten als Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus
aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die horizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die
Fihler der Box enden am 1,5fachen des Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. Darstellung des im
Brunner-Munzel-Test ermittelten p-Werts oberhalb der Klammer. 7isk, der im Modell ermittelte Risikowert; os.event.4y,
Eventstatus bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studiencintritt; 0, kein Event im

Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB
2024).
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3.4.2.1.2 Betrachtung der Risikozuteilung durch die Modelle anhand von

Uberlebenskurven

Um die prognostische Vorhersagekraft der Modelliibertragung hinsichtlich des Gesamtiiberlebens nicht
nur zu einzelnen Zeitpunkten zu evaluieren, wurden Uberlebenskurven in Zusammenschau mit der
Risikozuteilung durch die vier Modelle untersucht. Betrachtet wurde der Zeitraum bis ca. finf Jahre nach

Studieneintritt, fiir den Daten zum Gesamtiiberleben der Patienten der TAVI-Kohorte vorlagen.

Fiir den betrachteten Zeitraum konnte fiir kein Modell ein signifikanter Unterschied im Uberleben
zwischen den Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten nachgewiesen werden (Abbildung 11). Bei
keinem  der Modelle hatten die Hochrisikopatienten  eine  signifikant  niedrigere

Ubetlebenswahrscheinlichkeit als die Nicht-Hochrisikopatienten.

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz hatten bei der Modelliibertragung ohne
Promotormethylierung und bei der Modelliibertragung mit B9D7- und RASAL7-Promotormethylierung
die Hochrisikopatienten eine hohere Ubetlebenswahrscheinlichkeit als die Nicht-Hochrisikopatienten.
Bei der Modelliibertragung mit ATP2A42-Promotormethylierung konnte keiner der zwei Gruppen im

betrachteten Zeitraum eine eindeutig héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit zugeordnet werden.
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Abbildung 11: TAVI-Kohorte — Risikozuteilung durch die vier Modelle bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens
mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven ohne signifikanten Unterschied im Uberleben der Hochrisiko- und
Nicht-Hochrisikopatienten. Vergleich der Kaplan-Meier-Kurven fiir Hochrisikopatienten (blaue Kurve) und fur
Nicht-Hochrisikopatienten (rote Kurve) der TAVI-Kohorte fiir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell
mit BID7-, (C) das Modell mit RASALT7- und (D) das Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung. Es ergab sich fiir die vier
Modelle kein signifikanter Unterschied im Ubetleben der Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten in Log-Rank-Tests. Auf
der y-Achse ist die im Kaplan-Meier-Verfahren berechnete Ubetlebenswahrscheinlichkeit in Prozent (overall survival probability
[%]) aufgetragen. Auf der x-Achse ist die Zeit in Jahren (#me [years]) aufgetragen. Darstellung von Events als Sprung in der
Kutve, Zensierungen als senkrechter Strich in der Kurve, mediane Ubertlebenszeit als gestrichelte Linie. Als Event war hier das
Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiibetlebens definiert. Der angegebene p-Wert wurde im Log-Rank-Test der
zwei Uberlebenskurven ermittelt. Angabe der Patienten unter Risiko (mumber at risk) fiir die Hochrisiko- und
Nicht-Hochrisikogruppe zu den Zeitpunkten 0 — 5 Jahre nach Studiencintritt. bighrisk = FALSE, Nicht-Hochrisikopatienten;
highrisk = TRUE, Hochrisikopatienten (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.1.3 Risikowertvorhersagen der vier Modelle unter Betrachtung des

kardiovaskulir-spezifischen Ubetlebens

Von der TAVI-Kohorte lagen neben Daten zum Gesamtiiberleben auch Daten zum kardiovaskulir-
spezifischen Uberleben vor. Fiir alle vier Modelle wurden die ermittelten Risikowerte der Patienten mit
kardiovaskulirem Event, mit nicht-kardiovaskulirem Event und der zensierten Patienten zum Zeitpunkt
ein Jahr und vier Jahre nach Studieneintritt verglichen. Wie die Betrachtung der Risikowerte gemeinsam
mit Daten zum Gesamtiiberleben in den zwei vorhergegangenen Kapiteln 3.4.2.1.1 und 3.4.2.1.2, diente
auch diese Untersuchung der Einschitzung wie gut die Modelliibertragung, in diesem Kapitel bei
Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens, zur prognostischen Vorhersage an der neuen
Kohortte funktioniert. Als Event war hier das Versterben definiert. Die zensierten Patienten entsprachen

hier den zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden Patienten, also Patienten ohne Event.

Bei keinem der vier Modelle konnte ein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen Patienten
der drei betrachteten Gruppen ein Jahr (Abbildung 12) und vier Jahre (Abbildung 13) nach
Studieneintritt festgestellt werden (Tabelle 50 und Tabelle 51). Bei kleiner Gruppengrof3e zum Zeitpunkt

ein Jahr nach Studieneintritt war die statistische Aussagekraft entsprechend eingeschrinkt.

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz war zu beiden Zeitpunkten der Median der
Risikowerte fir die vier Modelle bei den Patienten mit kardiovaskulirem Event niedriger als bei den
zensierten Patienten. Zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt hatten die Patienten mit nicht-
kardiovaskulirem Event in allen vier Modellen einen hoheren Median der Risikowerte als die zensierten
Patienten. Demgegentiber hatten zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studieneintritt in allen vier Modellen
die Patienten mit nicht-kardiovaskulirem Event einen niedrigeren Median der Risikowerte als die

zensierten Patienten.
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Tabelle 50: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fiir die Patienten mit und ohne Event
sowie fiir die zensierten Patienten unter Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens in der

TAVI-Kohorte ein Jahr nach Studieneintritt

Parameter = Modell Messwert kardio- nicht-kardio- | zensiert p-
(Gen) vaskulires vaskulires (n =406) Wert
Event Event
(0 =3) (=7
Risikowert | A (kein Gen) M % SD 13+ 15 25 £ 22 17 £ 17 0,40
Md (Min; Max) | 7,9 (0,32; 30) 12 (1,3; 53) 10 (0,35; 72)
Risikowert = B (BYDT) M £ S8D 35+29 30 £29 36 £ 69 0,38
Md (Min; Max) | 4,5 (0,15; 5,8) 26 (0,56; 71) 9,5 (0,10; 414)
Risikowert | C (RASALT) M+ SD 3,6 £3,0 29 £ 26 37 %64 0,25
Md (Min; Max) | 5,3 (0,097;5,4) | 24 (0,81; 72) 15 (0,16; 314)
Risikowert | D (ATP2A42) M+ SD 10 £ 15 12+ 11 19 £ 32 0,80

Md Min; Max) = 2,8 (0,041; 28) 7,3 (0,23; 32) 5,6 (0,056; 160)

Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten
der TAVI-Kohorte mit kardiovaskuldrem Event, mit nicht-kardiovaskulirem Event und fir die zensierten Patienten ein Jahr
nach Studienecintritt. Die zensierten Patienten entsprachen den zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden Patienten. Fur die vier
Modelle ergab sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den drei Gruppen. Angabe des im
Kruskal-Wallis-Test ermittelten p-Werts und zugehériger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Als Event war hier
das Versterben definiert. A, Modell ohne Promotormethylierung; B, Modell mit B9D7-Promotormethylierung; C, Modell mit
RASALT-Promotormethylierung, D, Modell mit ATP2A42-Promotormethylierung; n, Anzahl; M, Mittelwert; SD,
Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch
die MBSB 2024).

Tabelle 51: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fiir die Patienten mit und ohne Event
sowie fiir die zensierten Patienten unter Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Ubetlebens in der

TAVI-Kohorte vier Jahre nach Studieneintritt

Parameter = Modell Messwert kardio- nicht-kardio- = zensiert p-
(Gen) vaskuléres vaskulires (n = 30) Wert
Event Event
(n=13) (n =13)
Risikowert | A (kein Gen) = M * SD 10£9 21 £20 20 £18 0,33
Md (Min; Max) = 8,1 (0,32; 30) 11 (1,3; 53) 13 (0,35; 72)
Risikowert = B (BID7) M+ SD 11£19 30 £35 45 £ 81 0,18
Md (Min; Max) = 4,3 (0,15; 69) 13 (0,56; 109) 14 (0,10; 414)
Risikowert = C (RASAL7) M *SD 18 = 28 21£23 47 £76 0,29
Md (Min; Max) @ 5,3 (0,097; 90) 19 (0,81; 72) 23 (0,16; 314)
Risikowert | D (ATP2A42) M * SD 16 £ 22 10 £ 12 22 £ 37 0,52

Md Min; Max) = 3,3 (0,041; 80) 5,4 (0,23; 38) 8,6 (0,12; 160)
Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten
der TAVI-Kohorte mit kardiovaskulirem Event, mit nicht-kardiovaskulirem Event und fiir die zensierten Patienten vier Jahre
nach Studieneintritt. Die zensierten Patienten entsprachen den zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden Patienten. Fiir die vier
Modelle ergab sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den drei Gruppen. Angabe des im
Kruskal-Wallis-Test ermittelten p-Werts und zugehoériger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Als Event war hier
das Versterben definiert. A, Modell ohne Promotormethylierung; B, Modell mit B/D7-Promotormethylierung; C, Modell mit
RASALT-Promotormethylierung, D, Modell mit ATP2A42-Promotormethylierung; n, Anzahl; M, Mittelwert; SD,
Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch

die MBSB 2024).
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Abbildung 12: TAVI-Kohorte — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen Patienten mit und ohne
Event sowie zensierten Patienten bei Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens zum Zeitpunkt ein
Jahr nach Studieneintritt in den vier Modellen. Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fir die
Patienten der TAVI-Kohorte mit kardiovaskulirem Event, mit nicht-kardiovaskulirem Event und fiir die zensierten Patienten
ein Jahr nach Studieneintritt fiir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell mit BID7-, (C) das Modell mit
RASALT- und (D) das Modell mit .ATP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Risikowerte zwischen den drei Gruppen in Kruskal-Wallis-Tests. Die zensierten Patienten entsprachen den
zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden Patienten. Als Event war hier das Versterben definiert. Darstellung der Daten als
Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus
aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die horizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die
Fuhler der Box enden am 1,5fachen des Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. 7isk, der im Modell ermittelte
Risikowert; cus.event.12m, Eventstatus bei Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach
Studieneintritt; censored, zensierte Patienten; death.cv, kardiovaskulires Event; death.other, nicht-kardiovaskulires Event

(modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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Abbildung 13: TAVI-Kohorte — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen Patienten mit und ohne
Event sowie zensierten Patienten bei Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Ubetlebens zum Zeitpunkt vier
Jahre nach Studieneintritt in den vier Modellen. Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fiir die
Patienten der TAVI-Kohorte mit kardiovaskulirem Event, mit nicht-kardiovaskulirem Event und fiir die zensierten Patienten
vier Jahre nach Studieneintritt fiir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell mit BID7-, (C) das Modell mit
RASALT- und (D) das Modell mit .ATP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Risikowerte zwischen den drei Gruppen in Kruskal-Wallis-Tests. Die zensierten Patienten entsprachen den
zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden Patienten. Als Event war hier das Versterben definiert. Darstellung der Daten als
Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus
aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die horizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die
Fihler der Box enden am 1,5fachen des Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. risé, der im Modell ermittelte
Risikowert; cus.event.4y, Bventstatus bei Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach
Studieneinttitt; censored, zensierte Patienten; death.cv, kardiovaskulires Event; death.other, nicht-kardiovaskulires Event

(modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.1.4 Betrachtung der Risikozuteilung durch die Modelle anhand von

kumulativen Inzidenzkurven

Um die prognostische Vorhersagekraft der Modellibertragung hinsichtlich des kardiovaskuldr-
spezifischen Uberlebens nicht nur zu einzelnen Zeitpunkten zu evaluieren, wurden kumulative
Inzidenzkurven in Zusammenschau mit der Risikozuteilung durch die vier Modelle betrachtet. Das
ereignisspezifische Ubetleben wurde in Abhingigkeit von den konkurrierenden Ereignissen
kardiovaskulires und nicht-kardiovaskuldres Versterben jeweils getrennt betrachtet. Untersucht wurde
der Zeitraum bis ca. fiinf Jahre nach Studieneintritt, fir den Daten zum kardiovaskulir-spezifischen

Ubetleben der Patienten der TAVI-Kohotte vorlagen.

Fur alle vier Modelle konnte im betrachteten Zeitraum, sowohl fiir kardiovaskulires als auch fir nicht-
kardiovaskuldres Versterben, kein signifikanter Unterschied der kumulativen Eventwahrscheinlichkeit
zwischen Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten festgestellt werden (Abbildung 14). Fur
kardiovaskulires und nicht-kardiovaskuldres Versterben hatten die Hochrisikopatienten bei keinem der
Modelle im Vergleich zu den Nicht-Hochrisikopatienten eine signifikant hohere kumulative

Eventwahrscheinlichkeit.

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz hatten im Modell mit B9D7- und
RASALT-Promotormethylierung  die  Hochrisikopatienten ~ eine  niedrigere  kumulative
Wahrscheinlichkeit fiir Events bei Betrachtung des kardiovaskuliren Versterbens. In den Modellen ohne
Promotormethylierung und mit ATP2A2-Promotormethylierung lieB sich keiner der zwel
Risikogruppen fir kardiovaskuldres Versterben eine eindeutig héhere Wahrscheinlichkeit fiir Events
zuordnen. Im Modell ohne Promotormethylierung hatten die Hochrisikopatienten eine niedrigere
kumulative Wahrscheinlichkeit fiir Events bei Betrachtung des nicht-kardiovaskuliren Versterbens. Fir
die anderen drei Modelle lie3 sich bei Betrachtung des nicht-kardiovaskuldren Versterbens keiner der

zwel Risikogruppen eine eindeutig héhere Wahrscheinlichkeit fiir Events zuordnen.
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Abbildung 14: TAVI-Kohorte — Risikozuteilung durch die vier Modelle bei Betrachtung des

kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens mithilfe kumulativer Inzidenzkurven ohne signifikanten Unterschied in der
kumulativen Eventwahrscheinlichkeit der Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten. Vergleich der kumulativen
Inzidenzkurven fiir die Gruppe der Hochrisikopatienten (rote Kurve) und fiir Nicht-Hochrisikopatienten (blaue Kurve) der
TAVI-Kohorte fiir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell mit BID7-, (C) das Modell mit RASAL7- und
(D) das Modell mit ATP2A42-Promotormethylierung. Das ereignisspezifische Uberleben wurde in Abhingigkeit von den
konkurrierenden Ereignissen kardiovaskulires und nicht-kardiovaskulires Versterben untersucht und es sind die jeweils
dazugehérigen kumulativen Inzidenzkurven dargestellt. In nicht-parametrischen Gray-Tests ergab sich fir die vier Modelle
sowohl fiir kardiovaskulires als auch fir nicht-kardiovaskulires Versterben kein signifikanter Unterschied der kumulativen
Eventwahrscheinlichkeit der Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten. Auf der y-Achse ist die per Aalen-Johansen-Schitzer
berechnete kumulative Wahrscheinlichkeit fir ein Event in Prozent (probability of an event [%0]) aufgetragen. Auf der x-Achse ist
die Zeit in Jahren (#ime |[years]) aufgetragen. Darstellung von Events als Sprung in der Kurve, Darstellung des
95%-Konfidenzintervalls der Eventwahrscheinlichkeit je Kurve als Konfidenzband. Als Event war hier das Versterben
definiert. Der angegebene p-Wert wurde im nicht-parametrischen Gray-Test ermittelt. Angabe der Patienten unter Risiko
(number at risk) fir die Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikogruppe zu den Zeitpunkten 0 — 5 Jahre nach Studieneintritt.
highrisk = lowrisk, Nicht-Hochrisikopatienten; highrisk = highrisk, Hochrisikopatienten; death.cv, Gruppe der Patienten mit
kardiovaskulirem Event; death.other, Gruppe der Patienten mit nicht-kardiovaskulirem Event (modifiziert nach der Auswertung

und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.1.5 Vergleich klinischer Parameter der DIAST- und TAVI-Kohorte

Die in die vier Modelle einflieBenden klinischen Parameter wurden zwischen der TAVI- und
DIAST-Kohorte verglichen. Ziel war es, die Vergleichbarkeit der zwei Kohorten zu bewerten und
dadurch Hinweise fiir die Griinde der fehlenden Ubertragbarkeit der Modelle zu finden. Aufer fiir die
RASAILT-Promotormethylierung, ergaben sich fiir alle klinischen Parameter signifikante Unterschiede
zwischen den zwei Kohorten. Die Patienten der TAVI-Kohorte waren dlter und hatten einen niedrigeren
BMI. Es gab mehr minnliche und weniger weibliche Patienten. Mehr Patienten hatten eine KHK und
die ATP2A2- und BID17-Promotormethylierung war niedriger (Tabelle 52).

Tabelle 52: Ergebnisse des Vergleichs klinischer Parameter der DIAST-Kohorte und der TAVI-Kohorte

Parameter Messwert DIAST-Kohorte =~ TAVI-Kohorte p-Wert | statistischer Test
n 46 56
Alter [Jahre] < 0,01%F  Welch-Test
M £ SD 73£9 8006
Md Min; Max) | 72 (53; 87) 80 (62; 92)
BMI [kg/m?| < 0,01**  Welch-Test
M+ SD 3217 28+5
Md (Min; Max) | 31 (22; 51) 27 (20; 46)
Geschlecht 0,03* Exakter Fisher-
minnlich a. H. (r. H)) 15 (32,6%) 31 (55,4%) Test
weiblich a. H. (r. H) 31 (67,4%) 25 (44,6%)
KHK < 0,01**  Exakter Fisher-
nein a. H. (r. H) 32 (69,6%) 15 (26,8%) Test
ja a. H. (r. H) 14 (30,4%) 41 (73,2%)
InM 0,01* Welch-Test
ATP2A42 M+ SD 55+ 14 -6,2+ 1,6
Md (Min; Max) | -5,4 (-9,5; -2,5) -6,3 (-9,9; -3,0)
InM <0,01**  Welch-Test
BID1T M £ SD -3,7+11,2 44112
Md Min; Max) | -3,7 (-6,4; -1,0) -4,3 (-7,7; -1,7)
InM 0,96 Welch-Test
RASALT M £ SD -49+12 -49+15
Md Min; Max) | -4,9 (-7,6; -1,9) -4,9 (-8,4; -1,0)

Ergebnisse der Welch-Tests bzw. Exakten Fisher-Tests zum Vergleich jedes in die Modelle einflieBenden klinischen Parameters
zwischen der TAVI- und DIAST-Kohorte. Es ergab sich fiir alle Parameter, auler der RASAL7-Promotormethylierung, ein
signifikanter Unterschied zwischen den Kohorten. Angabe des im jeweils genannten statistischen Test ermittelten p-Werts mit
Anzahl; 1nM,
Promotormethylierung; a. H., absolute Hiufigkeit; r. H., relative Haufigkeit; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md,

zugehbriger  deskriptiver  Statistik  der betrachteten Gruppen. n, natiirlicher Logarithmus der

Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.2 TAVI-Subkohorte nach Propensity Score Matching

Im Verlauf der Berechnungen zur Modellibertragung auf die TAVI-Kohorte wurde ein Propensity Score
Matching zwischen den Patienten der TAVI- und DIAST-Kohorte durchgefithrt. Ziel war es, die
Vergleichbarkeit der zwei Kohorten zu erh6hen, um die Ubertragbarkeit der Modelle zu optimieren. Die
vier Modelle wurden auf die Subkohorte tibertragen, die sich aus 18 Patienten zusammensetzte. Die
Ubertragung der vier Modelle auf die TAVI-Subkohorte nach Matohing fithrte insgesamt zu dhnlichen
Ergebnissen wie die Ubertragung der Modelle auf die vollstindige TAVI-Kohorte in Kapitel 3.4.2.1. Bei
kleiner GruppengréBe nach dem Matching war die statistische Aussagefihigkeit der Modelliibertragung

entsprechend eingeschrinkt.

3.4.2.21 Vergleich klinischer Parameter der DIAST-Kohorte und der TAVI-
Subkohorte nach Matching

Um die Vergleichbarkeit der zwei Kohorten nach dem Matching zu bewerten, wurden die in die vier
Modelle einflieBenden klinischen Parameter zwischen der TAVI-Subkohorte nach Matching und der
DIAST-Kohorte verglichen. Es ergaben sich fir alle klinischen Parameter keine signifikanten

Unterschiede zwischen den zwei Kohorten (Tabelle 53).

Tabelle 53: Ergebnisse des Vergleichs klinischer Parameter der DIAST-Kohorte und der TAVI-Subkohorte nach
Matching

Parameter Messwert DIAST- TAVI-Subkohorte = p-Wert | statistischer Test
Kohorte nach Matching
n 46 18
Alter [Jahre] 0,09 Welch-Test
M+ SD 73+ 9 76 £ 7
Md (Min; Max) | 72 (53; 87) 78 (62; 85)
BMI [kg/m?| 0,38 Welch-Test
M + SD 3217 31+7
Md (Min; Max) | 31 (22; 51) 29 (21; 40)
Geschlecht 0,15 Exakter Fisher-Test
minnlich a. H. (r. H)) 15 (32,6%) 10 (55,6%)
weiblich a. H. (r. H)) 31 (67,4%) 8 (44,4%)
KHK 0,09 Exakter Fisher-Test
nein a. H. (r. H) 32 (69,6%) 8 (44,4%)
ja a. H. (r. H) 14 (30,4%) 10 (55,6%)
InM 0,56 Welch-Test
ATP2A42 M+ SD 55+t14 57116
Md Min; Max) | -5,4 (-9,5; -2,5) -60,1 (-8,2;-3,0)
InM 0,18 Welch-Test
BID1 M+ SD 37+112 -40x09
Md Min; Max) | -3,7 (-6,4; -1,0) -4,0 (-5,5; -2,7)
InM 0,84 Welch-Test
RASALT M £ SD 49+12 48+ 14
Md Min; Max) | -4,9 (-7,6; -1,9) -5,1 (-6,0; -2,6)

Ergebnisse der Welch-Tests bzw. Exakten Fisher-Tests zum Vergleich jedes in die Modelle einflieBenden klinischen Parameters
zwischen der TAVI-Subkohorte nach Mazhing und der DIAST-Kohorte. Es ergab sich fir alle Parameter kein signifikanter
Unterschied zwischen den Kohorten. Angabe des im jeweils genannten statistischen Test ermittelten p-Werts mit zugehoriger
deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. n, Anzahl; InM, natiirlicher Logarithmus der Promotormethylierung; a. H.,
absolute Hiufigkeit; r. H., relative Haufigkeit; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max,
Maximum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.2.2 Risikowertvorhersagen der vier Modelle unter Betrachtung des

Gesamtiibetlebens

Fir alle vier Modelle wurden die ermittelten Risikowerte der Patienten mit und ohne Event zum
Zeitpunkt ein Jahr und vier Jahre nach Studieneintritt verglichen. Diese Untersuchung diente der
Einschitzung wie gut die Modelliibertragung zur prognostischen Vorhersage an der neuen Kohorte
funktioniert. Das Event war hier definiert als Versterben im Rahmen der Betrachtung des
Gesamtiberlebens. Da fir den betrachteten Zeitraum von allen Patienten vollstindige Daten zum

Uberleben vorlagen, mussten keine Patienten zensiert werden.

Wie schon bei der Ubertragung der vier Modelle auf die vollstindige TAVI-Kohorte (siche auch Kapitel
3.4.2.1.1), konnte auch im Rahmen der Ubertragung der vier Modelle auf die TAVI-Subkohorte nach
Matching kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen Patienten mit und ohne Event ein Jahr
(Abbildung 15) und vier Jahre (Abbildung 16) nach Studienecintritt festgestellt werden. Den Patienten
mit Event wurde zu beiden Zeitpunkten kein signifikant hoherer Risikowert zugeordnet als den

Patienten ohne Event (Tabelle 54 und Tabelle 55).

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz war zum Zeitpunkt ein Jahr fir das Modell
ohne Promotormethylierung und das Modell mit .4TP2A42-Promotormethylierung der Median der
Risikowerte bei den Patienten mit Event hoher. Demgegeniiber war zum Zeitpunkt ein Jahr fir die
Modelle mit BID7- und RASALT-Promotormethylierung der Median der Risikowerte bei den Patienten
ohne Event héher. Zum Zeitpunkt vier Jahre ergab sich fiir das Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung ein héherer Median der Risikowerte bei den Patienten ohne Event.
Demgegeniiber war in den anderen drei Modellen der Median der Risikowerte bei den Patienten mit

Event hoher.
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Tabelle 54: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fir die Patienten mit und ohne Event

unter Betrachtung des Gesamtiiberlebens in der TAVI-Subkohorte nach Matching zum Zeitpunkt ein Jahr nach

Studieneintritt

Parameter Modell (Gen) Messwert 0 (n=15) 1(n=3) p-Wert

Risikowert | A (kein Gen) M £ SD 12+ 15 58+ 48 0,97
Md (Min; Max) 5,9 (0,35; 43) 7,9 (0,32;9.2)

Risikowert B (BYDT) M £ SD 25+ 39 10 £ 14 0,04
Md (Min; Max) 7,7 (0,10; 117) 4,5 (0,15; 26)

Risikowert = C (RASALT) M £ SD 19 £ 27 12+ 15 0,75
Md (Min; Max) 8,1 (0,16; 101) 5,4 (0,097; 29)

Risikowert | D (ATP2A42) M+ SD 10 £ 11 12+ 15 0,97
Md (Min; Max) 5,9 (0,12; 38) 7,3 (0,041; 28)

Ergebnisse der studentisierten Permutationstests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die
Patienten der TAVI-Subkohorte nach Matching mit und ohne Event ein Jahr nach Studieneintritt. Fiir die vier Modelle ergab
sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event. Angabe des im studentisierten
Permutationstest ermittelten p-Werts und zugehoériger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Es gab keine zensierten
Patienten. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. A, Modell ohne
Promotormethylierung; B, Modell mit B9D7-Promotormethylierung; C, Modell mit RASAL7-Promotormethylierung, D,
Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum; n,
Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der
Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).

Tabelle 55: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fiir die Patienten mit und ohne Event

unter Betrachtung des Gesamtiibetlebens in der TAVI-Subkohorte nach Marching zum Zeitpunkt vier Jahre nach

Studieneintritt

Parameter = Modell (Gen) Messwert 0 (n=10) 1(n=28) p-Wert

Risikowert | A (kein Gen) M+ SD 9,0+ 12,1 14 £ 16 0,41
Md (Min; Max) 5,6 (0,35; 42) 7,3 (0,32; 43)

Risikowert = B (BIDT) M =£SD 19 + 36 27 £ 39 0,68
Md (Min; Max) 7,0 (0,10; 117) 7,7 (0,155 109)

Risikowert | C (RASALT) M =£SD 22+ 32 14+13 0,93
Md (Min; Max) 0,0 (0,16; 101) 9,8 (0,097; 35)

Risikowert | D (ATP2A2) M *SD 8,0 6,5 13t 14 0,81
Md (Min; Max) 7,2 (0,12; 19) 6,3 (0,041; 38)

Ergebnisse der studentisierten Permutationstests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die
Patienten der TAVI-Subkohorte nach Marching mit und ohne Event vier Jahre nach Studieneintritt. Fiir die vier Modelle ergab
sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event. Angabe des im studentisierten
Permutationstest ermittelten p-Werts und zugehériger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Es gab keine zensierten
Patienten. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. A, Modell ohne
Promotormethylierung; B, Modell mit B9D7-Promotormethylierung; C, Modell mit RASAL7-Promotormethylierung, D,
Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum; n,
Anzahl; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der
Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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Abbildung 15: TAVI-Subkohorte nach Matching — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen
Patienten mit und ohne Event bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt
in den vier Modellen. Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten der TAVI-Subkohorte
nach Matching mit und ohne Event ein Jahr nach Studieneintritt fir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell
mit BID7-, (C) das Modell mit RASAL7- und (D) das Modell mit .4TP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab
sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event in studentisierten
Permutationstests. Es gab keine zensierten Patienten. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des
Gesamtiiberlebens definiert. Darstellung der Daten als Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte
Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die
horizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die Fiihler der Box enden am 1,5fachen des Interquartilsabstands oder am
Ende der Abbildung. Darstellung des im studentisierten Permutationstest ermittelten p-Werts oberhalb der Klammer. risk, der
im Modell ermittelte Risikowert; os.event.12m, Eventstatus bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach
Studieneintritt; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum (modifiziert nach der Auswertung

und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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Abbildung 16: TAVI-Subkohorte nach Matching — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen
Patienten mit und ohne Event bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studieneintritt
in den vier Modellen. Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten der TAVI-Subkohorte
nach Matching mit und ohne Event vier Jahre nach Studienecintritt fir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das
Modell mit B9D1-, (C) das Modell mit RAS.AL7-und (D) das Modell mit 4TP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle
ergab sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event in studentisierten
Permutationstests. Es gab keine zensierten Patienten. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des
Gesamtiiberlebens definiert. Darstellung der Daten als Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte
Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die
horizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die Fiihler der Box enden am 1,5fachen des Interquartilsabstands oder am
Ende der Abbildung. Darstellung des im studentisierten Permutationstest ermittelten p-Werts oberhalb der Klammer. sk, der
im Modell ermittelte Risikowert; os.event.4y, Eventstatus bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach
Studieneintritt; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum (modifiziert nach der Auswertung

und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.2.3 Betrachtung der Risikozuteilung durch die Modelle anhand von

Uberlebenskurven

Um die prognostische Vorhersagekraft der Modelltibertragung hinsichtlich des Gesamtiiberlebens nicht
nur zu einzelnen Zeitpunkten zu evaluieren, wurden auch fiir die TAVI-Subkohorte nach Marhing
Uberlebenskurven in Zusammenschau mit der Risikozuteilung durch die vier Modelle untersucht.
Betrachtet wurde der Zeitraum bis ca. finf Jahre nach Studieneintritt, fir den Daten zum

Gesamtiiberleben votlagen.

Wie schon fir die vollstindige TAVI-Kohorte (siche auch Kapitel 3.4.2.1.2), konnte auch fiir die
TAVI-Subkohorte nach Matching fur den betrachteten Zeitraum fiir kein Modell ein signifikanter
Unterschied im Uberleben zwischen den Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten nachgewiesen
werden (Abbildung 17). Bei keinem der Modelle hatten die Hochrisikopatienten eine signifikant

niedrigere Ubetlebenswahrscheinlichkeit als die Nicht-Hochrisikopatienten.

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz hatten bei der Modelliibertragung mit BID7-
und RASAL7T-Promotormethylierung die Hochrisikopatienten eine héhere  Uberlebenswaht-
scheinlichkeit als  die  Nicht-Hochrisikopatienten.  Bei  der = Modellibertragung  ohne
Promotormethylierung und bei der Modellibertragung mit ATP2A42-Promotormethylierung konnte
keiner der zwei Gruppen im betrachteten Zeitraum eine eindeutig hohere Ubetlebenswahrscheinlichkeit

zugeordnet werden.
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Abbildung 17: TAVI-Subkohorte nach Matching — Risikozuteilung durch die vier Modelle bei Betrachtung des
Gesamtiibetlebens mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven ohne signifikanten Unterschied im Uberleben der Hochrisiko-
und Nicht-Hochrisikopatienten. Vergleich der Kaplan-Meier-Kurven fiir Hochrisikopatienten (blaue Kurve) und fiir
Nicht-Hochrisikopatienten (rote Kurve) der TAVI-Kohorte fiir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell
mit BID7-, (C) das Modell mit RASALT7- und (D) das Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung. Es ergab sich fiir die vier
Modelle kein signifikanter Unterschied im Ubetleben der Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten in Log-Rank-Tests. Auf
der y-Achse ist die im Kaplan-Meier-Verfahren berechnete Ubetlebenswahrscheinlichkeit in Prozent (overall survival probability
[%]) aufgetragen. Auf der x-Achse ist die Zeit in Jahren (#me [years]) aufgetragen. Darstellung von Events als Sprung in der
Kutve, Zensierungen als senkrechter Strich in der Kurve. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des
Gesamtiiberlebens definiert. Der angegebene p-Wert wurde im Log-Rank-Test der zwei Ubetlebenskurven ermittelt. Angabe
der Patienten unter Risiko (wumber at risk) fir die Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikogruppe zu den Zeitpunkten 0 — 5 Jahre
nach Studieneintritt. bighrisk = FALSE, Nicht-Hochrisikopatienten; Aighrisk = TRUE, Hochrisikopatienten (modifiziert nach
der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.2.4 Risikowertvorhersagen der vier Modelle unter Betrachtung des

kardiovaskulir-spezifischen Ubetlebens

Fir alle vier Modelle wurden die ermittelten Risikowerte der Patienten mit kardiovaskulirem Event, mit
nicht-kardiovaskulirem Event und der zensierten Patienten zum Zeitpunkt ein Jahr und vier Jahre nach
Studieneintritt verglichen. Diese Untersuchung diente der Einschitzung wie gut die Modelliibertragung
bei Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens zur prognostischen Vorhersage an der
neuen Kohorte funktioniert. Als Event war hier das Versterben definiert. Die zensierten Patienten

entsprachen hier den zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden Patienten, also Patienten ohne Event.

Bei keinem der vier Modelle konnte ein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen Patienten
der drei betrachteten Gruppen ein Jahr (Abbildung 18) und vier Jahre (Abbildung 19) nach
Studieneintritt festgestellt werden (Tabelle 56 und Tabelle 57).

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz war zum Zeitpunkt ein Jahr der Median der
Risikowerte fir alle Modelle bei den Patienten mit nicht-kardiovaskulirem Event héher als bei den
zensierten Patienten. Zum Zeitpunkt ein Jahr hatten die Patienten mit kardiovaskulirem Event, auller
im Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung, einen niedrigeren Median der Risikowerte als die
zensierten Patienten. Zum Zeitpunkt vier Jahre hatten die Patienten mit nicht-kardiovaskuldrem Event,
auBBer im Modell mit ATP2A42-Promotormethylierung, einen hoheren Risikowert als die zensierten
Patienten. Die Patienten mit kardiovaskulirem Event hatten in den Modellen mit B9D7- und
RASALT-Promotormethylierung einen niedrigeren Risikowert als die zensierten Patienten, in den
Modellen ohne Biomarker und mit ATP242-Promotormethylierung hatten die Patienten mit

kardiovaskulirem Event einen hoheren Risikowert als die zensierten Patienten.
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Tabelle 56: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fir die Patienten mit und ohne Event
sowie fiir die zensierten Patienten unter Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Ubetlebens in der

TAVI-Subkohorte nach Matching ein Jahr nach Studieneintritt

Parameter = Modell Messwert kardio- nicht-kardio- = zensiert p-
(Gen) vaskulires vaskulires (n=15) Wert
Event(n=2)  Event(n=1)

Risikowert | A (kein Gen) M £S8D 41+£53 9,2+ NA 12£15 0,56
Md (Min; Max) = 4,1 (0,32;7,9) 9,2(9,2;9,2) 5,9 (0,35; 43)

Risikowert = B (BYDT) M £ SD 23+ 3,1 26 £ NA 25+ 39 0,34
Md (Min; Max) = 2,3 (0,15; 4,5) 26 (26; 20) 7,7 (0,10; 117)

Risikowert | C (RASALT) M £ SD 2,7+37 29 £ NA 19 £ 27 0,28
Md (Min; Max) | 2,7 (0,097; 5,4) | 29 (29; 29) 8,1 (0,16; 101)

Risikowert | D (ATP2A42) M £ SD 14 + 20 7,3 £ NA 10 £ 11 0,99
Md (Min; Max) = 14 (0,041; 28) 7,3 (7,3;7,3) 5,9 (0,12; 38)

Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten
der TAVI-Subkohorte nach Matching mit kardiovaskulirem Event, mit nicht-kardiovaskulirem Event und fiir die zensierten
Patienten ein Jahr nach Studieneintritt. Die zensierten Patienten entsprachen den zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden
Patienten. Fur die vier Modelle ergab sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den drei Gruppen. Angabe
des im Kruskal-Wallis-Test ermittelten p-Werts und zugehoriger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Als Event war
hier das Versterben definiert. A, Modell ohne Promotormethylierung; B, Modell mit B9D7-Promotormethylierung; C, Modell
mit RASALT-Promotormethylierung, D, Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung; n, Anzahl; M, Mittelwert; SD,
Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch
die MBSB 2024).

Tabelle 57: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fir die Patienten mit und ohne Event
sowie fiir die zensierten Patienten unter Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Ubetlebens in der

TAVI-Subkohotrte nach Matching vier Jahre nach Studieneintritt

Parameter Modell Messwert kardio- nicht-kardio- zensiert p-
(Gen) vaskuléres vaskulires (n =10) Wert
Event Event
(n =3) (n=5)
Risikowert | A (kein Gen) M + SD 47139 19 + 18 9,0+ 121 0,30
Md (Min; Max) = 5,9 (0,32; 7,9) 9,2 (2,8; 43) 5,6 (0,35; 42)
Risikowert =~ B (BIDT) M £ SD 52+54 40 £ 45 19 + 36 0,54
Md Min; Max) = 4,5 (0,15; 11) 26 (1,4;109) 7,0 (0,10; 117)
Risikowert = C (RASAL7) M *SD 6,671 18 £ 15 22+ 32 0,62
Md Min; Max) 5,4 (0,097; 14) 19 (2,4; 35) 6,0 (0,16; 101)
Risikowert = D (ATP2A42) M = SD 18 £ 15 11+ 15 8,0X6,5 0,81
Md Min; Max) = 25 (0,041; 28) 5,4 (2,0; 38) 7,2 (0,12; 19)

Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten
der TAVI-Subkohorte nach Matching mit kardiovaskulirem Event, mit nicht-kardiovaskulirem Event und fiir die zensierten
Patienten vier Jahre nach Studieneintritt. Die zensierten Patienten entsprachen den zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden
Patienten. Fir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den drei Gruppen. Angabe
des im Kruskal-Wallis-Test ermittelten p-Werts und zugehériger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Als Event war
hier das Versterben definiert. A, Modell ohne Promotormethylierung; B, Modell mit BID7-Promotormethylierung; C, Modell
mit RASALT-Promotormethylierung, D, Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung; n, Anzahl; M, Mittelwert; SD,
Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch
die MBSB 2024).
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Abbildung 18: TAVI-Subkohorte nach Matching — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen
Patienten mit und ohne Event sowie zensierten Patienten bei Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen
Uberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt in den vier Modellen. Darstellung der durch die Modelle
vorhergesagten Risikowerte fir die Patienten der TAVI-Subkohorte nach Matching mit kardiovaskulirem Event, mit
nicht-kardiovaskulirem Event und fir die zensierten Patienten ein Jahr nach Studieneintritt fur (A) das Modell ohne
Promotormethylierung, (B) das Modell mit B9D7-, (C) das Modell mit RASAL7- und (D) das Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den
drei Gruppen in Kruskal-Wallis-Tests. Die zensierten Patienten entsprachen den zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden
Patienten. Als Event war hier das Versterben definiert. Darstellung der Daten als Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der
y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis
zum 75. Perzentil. Die hotizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die Fuhler der Box enden am 1,5fachen des
Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. risk, der im Modell ermittelte Risikowert; cvs.event.12m, Eventstatus bei
Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt; censored, zensierte
Patienten; death.cv, kardiovaskuldres Event; death.other, nicht-kardiovaskulires Event (modifiziert nach der Auswertung und

Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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Abbildung 19: TAVI-Subkohorte nach Matching — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen
Patienten mit und ohne Event sowie zensierten Patienten bei Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen
Uberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studieneintritt in den vier Modellen. Darstellung der durch die Modelle
vorhergesagten Risikowerte fir die Patienten der TAVI-Subkohorte nach Matching mit kardiovaskulirem Event, mit
nicht-kardiovaskulirem Event und fiir die zensierten Patienten vier Jahre nach Studieneintritt fir (A) das Modell ohne
Promotormethylierung, (B) das Modell mit B9D7-, (C) das Modell mit RASAL7- und (D) das Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den
drei Gruppen in Kruskal-Wallis-Tests. Die zensierten Patienten entsprachen den zum entsprechenden Zeitpunkt lebenden
Patienten. Als Event war hier das Versterben definiert. Darstellung der Daten als Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der
y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis
zum 75. Perzentil. Die hotizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die Fuhler der Box enden am 1,5fachen des
Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. risk, der im Modell ermittelte Risikowert; cvs.event.4y, Eventstatus bei
Betrachtung des kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studieneintritt; censored, zensierte
Patienten; death.cv, kardiovaskuldres Event; death.other, nicht-kardiovaskulires Event (modifiziert nach der Auswertung und

Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.2.5 Betrachtung der Risikozuteilung durch die Modelle anhand von

kumulativen Inzidenzkurven

Um die prognostische Vorhersagekraft der Modellibertragung hinsichtlich des kardiovaskuldr-
spezifischen Uberlebens nicht nur zu einzelnen Zeitpunkten zu evaluieren, wurden kumulative
Inzidenzkurven in Zusammenschau mit der Risikozuteilung durch die vier Modelle betrachtet. Das
ereignisspezifische Ubetleben wurde in Abhingigkeit von den konkurrierenden Ereignissen
kardiovaskulires und nicht-kardiovaskuldres Versterben jeweils getrennt betrachtet. Untersucht wurde
der Zeitraum bis ca. fiinf Jahre nach Studieneintritt, fir den Daten zum kardiovaskulir-spezifischen

Ubetleben vorlagen.

Fur alle vier Modelle konnte im betrachteten Zeitraum, sowohl fir kardiovaskulires als auch fir nicht-
kardiovaskuldres Versterben, kein signifikanter Unterschied der kumulativen Eventwahrscheinlichkeit
zwischen Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten festgestellt werden (Abbildung 20). Fur
kardiovaskulires und nicht-kardiovaskuldres Versterben hatten die Hochrisikopatienten bei keinem der
Modelle im Vergleich zu den Nicht-Hochrisikopatienten eine signifikant hohere kumulative

Eventwahrscheinlichkeit.

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz hatten, auBler im Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung,  die = Hochrisikopatienten ~ eine  niedrigere  kumulative
Wahrscheinlichkeit fir Events bei Betrachtung des kardiovaskuliren Versterbens. Im Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung bei Betrachtung des kardiovaskuliren Versterbens und fiir alle vier
Modelle bei der Betrachtung des nicht-kardiovaskuldren Versterbens lie3 sich keiner der zwei

Risikogruppen eine eindeutig héhere Wahrscheinlichkeit fiir Events zuordnen.
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Abbildung 20: TAVI-Subkohorte nach Matching — Risikozuteilung durch die vier Modelle bei Betrachtung des
kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens mithilfe kumulativer Inzidenzkurven ohne signifikanten Unterschied in der
kumulativen Eventwahrscheinlichkeit der Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten. Vergleich der kumulativen
Inzidenzkurven fir die Gruppe der Hochrisikopatienten (rote Kurve) und fiir Nicht-Hochrisikopatienten (blaue Kurve) der
TAVI-Subkohorte nach Matching fir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell mit BID7-, (C) das Modell
mit RASALT- und (D) das Modell mit ATP2A42-Promotormethylierung. Das ereignisspezifische Uberleben wurde in
Abhingigkeit von den konkurrierenden Ereignissen kardiovaskuldres und nicht-kardiovaskulires Versterben untersucht und es
sind die jeweils dazugehdrigen kumulativen Inzidenzkurven dargestellt. Im nicht-parametrischen Gray-Test ergab sich fir die
vier Modelle sowohl fiir kardiovaskuldres als auch fiir nicht-kardiovaskuldres Versterben kein signifikanter Unterschied der
kumulativen Eventwahrscheinlichkeit der Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten. Auf der y-Achse ist die per
Aalen-Johansen-Schitzer berechnete kumulative Wahrscheinlichkeit fir ein Event in Prozent (probability of an event [%))
aufgetragen. Auf der x-Achse ist die Zeit in Jahren (Zime [years]) aufgetragen. Darstellung von Events als Sprung in der Kurve,
Darstellung des 95%-Konfidenzintervalls der Eventwahrscheinlichkeit je Kurve als Konfidenzband. Als Event war hier das
Versterben definiert. Der angegebene p-Wert wurde im nicht-parametrischen Gray-Test ermittelt. Angabe der Patienten unter
Risiko (number at risk) fir die Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikogruppe zu den Zeitpunkten 0 — 5 Jahre nach Studienecintritt.
highrisk = lowrisk, Nicht-Hochrisikopatienten; highrisk = highrisk, Hochrisikopatienten; death.cv, Gruppe der Patienten mit
kardiovaskulirem Event; death.other, Gruppe der Patienten mit nicht-kardiovaskulirem Event (modifiziert nach der Auswertung

und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.3 HFpEF-Kohorte

Die vier Modelle wurden auf die vollstindige HFpEF-Kohorte, bestehend aus 48 Patienten, tibertragen.

3.4.2.3.1 Risikowertvorhersagen der vier Modelle unter Betrachtung des

Gesamtiiberlebens

Fir die HFpEF-Kohorte sollte untersucht werden wie gut die Modelliibertragung zur prognostischen
Vorhersage an der neuen Kohorte funktioniert. Hierfiir wurden fir alle vier Modelle die ermittelten
Risikowerte der Patienten mit und ohne Event zum Zeitpunkt ein Jahr und vier Jahre nach Studieneintritt
verglichen. Das Event war hier definiert als Versterben im Rahmen der Betrachtung des
Gesamtiiberlebens. Es lagen nicht fiir alle 48 Patienten der HFpEF-Kohorte vollstindige Daten zum
Uberleben vor, sodass fiir den Zeitpunkt ein Jahr sechs Patienten und fiir den Zeitpunkt vier Jahre
24 Patienten zensiert werden mussten. Deren Daten wurden von den folgenden Berechnungen

ausgeschlossen.

Im Rahmen der Ubertragung der vier Modelle konnte kein signifikanter Unterschied der Risikowerte
zwischen Patienten mit und ohne Event ein Jahr (Abbildung 21) und vier Jahre (Abbildung 22) nach
Studieneintritt festgestellt werden. Den Patienten mit Event wurde zu beiden Zeitpunkten kein

signifikant héherer Risikowert zugeordnet als den Patienten ohne Event (Tabelle 58 und Tabelle 59).

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz war zum Zeitpunkt ein Jahr fiir die Modelle
mit BID7- und RASALT-Promotormethylierung der Median der Risikowerte bei den Patienten mit
Event hoher. Zum Zeitpunkt vier Jahre war der Median der Risikowerte fiir die Modelle mit BID7- und
RASALT-Promotormethylierung sowie fiir das Modell ohne Promotormethylierung bei den Patienten
mit Event hoher. Demgegeniiber zeigte sich fir den Zeitpunkt ein Jahr fiir das Modell ohne
Promotormethylierung kein Unterschied im Median der Risikowerte. Fur das Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung war fiir beide Zeitpunkte der Median der Risikowerte bei den Patienten

ohne Event hoher.
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Tabelle 58: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fiir die Patienten mit und ohne Event

unter Betrachtung des Gesamtiiberlebens in der HFpEF-Kohorte ein Jahr nach Studieneintritt

Parameter Modell (Gen) Messwert 0(n=237) 1(n=5) p-Wert

Risikowert | A (kein Gen) M £ SD 13+ 19 12+ 15 0,92
Md (Min; Max) 6,1 (0,42; 112) 6,1 (0,29; 36)

Risikowert = B (BIDT) M £ SD 21 £ 44 9,899 0,82
Md (Min; Max) 4,7 (0,26; 240) 9,6 (0,42; 24)

Risikowert | C (RASALT) M £ SD 20 £33 12+ 11 0,91
Md (Min; Max) 6,7 (0,27; 141) 11 (0,40; 23)

Risikowert | D (ATP2A42) M £ SD 21 £56 9,0 £ 13,1 0,52
Md (Min; Max) 4,4 (0,14; 322) 0,91 (0,22; 30)

Ergebnisse der studentisierten Permutationstests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die
Patienten der HFpEF-Kohorte mit und ohne Event ein Jahr nach Studiencintritt. Fiir die vier Modelle ergab sich kein
signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event. Angabe des im studentisierten
Permutationstest ermittelten p-Werts und zugehoriger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Als Event war hier das
Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. Es gab sechs zensierten Patienten, deren Daten nicht
dargestellt sind und von den Berechnungen ausgeschlossen wurden. A, Modell ohne Promotormethylierung; B, Modell mit
Modell mit RASALT-Promotormethylierung, D Modell mit

ATP2A2-Promotormethylierung; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum; n, Anzahl; M,

> >

BID1-Promotormethylierung; C

Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und

Aufbereitung durch die MBSB 2024).

Tabelle 59: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fiir die Patienten mit und ohne Event

unter Betrachtung des Gesamtiibetlebens in der HFpEF-Kohorte vier Jahre nach Studieneintritt

Parameter = Modell (Gen) Messwert 0 (n=12) 1(n=12) p-Wert

Risikowert = A (kein Gen) M *SD 20 + 31 13£12 0,87
Md (Min; Max) 9,9 (0,42; 112) 11 (0,29; 36)

Risikowert = B (BIDT7) M *SD 42+ 72 15 £ 16 0,71
Md (Min; Max) 8,9 (0,30; 2406) 13 (0,265 55)

Risikowert = C (RASALT) M *SD 36 = 51 19 £19 0,78
Md (Min; Max) 9,3 (0,52; 141) 17 (0,27; 66)

Risikowert | D (ATP2A2) M *SD 48 + 94 13 £17 0,37
Md (Min; Max) 8,3 (0,59; 322) 7,5 (0,14; 52)

Ergebnisse der Brunner-Munzel-Tests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten
det HFpEF-Kohorte mit und ohne Event vier Jahre nach Studiencintritt. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event. Angabe des im Brunner-Munzel-Test ermittelten
p-Werts und zugehoriger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Es gab 24 zensierten Patienten, deren Daten nicht
dargestellt sind und von den Berechnungen ausgeschlossen wurden. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der
A, Modell ohne Modell  mit
RASALT-Promotormethylierung, D, Modell mit

ATP2A2-Promotormethylierung; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum; n, Anzahl; M,

Betrachtung des  Gesamtiberlebens — definiert. Promotormethylierung; B,

B9D1-Promotormethylierung; C, Modell mit

Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und
Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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Abbildung 21: HFpEF-Kohorte — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen Patienten mit und ohne
Event bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt in den vier Modellen.
Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten der HFpEF-Kohorte mit und ohne Event ein
Jahr nach Studieneintritt fiir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell mit BID7-, (C) das Modell mit
RASALT- und (D) das Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event in studentisierten Permutationstests. Es gab sechs
zensierten Patienten, deren Daten nicht dargestellt sind und von den Berechnungen ausgeschlossen wurden. Als Event war hier
das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. Darstellung der Daten als Box-Plot. Fiir jeden
Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus aufgetragen. Die Box umfasst
Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die horizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die Fihler der Box enden am
1,5fachen des Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. Darstellung des im studentisierten Permutationstest
ermittelten p-Werts oberhalb der Klammer. 7isg, der im Modell ermittelte Risikowert; os.event.12m, Eventstatus bei Betrachtung
des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im

Betrachtungszeitraum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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Abbildung 22: HFpEF-Kohorte — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen Patienten mit und ohne
Event bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studieneintritt in den vier Modellen.
Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten der HFpEF-Kohorte mit und ohne Event vier
Jahre nach Studieneintritt fiir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell mit BID7-, (C) das Modell mit
RASALT- und (D) das Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event in Brunner-Munzel-Tests. Es gab 24 zensierten
Patienten, deren Daten nicht dargestellt sind und von den Berechnungen ausgeschlossen wurden. Als Event war hier das
Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. Darstellung der Daten als Box-Plot. Fiir jeden
Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse der Eventstatus aufgetragen. Die Box umfasst
Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die horizontale Linie in der Box stellt den Median dar, die Fihler der Box enden am
1,5fachen des Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. Darstellung des im Brunner-Munzel-Test ermittelten p-Werts
oberhalb der Klammer. risk, der im Modell ermittelte Risikowert; os.event.4y, Eventstatus bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens
zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studieneintritt; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum

(modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.3.2 Betrachtung der Risikozuteilung durch die Modelle anhand von

Uberlebenskurven

Um die prognostische Vorhersagekraft der Modelltibertragung hinsichtlich des Gesamtiiberlebens nicht
nur zu einzelnen Zeitpunkten zu evaluieren, wurden Ubetlebenskurven in Zusammenschau mit der
Risikozuteilung durch die vier Modelle untersucht. Betrachtet wurde der Zeitraum bis ca. finf Jahre nach

Studieneintritt, fiir den Daten zum Gesamtiiberleben der Patienten der HFpEF-Kohorte vorlagen.

Fiir kein Modell konnten fiir den betrachteten Zeitraum signifikante Unterschiede im Uberleben
zwischen den Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten nachgewiesen werden. Bei keinem der

Modelle hatten die Hochrisikopatienten eine signifikant kiirzere Ubetlebenszeit (Abbildung 23).

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz hatten bei der Modelliibertragung mit BID7-
und RASALT-Promotormethylierung die Hochrisikopatienten eine niedrigere
Uberlebenswahrscheinlichkeit  als die  Nicht-Hochrisikopatienten. In den Modellen ohne
Promotormethylierung und mit ATP2A42-Promotormethylierung konnte keiner der zwei Gruppen im

betrachteten Zeitraum eine eindeutig héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit zugeordnet werden.
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Abbildung 23: HFpEF-Kohorte — Risikozuteilung durch die vier Modelle bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens
mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven ohne signifikanten Unterschied im Uberleben der Hochrisiko- und
Nicht-Hochrisikopatienten. Vergleich der Kaplan-Meier-Kurven fiir Hochrisikopatienten (blaue Kurve) und fiir
Nicht-Hochrisikopatienten (rote Kurve) der HFpEF-Kohorte fir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell
mit BID7-, (C) das Modell mit RASAL7- und (D) das Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung. In Log-Rank-Tests der
Uberlebenskurven ergab sich fiir die vier Modelle kein signifikanter Unterschied im Ubetleben der Hochrisiko- und
Nicht-Hochrisikopatienten. Auf der y-Achse ist die im Kaplan-Meier-Verfahren berechnete Uberlebenswahrscheinlichkeit in
Prozent (overall survival probability [%o]) aufgetragen. Auf der x-Achse ist die Zeit in Jahren (Zime [years]) aufgetragen. Darstellung
von Events als Sprung in der Kurve, Zensierungen als senkrechter Strich in der Kurve, mediane Uberlebenszeit als gestrichelte
Linie. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. Der angegebene p-Wert
wurde im Log-Rank-Test der zwei Uberlebenskurven ermittelt. Angabe der Patienten unter Risiko (number at risk) fiir die
Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikogruppe zu den Zeitpunkten 0—5 Jahre nach Studieneintritt. highrisk = FALSE,
Nicht-Hochrisikopatienten; bighrisk = TRUE, Hochrisikopatienten (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch
die MBSB 2024).
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3.4.2.3.3 Vergleich klinischer Parameter der DIAST- und HFpEF-Kohorte

Die in die vier Modelle einflieBenden klinischen Parameter wurden zwischen der HFpEF- und
DIAST-Kohorte verglichen. Ziel war es die Vergleichbarkeit der Kohorten zu bewerten und dadurch
Hinweise fiir die Griinde der fehlenden Ubertragbarkeit der Modelle zu finden.

Fir den Grofteil der Parameter ergab sich ein signifikanter Unterschied zur DIAST-Kohorte (Tabelle
60). Die Patienten der HFpEF-Kohorte waren ilter, ihr BMI war niedriger, mehr Patienten hatten eine
KHK und die BID7-Promotormethylierung war niedriger. Fiir die tibrigen Parameter zeigte sich kein

signifikanter Unterschied zwischen den Kohorten.

Tabelle 60: Ergebnisse des Vergleichs klinischer Parameter der DIAST-Kohorte und der HFpEF-Kohorte

Parameter Messwert DIAST-Kohorte = HFpEF-Kohorte p-Wert | statistischer Test
n 46 48
Alter [Jahre] 0,05* Welch-Test
M+ SD 73+ 9 77+ 9
Md Min; Max) | 72 (53; 87) 78 (54; 93)
BMI [kg/m?| < 0,01*%* | Welch-Test
M £ SD 32+7 27%5
Md (Min; Max) = 31 (22; 51) 27 (19; 40)
Geschlecht 0,83 Exakter Fisher-Test
minnlich a. H. (r. H)) 15 (32,6%) 17 (35,4%)
weiblich a. H. (r. H)) 31 (67,4%) 31 (64,6%)
KHK 0,01* Exakter Fisher-Test
nein a. H. (r. H)) 32 (69,6%) 21 (43,8%)
ja a. H. (r. H)) 14 (30,4%) 27 (56,2%)
InM 0,12 Welch-Test
ATP2A42 M+ SD 55+ 1,4 59+ 14
Md Min; Max) | -5,4 (-9,5; -2,5) -0,0 (-8,1; -2,5)
InM < 0,01** | Welch-Test
BID1 M+ SD 37112 43109
Md Min; Max) | -3,7 (-6,4; -1,0) -4,3 (-6,1; -2,5)
InM 0,64 Welch-Test
RASALT M+ SD -49+12 -5,0+ 1,0
Md Min; Max) | -4,9 (-7,6; -1,9) -4,8 (-7,1; -3,0)

Ergebnisse der Welch-Tests bzw. Exakten Fisher-Tests zum Vergleich jedes in die Modelle einflieBenden klinischen Parameters
zwischen der HFpEF- und DIAST-Kohorte. Es ergab sich fir die Parameter Alter, BMI, KHK und
BY9D17-Promotormethylierung ein signifikanter Unterschied zwischen den Kohorten. Angabe des im jeweils genannten
statistischen Test ermittelten p-Werts mit zugehoriger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. n, Anzahl; InM,
natiirlicher Logarithmus der Promotormethylierung; a. H., absolute Hiufigkeit; r. H., relative Haufigkeit; M, Mittelwert; SD,
Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch

die MBSB 2024).
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3.4.2.4 HFpEF-Subkohorte nach Propensity Score Matching

Im Verlauf der Berechnungen wurde zwischen den Patienten der HFpEF- und DIAST-Kohorte ein
Propensity Score Matching durchgefithrt. Ziel war es, die Vergleichbarkeit der zwei Kohorten zu erhéhen,
um die Ubertragbarkeit der Modelle zu optimieren. Die vier Modelle wurden auf die Subkohorte,

bestehend aus 22 Patienten, {ibertragen.

Im Vergleich zu den in Kapitel 3.4.2.3 dargestellten Ergebnissen der Modelliibertragung auf die
vollstindige HFpEF-Kohorte ergaben sich fir die HFpEF-Subkohorte nach Matching abweichende

Ergebnisse, die im Folgenden ausfiihrlich prisentiert werden.

3.4.2.4.1 Risikowertvorhersagen der vier Modelle unter Betrachtung des

Gesamtiibertlebens

Die Moglichkeit zur prognostischen Vorhersage durch die Modellibertragung sollte an der
HFpEF-Subkohorte nach Matching evaluiert werden. Zu diesem Zweck wurden fiir alle vier Modelle die
ermittelten Risikowerte der Patienten mit und ohne Event zum Zeitpunkt ein Jahr und vier Jahre nach
Studieneintritt verglichen. Das Event war hier definiert als Versterben im Rahmen der Betrachtung des
Gesamtiiberlebens. Es lagen nicht fiir alle Patienten vollstindige Daten zum Uberleben vor. Aus der
Subkohorte mussten daher fiir den Zeitpunkt ein Jahr zwei Patienten und fiir den Zeitpunkt vier Jahre

elf Patienten zensiert werden. Deren Daten wurden von den folgenden Berechnungen ausgeschlossen.

Wie bei der Betrachtung der vollstindigen HFpEF-Kohorte vor dem Propensity Score Matching in Kapitel
3.4.2.3.1, ergab sich hier nach dem Propensity Score Matching im Rahmen der Ubertragung der vier Modelle
fir den Zeitpunkt ein Jahr (Abbildung 24) und vier Jahre (Abbildung 25) nach Studieneintritt kein
signifikanter Unterschied der vom Modell zugeordneten Risikowerte zwischen den Patienten mit und
ohne Event. Den Patienten mit Event wurde zu beiden Zeitpunkten kein signifikant héherer Risikowert

zugeordnet als den Patienten ohne Event (Tabelle 61 und Tabelle 62).

Rein deskriptiv betrachtet und ohne statistische Signifikanz war fir beide Zeitpunkte und alle vier
Modelle der Median der Risikowerte einheitlich bei den Patienten mit Event hoher als bei den Patienten
ohne Event. Bei kleiner Gruppengréfle nach dem Marching war die statistische Aussagefihigkeit

entsprechend eingeschrinkt.
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Tabelle 61: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fiir die Patienten mit und ohne Event

unter Betrachtung des Gesamtiiberlebens in der HFpEF-Subkohorte nach Matching ein Jahr nach Studieneintritt

Parameter Modell (Gen) Messwert 0 (n=18) 1(n=2) p-Wert

Risikowert | A (kein Gen) M £ SD 53%6,9 831114 0,90
Md (Min; Max) 2,8 (0,42; 25) 8,3 (0,29; 16)

Risikowert B (BYDT) M £ SD 5887 7,2%9,6 1,00
Md (Min; Max) 1,7 (0,26; 33) 7,2 (0,42; 14)

Risikowert = C (RASALT) M £ SD 6,8 £ 10,1 12+ 16 0,95
Md (Min; Max) 3,3 (0,27; 39) 12 (0,40; 23)

Risikowert = D (ATP2A42) M £ SD 6,1 120 15+ 21 1,00
Md (Min; Max) 2,7 (0,14; 52) 15 (0,22; 30)

Ergebnisse der studentisierten Permutationstests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die
Patienten der HFpEF-Subkohorte nach Ma#ching mit und ohne Event ein Jahr nach Studieneintritt. Fir die vier Modelle ergab
sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event. Angabe des im studentisierten
Permutationstest ermittelten p-Werts und zugehoériger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Als Event war hier das
Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. Es gab zwei zensierten Patienten, deren Daten nicht
dargestellt sind und von den Berechnungen ausgeschlossen wurden. A, Modell ohne Promotormethylierung; B, Modell mit

Modell mit RASALT-Promotormethylierung, D Modell mit

> >

BID1-Promotormethylierung; C
ATP2A2-Promotormethylierung; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum; n, Anzahl; M,
Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und

Aufbereitung durch die MBSB 2024).

Tabelle 62: Gegeniiberstellung der Risikowertvorhersagen der vier Modelle fiir die Patienten mit und ohne Event

unter Betrachtung des Gesamtiibetlebens in der HFpEF-Subkohorte nach Matching vier Jahre nach Studieneintritt

Parameter = Modell (Gen) Messwert 0(n=5) 1(n=0) p-Wert

Risikowert = A (kein Gen) M =£SD 28+38 8,3£10,2 0,51
Md (Min; Max) 1,5 (0,42; 9,6) 3,7 (0,29; 25)

Risikowert | B (B9D7) M =£SD 1,9+£13 74%75 0,75
Md (Min; Max) 1,9 (0,30; 3,8) 6,7 (0,26; 106)

Risikowert | C (RASALY) M =£SD 32+27 13+ 16 0,63
Md (Min; Max) 2,8 (0,52; 6,8) 6,5 (0,27; 39)

Risikowert | D (ATP2A2) M *SD 28 %22 16 £ 21 0,75
Md (Min; Max) 3,1 (0,59; 5,9) 6,4 (0,14; 52)

Ergebnisse der studentisierten Permutationstests zum Vergleich der von den vier Modellen vorhergesagten Risikowerte fiir die
Patienten der HFpEF-Subkohorte nach Marching mit und ohne Event vier Jahre nach Studieneintritt. Fir die vier Modelle ergab
sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event. Angabe des im studentisierten
Permutationstest ermittelten p-Werts und zugehdriger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. Es gab elf zensierten
Patienten, deren Daten nicht dargestellt sind und von den Berechnungen ausgeschlossen wurden. Als Event war hier das
Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens definiert. A, Modell ohne Promotormethylierung; B, Modell
mit BY9D17-Promotormethylierung; C, Modell mit RASAILT-Promotormethylierung, D, Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung; 0, kein Event im Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum; n, Anzahl; M,

Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und
Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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Abbildung 24: HFpEF-Subkohorte nach Matching — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen
Patienten mit und ohne Event bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt
in den vier Modellen. Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten der HFpEF-Subkohorte
nach Matching mit und ohne Event ein Jahr nach Studieneintritt fur (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das Modell
mit BID7-, (C) das Modell mit RASAL7- und (D) das Modell mit .4TP2A2-Promotormethylierung. Fiir die vier Modelle ergab
sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event in studentisierten
Permutationstests. Es gab zwei zensierten Patienten, deren Daten nicht dargestellt sind und von den Berechnungen
ausgeschlossen wurden. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiibetlebens definiert.
Darstellung der Daten als Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse
der Eventstatus aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die horizontale Linie in der Box stellt den
Median dar, die Fihler der Box enden am 1,5fachen des Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. Darstellung des
im studentisierten Permutationstest ermittelten p-Werts oberhalb der Klammer. ris&, der im Modell ermittelte Risikowert;
os.event.12m, Eventstatus bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt ein Jahr nach Studieneintritt; 0, kein Event im
Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB
2024).
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Abbildung 25: HFpEF-Subkohorte nach Matching — kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen
Patienten mit und ohne Event bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studieneintritt
in den vier Modellen. Darstellung der durch die Modelle vorhergesagten Risikowerte fiir die Patienten der HFpEF-Subkohorte
nach Matching mit und ohne Event vier Jahre nach Studienecintritt fir (A) das Modell ohne Promotormethylierung, (B) das
Modell mit B9D17-, (C) das Modell mit RASAL7-und (D) das Modell mit 4TP2.42-Promotormethylierung. Fir die vier Modelle
ergab sich kein signifikanter Unterschied der Risikowerte zwischen den Patienten mit und ohne Event in studentisierten
Permutationstests. Es gab elf zensierten Patienten, deren Daten nicht dargestellt sind und von den Berechnungen
ausgeschlossen wurden. Als Event war hier das Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtibetlebens definiert.
Darstellung der Daten als Box-Plot. Fiir jeden Patienten ist auf der y-Achse der vorhergesagte Risikowert und auf der x-Achse
der Eventstatus aufgetragen. Die Box umfasst Daten vom 25. bis zum 75. Perzentil. Die horizontale Linie in der Box stellt den
Median dar, die Fithler der Box enden am 1,5fachen des Interquartilsabstands oder am Ende der Abbildung. Darstellung des
im studentisierten Permutationstest ermittelten p-Werts oberhalb der Klammer. ris&, der im Modell ermittelte Risikowert;
os.event.4y, Eventstatus bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens zum Zeitpunkt vier Jahre nach Studienecintritt; 0, kein Event im

Betrachtungszeitraum; 1, Event im Betrachtungszeitraum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB
2024).
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3.4.2.4.2 Betrachtung der Risikozuteilung durch die Modelle anhand von

Uberlebenskurven

Um die prognostische Vorhersagekraft der Modelltibertragung hinsichtlich des Gesamtiiberlebens nicht
nur zu einzelnen Zeitpunkten zu evaluieren, wurden auch fir die HFpEF-Subkohorte nach dem
Propensity Score Matching Ubetlebenskurven in Zusammenschau mit der Risikozuteilung durch die vier
Modelle untersucht. Betrachtet wurde der Zeitraum bis ca. fiinf Jahre nach Studieneintritt, fir den Daten

zum Gesamtiberleben der Patienten vorlagen.

Fir das Modell mit BI9D7-Promotormethylierung zeigte sich eine signifikant (p = 0,023) niedrigere
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Hochrisikopatienten. Das Modell mit
RASALT-Promotormethylierung ergab einen statistischen Trend (p =0,074) zur niedrigeren
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Hochrisikopatienten. Die Modelle mit
ATP2A2-Promotormethylierung und ohne Promotormethylierung zeigten, rein deskriptiv und ohne
statistische ~ Signifikanz, eine niedrigere Uberlebenswahrscheinlichkeit der Hochrisikopatienten

(Abbildung 26).
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Abbildung 26: HFpEF-Subkohorte nach Matching — Risikozuteilung des Modells mit B9DI-Promotormethylierung
mit signifikant kiirzerem Uberleben der Hochrisikopatienten, Risikozuteilung des Modells mit
RASALI-Promotormethylierung mit statistischem Trend fiir kiirzeres Ubetleben der Hochrisikopatienten und
ausbleibendes signifikantes Ergebnis im Modell mit ATP2A2- und ohne Promotormethylierung bei Betrachtung des
Gesamtiiberlebens mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven. Vergleich der Kaplan-Meier-Kurven fir Hochrisikopatienten (blaue
Kurve) und fiir Nicht-Hochrisikopatienten (rote Kurve) der HFpEF-Subkohorte nach Matching fiir (A) das Modell ohne
Promotormethylierung, (B) das Modell mit B9D7-, (C) das Modell mit RASAL7- und (D) das Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung. Im Log-Rank-Test der Uberlebenskurven ergab sich fiir das Modell mit
B9D1-Promotormethylierung eine signifikanter niedrigere Uberlebenswahrscheinlichkeit der Hochrisikopatienten. Fiir das
Modell mit RASAL7-Promotormethylierung ergab sich ein statistischer Trend zur niedrigeren Uberlebenswahrscheinlichkeit
der Hochrisikopatienten. Fir die Gbrigen Modelle ergab sich kein signifikantes Ergebnis. Auf der y-Achse ist die im
Kaplan-Meier-Verfahren berechnete Uberlebenswahrscheinlichkeit in Prozent (overall survival probability [%]) aufgetragen. Auf
der x-Achse ist die Zeit in Jahren (#me [years]) aufgetragen. Darstellung von Events als Sprung in der Kurve, Zensierungen als
senkrechter Strich in der Kurve, mediane Uberlebenszeit als gestrichelte Linie. Als Event war hier das Versterben im Rahmen
der Betrachtung des Gesamtiibetlebens definiert. Der angegebene p-Wert wurde im Log-Rank-Test der zwei Uberlebenskurven
ermittelt. Angabe der Patienten unter Risiko (number at risk) fur die Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikogruppe zu den
Zeitpunkten 0 —5 Jahre nach  Studiencintritt.  bighrisk = FALSE, Nicht-Hochrisikopatienten;  highrisk = TRUE,
Hochrisikopatienten (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).



Ergebnisse 118

3.4.2.4.3 Vergleich klinischer Parameter der DIAST-Kohorte und der HFpEF-
Subkohorte nach Matching

Die in die vier Modelle einflieBenden klinischen Parameter der HFpEF-Subkohorte nach Matching
wurden mit der DIAST-Kohorte verglichen. Ziel der Betrachtung war es die Vergleichbarkeit und damit
die Ubertragbarkeit der an der DIAST-Kohotte berechneten Modelle auf die neue Subkohotte zu
untersuchen. Entgegen dem Vergleich der vollstindigen HFpEF-Kohorte mit der DIAST-Kohorte
(Tabelle 60) zeigte sich hier nur fir die BID7-Promotormethylierung ein signifikanter Unterschied zur
DIAST-Kohortte (Tabelle 63). Die BYD7-Promotormethylierung war in der HFpEF-Subkohorte nach
Matching signifikant niedriger, die Werte lagen fiir beide Kohorten aber insgesamt im gleichen
Wertebereich. Fur alle anderen Parameter ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den zwei

Kohotten.

Tabelle 63: Ergebnisse des Vergleichs klinischer Parameter der DIAST-Kohorte und der HFpEF-Subkohorte nach

Matching
Parameter Messwert DIAST- HFpEF- p-Wert | statistischer Test
Kohorte Subkohorte nach
Matching
n 46 22
Alter [Jahre] 0,37 Welch-Test
M £ SD 73+£9 75%9
Md (Min; Max) | 72 (53; 87) 76 (55; 89)
BMI [kg/m?| 0,06 Welch-Test
M+ SD 32+7 29+ 5
Md (Min; Max) | 31 (22; 51) 29 (21; 40)
Geschlecht 0,57 Exakter Fisher-Test
minnlich a. H. (r. H) 15 (32,6%) 5 (22,7%)
weiblich a. H. (r. H) 31 (67,4%) 17 (77,3%)
KHK 0,42 Exakter Fisher-Test
nein a. H. (r. H) 32 (69,6%) 13 (59,1%)
ja a. H. (r. H) 14 (30,4%) 9 (40,9%)
InM 0,48 Welch-Test
ATP2A2 M+ SD S55+t14 57113
Md Min; Max) | -5,4 (-9,5; -2,5) -5,9 (-7,6; -2,9)
InM 0,05* Welch-Test
BID1 M+ SD 37112 -42+10
Md Min; Max) | -3,7 (-6,4; -1,0) -4,4 (-5,7;-2,5)
InM 0,59 Welch-Test
RASAILT M+ SD -49+12 -50 11,1
Md Min; Max) = -4,9 (-7,6; -1,9) -4,9 (-7,1;-3,3)

Ergebnisse der Welch-Tests bzw. Exakten Fisher-Tests zum Vergleich jedes in die Modelle einflieBenden klinischen Parameters
zwischen der HFpEF-Subkohorte nach Marching und der DIAST-Kohorte. Es ergab sich nur fiir den Parameter
B9D1-Promotormethylierung ein signifikanter Unterschied zwischen den Kohorten. Angabe des im jeweils genannten
statistischen Test ermittelten p-Werts mit zugehoriger deskriptiver Statistik der betrachteten Gruppen. n, Anzahl; InM,
natlirlicher Logarithmus der Promotormethylierung; a. H., absolute Hiufigkeit; r. H., relative Haufigkeit; M, Mittelwert; SD,
Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch
die MBSB 2024).
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3.4.2.44 Vergleich klinischer Parameter der Hochrisiko- und Nicht-

Hochrisikopatienten

In Kapitel 3.4.2.4.2 zeigte sich, im Vergleich zu den Nicht-Hochrisikopatienten, eine signifikant
niedrigere Uberlebenswahrscheinlichkeit der Hochrisikopatienten bei der Modelliibertragung mit
B9D1-Promotormethylierung und ein statistischer Trend zur niedrigeren Ubetlebenswahrscheinlichkeit

der Hochrisikopatienten bei der Modellibertragung mit RAS.AL7-Promotormethylierung.

Dies gab Hinweise auf eine funktionierende Modelliibertragung mit prognostischer Vorhersage fiir diese
beiden Gene. Um Hinweise auf von der Risikozuteilung abhingige Gruppenunterschiede zu finden, die
nitzlich fir die Identifikation von Hochrisikopatienten sein kénnten, wurden die in die Modelle
cinflieBenden klinischen Parameter zwischen den Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten fir die

Modelle mit B9D7- und RASALT7-Promotormethylierung verglichen.

Nach Anwendung des Modells mit der BID7-Promotormethylierung ergab sich eine Aufteilung in
7 Hochrisiko- und 15 Nicht-Hochrisikopatienten (Tabelle 64). Bei Betrachtung der Parameter im
direkten Vergleich der zwei Risikogruppen ergab sich nach Adjustierung des p-Werts fiir die Parameter
BMI und KHK ein signifikanter Unterschied zwischen den Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten.
Bei den Hochrisikopatienten war der BMI niedriger und mehr Patienten hatten eine KHK. Fir alle

anderen Parameter ergab sich kein signifikanter Unterschied.

Nach Anwendung des Modells mit der RASAL7-Promotormethylierung ergab sich eine Aufteilung in
8 Hochrisiko- und 14 Nicht-Hochrisikopatienten (Tabelle 65). Auch fir das Modell mit
RASALT-Promotormethylierung ergab sich bei Betrachtung der Parameter im direkten Vergleich der
zwei Risikogruppen nach Adjustierung des p-Werts fiir die Parameter BMI und KHK ein signifikanter
Unterschied. Die Hochrisikopatienten hatten einen niedrigeren BMI und es gab mehr Patienten mit einer

KHK. Fir alle anderen Parameter ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen.

Tabelle 64: Vergleich klinischer Parameter der zwei Risikogruppen fiir die Modelliibertragung mit
B9D1-Promotormethylierung in der HFpEF-Subkohorte nach Marching

Parameter Messwert Hochrisiko Nicht- p-Wert | adjust. | statistischer
Hochrisiko p-Wert | Test

n 7 15

Alter [Jahre] 0,15 0,30 Welch-Test
M+ SD 79 £ 10 73+8
Md (Min; Max) = 82 (58; 89) 72 (55; 86)

BMI [kg/m?| < 0,01+ | 0,02* Welch-Test
M+ SD 25+3 315
Md (Min; Max) = 24 (21; 30) 31 (24; 40)

Geschlecht 0,27 0,30 Exakter
minnlich a. H. (r. H) 3 (42,9%) 2 (13,3%) Fisher-Test
weiblich a. H. (r. H)) 4 (57,1%) 13 (86,7%)

KHK 0,01* 0,04* Exakter
nein a. H. (r. H.) 1 (14,3%) 12 (80,0%) Fisher-Test
ja a. H. (r. H) 6 (85,7%) 3 (20,0%)

InM 0,09 0,27 Welch-Test

ATP2A42 M £ SD 50113 -6,1 1.2

Md (Min; Max) | 54 (-6,3;-2,9)  -6,5 (-7,6; -3,7)
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Parameter Messwert Hochrisiko Nicht- p-Wert = adjust. | statistischer
Hochrisiko p-Wert | Test
InM 0,02 0,10 Welch-Test
BID1 M+ SD -35%0,8 -45%0,9
Md (Min; Max) | -3,5 (-4,8;-2,5) | -4,7 (-5,7;-2,5)
InM 0,05 0,20 Welch-Test
RASALT M £ S8D 44+10 -54+10

Md Min; Max) | -4,3 (-6,1;-3,4) | -5,2 (-7,1;-3,3)

Ergebnisse der Welch-Tests bzw. Exakten Fisher-Tests zum Vergleich der in die Modelle einflieBenden klinischen Parameter
zwischen den Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten der HFpEF-Subkohorte nach Matzching fir das Modell mit
BY9D17-Promotormethylierung. Es ergab sich fiir die Parameter BMI und KHK ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen. Die Hochrisikopatienten hatten einen niedrigeren BMI und es gab mehr Patienten mit einer KHK. Angabe des im
jeweils genannten statistischen Test ermittelten p-Werts und des adjustierten p-Werts mit zugehoriger deskriptiver Statistik der
betrachteten Gruppen. Die Adjustierung des p-Werts fiir multiples Testen erfolgte mit der Bonferroni-Holm Methode. n,
Anzahl; InM, natlitlicher Logarithmus der Promotormethylierung; adjust., adjustierter; a. H., absolute Hiufigkeit; r. H., relative
Hiufigkeit; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der
Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).

Tabelle 65: Vergleich klinischer Parameter der zwei Risikogruppen fiir die Modelliibertragung mit
RASALI-Promotormethylierung in der HFpEF-Subkohorte nach Matching

Parameter Messwert Hochrisiko Nicht- p-Wert  adjust. | statistischer
Hochrisiko p-Wert | Test

n 8 14

Alter [Jahre] 0,05 0,23 Welch-Test
M *SD 80%9 727
Md (Min; Max) = 82 (58; 89) 72 (55; 82)

BMI [kg/m?| < 0,01  0,01* Welch-Test
M *SD 26+3 32+5
Md (Min; Max) = 25 (21; 30) 31 (24; 40)

Geschlecht 0,31 0,31 Exakter
mannlich a. H. (r. H) 3 (37,5%) 2 (14,3%) Fisher-Test
weiblich a. H. (r. H) 5 (62,5%) 12 (85,7%)

KHK <0,01*+  0,01* Exakter
nein a. H. (r. H) 1 (12,5%) 12 (85,7%) Fisher-Test
ja a. H. (r. H) 7 (87,5%) 2 (14,3%)

InM 0,15 0,30 Welch-Test

ATP2A2 M £ SD -52+13 -0,0+ 1,3

Md (Min; Max) | -5,7 (-6,5;-2,9) | -6,2 (-7,6;-3,7)
InM 0,05* 0,23 Welch-Test
BID171 M £ SD -3,7+0,9 -45%0,9

Md (Min; Max) | -3,5 (-4,8;-2,5) | -4,7 (-5,7;-2,5)
InM 0,05* 0,23 Welch-Test
RASALT M+ SD -45%0,9 54+ 1,1

Md Min; Max) = -4,5 (-6,1; -3,4) -5,4 (-7,1;-3,3)

Ergebnisse der Welch-Tests bzw. Exakten Fisher-Tests zum Vergleich der in die Modelle einflieBenden klinischen Parameter
zwischen den Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten der HFpEF-Subkohorte nach Marching fir das Modell mit
RASALT-Promotormethylierung. Es ergab sich fir die Parameter BMI und KHK ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen. Die Hochrisikopatienten hatten einen niedrigeren BMI und es gab mehr Patienten mit einer KHK. Angabe des im
jeweils genannten statistischen Test ermittelten p-Werts und des adjustierten p-Werts mit zugehoriger deskriptiver Statistik der
betrachteten Gruppen. Die Adjustierung des p-Werts fiir multiples Testen erfolgte mit der Bonferroni-Holm Methode. n,
Anzahl; InM, natiirlicher Logarithmus der Promotormethylierung; adjust., adjustierter; a. H., absolute Haufigkeit; r. H., relative
Hiufigkeit; M, Mittelwert; SD, Standardabweichung; Md, Median; Min, Minimum; Max, Maximum (modifiziert nach der
Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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3.4.2.4.5 Hochrisikopatientenvorhersage

Fir alle vier Modelle wurden die vorhergesagten Hochrisikopatienten in der Zusammenschau betrachtet.
Ziel war es herauszufinden, ob die Modelle mit B9D7- und RASAL7-Promotormethylierung, die in
Kapitel 3.4.2.4.2 sinnvolle prognostische Vorhersagen bei der Ubertragung auf die HFpEF-Subkohorte
nach Marhing erbracht hatten, einen Zusatznutzen bei der Identifikation von Hochrisikopatienten

bringen kénnen.

Die Identifikation von Hochrisikopatienten in der HFpEF-Subkohorte nach Matching mit insgesamt
22 Patienten uberlappte sich fir die vier Modelle stark (Abbildung 27). Von allen vier Modellen
gleichermaBlen wurden sieben Hochrisikopatienten (31,8% der HFpEF-Subkohorte nach Marching)
identifiziert. Das Modell ohne Promotormethylierung konnte vier zusitzliche Hochrisikopatienten
identifizieren  (18,2%  der = HFpEF-Subkohorte = nach  Matching. Das  Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung fithrte zur Identifikation von einem zusitzlichen Hochrisikopatienten
(4,5%  der  HFpEF-Subkohorte  nach  Mawhing). Die Modelle mit B9D7- und
RASALT-Promotormethylierung  konnten keine zusitzlichen Hochrisikopatienten identifizieren.

Insgesamt wurden durch alle vier Modelle gemeinsam 13 verschiedene Hochrisikopatienten identifiziert.

b9d1 rasal

0
(0.0%)

0

0 (0.0%)

(0.0%)

4
(18.2%)

0
(0.0%)

no_biomarker

(40.9%)

Abbildung 27: Unterschiede der Hochrisikopatientenvorhersage durch die vier Modelle in der HFpEF-Subkohorte
nach Matching. Darstellung der durch die vier Modelle vorhergesagten Hochrisikopatienten fiir jedes Modell innerhalb einer
Ellipse. Darstellung der Uberlappungen der Vorhersagen zwischen den einzelnen Modellen in Form von Uberlappungen der
Ellipsen. Angabe von absoluter Haufigkeit und prozentualem Anteil an der HFpEF-Subkohorte nach Mazching mit insgesamt
22 Patienten. Unten in der Abbildung auflerhalb der Ellipsen Angabe zur absoluten Hiufigkeit und zum prozentualen Anteil
der Differenz zwischen Gesamtanzahl der vorhergesagten Hochrisikopatienten in den vier Modellen (n = 13) und der
Gesamtanzahl der Patienten in der Kohorte (n = 22). no_biomarker, Modell ohne Promotormethylierung; b9d1, Modell mit
B9D1-Promotormethylierung; rasal, Modell mit RASALT-Promotormethylierung; serca, Modell mit
ATP2A2-Promotormethylierung (modifiziert nach der Auswertung und Aufbereitung durch die MBSB 2024).
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4 Diskussion

Patienten der beiden in dieser Arbeit schwerpunktmiBig betrachteten Erkrankungen HFpEF (Lee et al.
2009; Tribouilloy et al. 2008) und Aortenklappenstenose (Frank et al. 1973; Leon et al. 2010) weisen im
Allgemeinen eine hohe Mortalitdt und schlechte Prognose auf. Fiir einige bereits klinisch etablierte im
Blut messbare Biomarker, wie die natriuretischen Peptide, wird die Eignung als prognostischer
Biomarker fur HFpEF (Anjan et al. 2012; Myhre et al. 2018) und die Aortenklappenstenose (Clavel et
al. 2014; Hadziselimovic et al. 2022) diskutiert. Die bereits klinisch etablierten Biomarker erméglichen
allerdings bisher keine austeichende Identifikation von Hochrisikopatienten und keine austreichende
individuelle prognostische Vorhersage, sodass fiir beide Erkrankungen weiterhin die beschriebene
allgemein schlechte Prognose besteht. Die Erkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose teilen sich
die in Kapitel 1.2 ausfiihrlich erlduterte pathomechanistische Bedeutung der Herzfibrose, die eng mit der
Mortalitit und dem Progress der beiden Erkrankungen assoziiert ist. Wie in Kapitel 1.5 dargestellt, kann
anhand von Vorarbeiten ein Zusammenhang zwischen der im Blut messbaren Promotormethylierung
spezifischer Gene und der im Herzgewebe messbaren Promotormethylierung dieser Gene sowie mit
dem Ausmal3 der pathologischen Fibrogenese am Herzen hergestellt werden. In einer Vorarbeit der
Arbeitsgruppe Zeisberg ergab sich eine signifikante Korrelation der aberranten DNA-Methylierung der
Gene ATP2A2 und RASALT im Blut mit dem Grad der Herzfibrose (Gosch 2020). Meder et al. (2017)
fanden Hinweise darauf, dass die Messung der DNA-Methylierung spezifischer Gene im Blut die
DNA-Methylierung dieser Gene im Herzgewebe widerspiegelt. Entsprechend dem Prinzip der Liguid
Biopsy (Schwarzenbach et al. 2011) ergibt sich anhand der dargestellten Zusammenhinge eine potentielle
Eignung der DNA-Methylierung spezifischer Gene im Blut als Biomarker, um Riickschlisse auf
entsprechende DNA-Veridnderungen im Ursprungsorgan Herz zichen zu kénnen (Meder et al. 2017).
Eine Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg ergab Hinweise darauf, dass sich die im peripheren Blut
messbare Promotormethylierung der Gene ATP2A42, BIDT und RASALT als prognostischer Biomarker
fir Patienten mit HFpEF eignet (Awe 2020). Eine weitere Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg an einer
Kohorte aus Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose, die eine TAVI erhielten, ergab Hinweise
darauf, dass sich die im peripheren Blut gemessene Promotormethylierung des Gens IRX3 als
potentieller prognostischer Biomarker fiir das Krankheitsbild Aortenklappenstenose eignet (Kanwischer
et al. 2023). Restimierend verdichten sich anhand dieser beschriebenen Zusammenhinge die Hinweise
darauf, dass sich die im Blut messbare Promotormethylierung spezifischer Gene als prognostischer
Biomarker fir kardiale Erkrankungen eignen kénnte, die sich die pathomechanistische Gemeinsamkeit
der Herzfibrose teilen. Bisher gelang keine klinische Etablierung solcher Biomarker. Hier setzt die
vorliegende Arbeit an. Hauptziel dieser Arbeit war es zu Uberpriifen, ob sich die im Blut messbare
Promotormethylierung der Gene ATP2A42, BIDT und RASALT als prognostischer Biomarker fir die
Erkrankungen HFpEF bzw. Aortenklappenstenose eignet. Zudem sollte gepriift werden, ob sich
Vorteile bei der Erhebung der Promotormethylierung im Blut gegentiber der Erhebung anderer

klinischer Parameter ergeben.
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Wie in Kapitel 2.3 beschrieben, wurde zur Messung der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2,
B9D7 und RASALT im Blut zunichst die DNA aus Blutproben isoliert und aufgereinigt. Im Anschluss
wurde die methylierte DNA antikérpervermittelt per MeDIP  separiert. Der Anteil der

Promotormethylierung der drei Gene konnte daraufthin per gqRT-PCR ermittelt werden.

Fir die Untersuchungen dieser Arbeit lagen Daten zu drei Patientenkohorten vor. Die DIAST-Kohorte
setzte sich aus Patienten mit dem Krankheitsbild HFpEF zusammen. Alle Patienten erfillten die
Einschlusskriterien LVEF > 45% und E /e’ mittel = 12. Dariiber hinaus hatten diese Patienten entweder
eine Belastungsdyspnoe und Odeme oder die Diagnose einer Herzinsuffizienz war bereits irztlich
gestellt. Die DIAST-Kohorte wurde initial im Rahmen einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von
Awe (2020) zur Untersuchung des Krankheitsbildes HFpEF zusammengestellt und zugehérige Daten
wurden bereits teilweise analysiert (siche auch Kapitel 2.2.3). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
weitere Kohorten untersucht. In der HFpEF-Kohorte wurden Patienten mit dem Krankheitsbild
HFpEF betrachtet. Alle Patienten erfiillten die echokardiographischen Kiriterien LVEF = 45% und
E/¢ mittel 2 12 (aufgerundet ab E/e’ mittel = 11,5). Diese Kiriterien wurden in Anlehnung an die
Einschlusskriterien der DIAST-Kohorte der Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020)
festgelegt (siche auch Kapitel 2.2.1). Die TAVI-Kohorte galt der Untersuchung von Patienten mit dem
Krankheitsbild Aortenklappenstenose. Alle Patienten dieser Kohorte erhielten aufgrund einer schweren
oder in Einzelfillen moderaten bis schweren Aortenklappenstenose eine TAVI (siche auch Kapitel

22.2).

Die Promotormethylierung der drei Gene wurde in den drei Kohorten zunichst deskriptiv betrachtet
und die Kohorten wurden anhand verschiedener klinischer Parameter charakterisiert (siche auch Kapitel
3.1 und Kapitel 3.2). Ziel war es, zunichst einen allgemeinen Uberblick iiber die untersuchten Kohorten
mit ihren Charakteristika zu gewinnen. AnschlieBend wurden in der HFpEF- und TAVI-Kohorte
Zusammenhinge der Promotormethylierung der drei Gene mit verschiedenen klinischen Parametern
untersucht (siche auch Kapitel 3.3). Es sollte hierdurch die Uberlegenheit der Messung der potentiellen
neuen Biomarker gegentiber der Erhebung anderer klinischer Parameter gepriift werden. Das Hauptziel
dieser Arbeit war es zu prifen, ob sich die im Blut detektierbare Promotormethylierung der drei Gene
ATP2A42, BIDT und RASALT als prognostischer Biomarker fiir Patienten mit HFpEF bzw.
Aortenklappenstenose eignet. Fiir die DIAST-Kohorte ergab sich in Uberlebensmodellen ein
signifikanter Einfluss der aberranten Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BID7 und
RASALT auf das Gesamtiberleben dieser Patienten mit HFpEF. Diese an der DIAST-Kohorte
modellierten Cox-Regressionen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Form von vier Modellen
auf die HFpEF- und TAVI-Kohorte Ubertragen, um die Moglichkeit einer prognostischen Vorhersage
durch die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, BIDT und RASALT zu analysieren (siche
auch Kapitel 3.4).
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4.1 Charakterisierung der untersuchten Kohorten

Die drei in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kohorten wurden zunichst anhand der vorliegenden
klinischen Parameter und der im Blut gemessenen Promotormethylierung der drei Gene .ATP2.A42, BID1
und RASALT rein deskriptiv charakterisiert, um einen allgemeinen Uberblick iiber die Kohorten mit
ihren individuellen Charakteristika zu gewinnen. Die Promotormethylierung der drei Gene im Blut zeigte
sich in den drei Kohorten lognormal verteilt (Abbildung 1 bis Abbildung 5). Eine derartige
Werteverteilung zeigte sich auch schon in einer Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020).
In der vorliegenden Arbeit lag der Median der RASAL7-Promotormethylierung in den drei Kohorten
in einem Zdhnlichen Wertebereich (Tabelle 19 bis Tabelle 21). Der Median der ATP2A42- und
B9D1-Promotormethylierung lag fiir die HFpEF- und TAVI-Kohorte in einem dhnlichen Wertebereich,
in der DIAST-Kohorte lag der Median der Promotormethylierung fiir beide Gene héher. In der
vorliegenden Arbeit wurde nicht die Aussagekraft der ecinzelnen absoluten Werte der
Promotormethylierung der drei Gene untersucht. Diese Arbeit beschiftigte sich vielmehr mit der
Untersuchung von Zusammenhingen der Promotormethylierung mit klinischen Parametern. Bei der
niheren Betrachtung der klinischen Parameter in den drei Kohorten mit dhnlicher Gruppengréfie
(HFpEF-Kohorte: 48 Patienten, TAVI-Kohorte: 57 Patienten, DIAST-Kohorte: 46 Patienten), fiel als
Gemeinsamkeit der Kohorten ein mittleres Alter der Patienten iiber 70 Jahre und ein erthéhter BMI der
Patienten auf (Tabelle 22 bis Tabelle 27). In der HFpEF- und TAVI-Kohorte lag im Mittel eine
Priadipositas vor, in der DIAST-Kohorte lag im Mittel eine Adipositas vor. Als weitere Gemeinsamkeit
hatten alle Patienten der DIAST- und HFpEF-Kohorte eine LVEF 2 45%. Die mittlere LVEF lag in
der TAVI-Kohorte bei 52,8%. Zudem gab es in allen drei Kohorten einen hohen Anteil an
Komorbidititen, darunter u. a. ein Diabetes mellitus mit einem Anteil von 43,8% in der HFpEF-
Kohorte und 38,6% in der TAVI-Kohorte und eine arterielle Hypertonie mit einem Anteil von 95,8%
in der HFpEF-Kohorte und 93% in der TAVI-Kohorte. Dartiber hinaus gab es in den drei Kohorten
einen hohen Anteil an Patienten mit KHK. In der HFpEF-Kohorte lag der Anteil bei 56,3%, in der
TAVI-Kohotte bei 73,7% und in der DIAST-Kohotte bei 30,4%.

4.2 Bedeutung des Gens B9D1am Herzen

Die im Blut gemessene Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, BIDT und RASALT wurde auf
Korrelationen mit verschiedenen klinischen Parametern der HFpEF- und TAVI-Kohorte untersucht.
Ziel war es zunichst Zusammenhinge der potentiellen Biomarker mit klinischen Parametern zu finden.
Im Rahmen dieser Analysen erfolgte bei multiplem Testen eine Adjustierung des p-Werts, sodass hier
nur Zusammenhinge niher betrachtet werden, die nach Adjustierung weiterhin Signifikanz zeigten. Fiir
die TAVI-Kohorte ergab sich nach Adjustierung des p-Werts fiir keines der drei Gene ein signifikanter
Zusammenhang der klinischen Parameter mit der Promotormethylierung (sieche auch Kapitel 3.3.2). Fiir
die HFpEF-Kohorte ergab sich nach Adjustierung des p-Werts fiir die drei Gene ebenfalls fiir fast alle

klinischen Parameter kein signifikanter Zusammenhang mit der Promotormethylierung (siche auch
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Kapitel 3.3.1). Einzig der Parameter BNP zeigte nach Adjustierung des p-Werts einen signifikanten
positiven linearen Zusammenhang mit der BID7-Promotormethylierung (Tabelle 29). Eine héhere
Promotormethylierung von B9D7 im Blut ging mit héheren Werten von BNP im Blut einher (Abbildung
6). BNP gehort zur Familie der natriuretischen Peptide (McDonagh et al. 2021; Vanderheyden et al.
2004). Als kardiales Hormon stammt es vorwiegend aus den Ventrikeln und das Herz stellt beim
Menschen insgesamt die Hauptquelle des im Blut zirkulierenden BNPs dar (Mukoyama et al. 1991;
Vanderheyden et al. 2004). Als wichtigster Stimulus fiir die Sekretion von BNP gilt eine myokardiale
Wanddehnung, wie sie im Rahmen einer Volumeniiberladung oder Druckiiberlastung am Herzen auftritt
(Mueller et al. 2019; Vanderheyden et al. 2004). Es wird im Allgemeinen angenommen, dass die Hohe
von BNP im Blut mit dem Ausmal} der himodynamischen Dysfunktion einer kardialen Pathologie
korreliert, sodass ein hoherer Schweregrad einer Herzinsuffizienz mit héheren Werten von BNP im Blut
cinhergeht (Bettencourt 2004; Mukoyama et al. 1991; Richards et al. 1993). Es wird angenommen, dass
auch die Schwere einer Aortenklappenstenose mit der Héhe von BNP im Blut korreliert und bei
zunehmendem Grad der Stenose héhere Werte von BNP im Blut vorliegen (Bergler-Klein et al. 2004).
BNP ist ein bereits etablierter im Blut messbarer Biomarker fiir Herzerkrankungen, der beispielsweise
fiir das Krankheitsbild Herzinsuffizienz zur Diagnosestellung der Erkrankung herangezogen werden
kann (McDonagh et al. 2021). Beim Krankheitsbild Aortenklappenstenose kann BNP u. a. bei der

Therapieentscheidung genutzt werden (Vahanian et al. 2022).

In der vorliegenden Arbeit ergab sich eine positive lineare Korrelation der Promotormethylierung des
Gens BY9D7 mit BNP im Blut, in Form einer héheren Promotormethylierung von B9D7 bei héheren
Werten von BNP (Abbildung 6). Dies kann als ein Hinweis darauf verstanden werden, dass das Gen
B9D17 eine Rolle am Herzen spielt und die aberrante Promotormethylierung von BID7 wie BNP eine
kardiale Pathologie widerspiegelt. Die Arbeit von Meder et al. (2017) untermauert die Hypothese, dass
das Gen BY9DT7 ecine Rolle am Herzen spielt. Die Autoren fanden Hinweise auf die Eignung des
Methylierungsstatus des Gens B9D7 im peripheren Blut als diagnostischen Biomarker fiir die
Herzerkrankung DCM (Meder et al. 2017). Eine Funktion des Gens B9D7 am Herzen vermutete auch
Awe (2020) anhand der Ergebnisse ihrer Arbeit, da dort eine Assoziation der im Blut gemessenen
B9D17-Promotormethylierung zum Progress von Patienten mit der kardialen Erkrankung HFpEF, im
Sinne eines kiirzeren Ubetlebens, gefunden wurde. Zudem ergab sich in der Korrelationsanalyse
zwischen der BY9D7-Promotormethylierung im Blut und BNP im Blut ein positiver Pearson-
Korrelationskoeffizient als Hinweis auf einen gleichgerichteten Zusammenhang der zwei Variablen, was
aber ohne statistische Signifikanz blieb und in der genannten Arbeit nicht niher analysiert wurde (Awe
2020). Dieser Unterschied hinsichtlich des  Signifikanzniveaus der Korrelation —der
B9D17-Promotormethylierung und BNP im Blut ldsst sich mit dem derzeitigen Wissen zum Gen B9D7

nicht erklaren.

Anhand der gefundenen positiven linearen Korrelation der Promotormethylierung von BYD7 und BNP

ldsst sich wie dargestellt eine Funktion des Gens BID7 am Herzen und eine Rolle des Gens bei kardialen
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Pathologien vermuten. Es wird allgemein angenommen, dass eine Methylierung der CpG-Inseln in der
Promotorregion eines Gens in der Regel zu einer Unterdriickung der transkriptionellen Genaktivitit
fithrt (Bird und Wolffe 1999; Herman und Baylin 2003; Neary et al. 2015; Tampe et al. 2015). So konnte
auch spezifisch fur die in dieser Arbeit untersuchten Gene ATP2A42 (Kao et al. 2010; Kao et al. 2011)
und RASALT (Bechtel et al. 2010; Gosch 2020; Xu et al. 2015; Xu et al. 2016) gezeigt werden, dass eine
verstirkte Promotormethylierung mit einer verminderten Genexpression einhergeht. Ubertragt man
diese Uberlegungen auf das Gen BID7 und geht nun bei einer héheren Promotormethylierung des Gens
von einer verminderten Genexpression aus und vergegenwirtigt sich zugleich, dass héhere Werte von
BNP wie beschrieben im Allgemeinen mit einer verstirkten kardialen Pathologie einhergehen, kann
anhand der gefundenen positiven Korrelation zwischen der Promotormethylierung von B9D7 und BNP
cine protektive Funktion des Gens BID7 am Herzen vermutet werden. Im Rahmen einer kardialen
Pathologie kénnte dabei die aberrante Promotormethylierung des Gens B9D7 zum Verlust der
protektiven Genfunktion fithren. Eine protektive Funktion des Gens BID7 am Herzen vermutete auch
bereits Awe (2020) in ihrer Arbeit, da dort eine héhere BID7-Promotormethylierung im Blut univariant
signifikant mit einem kiirzeren Uberleben von Patienten mit HFpEF assoziiert war. Fiir eine protektive
Funktion des Gens B9D7 am Herzen sprechen auch die Ergebnisse von Dowdle et al. (2011), die im
Mausmodell bei einer Mutation des Gens BID7 gehduft eine gestérte Herzentwicklung und das
vermehrte Auftreten von Herzfehlern beobachten konnten. Hierfiir machen die Autoren die durch die
Fehlfunktion des Gens BID7 gestérte Ziliogenese und gestorte Lokalisierung von Zilienproteinen
verantwortlich (Dowdle et al. 2011). Die Mutation von BID7 kann mit der Entwicklung von Ziliopathien
assoziiert werden (Garcia-Gonzalo et al. 2011; Hopp et al. 2011; Romani et al. 2014). Ziliopathien
kénnen im Allgemeinen mit der Entstehung kongenitaler Herzerkrankungen und kardiovaskuldrer
Anomalien in einen Zusammenhang gebracht werden (Kennedy et al. 2007; Klena et al. 2017; Li et al.
2015). Zusammenfassend stiitzen die zuvor genannten Arbeiten die Hypothese einer protektiven
Funktion des Gens BID7 am Herzen. In der Arbeit von Meder et al. (2017) zeigte sich das Gen BID7
bei Patienten mit DCM im Blut und Herzgewebe insgesamt hypomethyliert. Hierbei wurde der absolute
Methylierungsstatus des Gens von Patienten mit einer durch eine DCM ausgelsten Herzinsuffizienz
mit einer herzgesunden Kontrollkohorte verglichen. In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen nicht der
absolute Wert der Promotormethylierung betrachtet oder mit gesunden Kontrollen verglichen, sondern
es wurde die Korrelation der Promotormethylierung mit unterschiedlichen klinischen Parametern
untersucht. Bei der detaillierten Betrachtung der Werteverteilung der im Blut und Gewebe gemessenen
Promotormethylierung des Gens BYD7 bei den von Meder et al. (2017) untersuchten Patienten mit DCM
zeigen sich vereinzelt hypermethylierte Werte. Dies gleicht damit insgesamt der Werteverteilung der
B9D17-Promotormethylierung im Blut in der vorliegenden Arbeit (Abbildung 1 bis Abbildung 5). Meder
et al. (2017) beschreiben, dass es im Rahmen der Entwicklung einer Herzinsuffizienz als Antwort auf
Stressoren zur Reaktivierung eines fetalen Genprogramms und einer Reihe dynamischer Verdnderung
der Methylierung verschiedener Gene kommt. So ldsst sich hier die Hypothese aufstellen, dass das Gen

B9D7 im Rahmen der gefundenen Hypomethylierung mit konsekutiver Expression des Gens bei den
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Patienten mit DCM im Verlauf der Erkrankung initial eine protektive Funktion tbernimmt.
Mboglicherweise kommt es dann im Rahmen der beschrieben dynamischen Verdnderungen der
Methylierung verschiedener Gene im Verlauf der kardialen Erkrankung zu einer Hypermethylierung mit
Verlust der protektiven Funktion des Gens B9D7 und daraus resultierendem Progress der kardialen
Erkrankung, wie es auch die beschriebene Assoziation der aberranten BID7-Promotormethylierung im
Blut zum Progress der Erkrankung HFpEF in der Arbeit von Awe (2020) vermuten ldsst. Eine héhere
B9D1-Promotormethylierung im Blut war mit eine Progress der Erkrankung HFpEF, im Sinne eines
kiirzeren Uberlebens, assoziiert (Awe 2020). Aufgrund des eingeschrinkten Wissens zum Gen BID7

ldsst sich dieser Zusammenhang nicht abschlieBend kliren.

Wie anhand des in Kapitel 1.4.3 prisentierten aktuellen Wissensstands zum Gen B9D7 deutlich wird, ist
zur Funktion des Gens B9D7 am Herzen insgesamt noch wenig bekannt. Damit bleibt hier
zusammenfassend die genaue Rolle von BID7 am Herzen und der potentielle pathomechanistische
Einfluss auf die Entstehung und den Progress kardialer Erkrankungen unklar. Die Ergebnisse dieser
Atrbeit und der beschriebenen Vorarbeiten lassen resiimierend eine Funktion des Gens BYD7 am Herzen
in Form einer protektiven Genfunktion vermuten. Zum besseren Verstindnis der Zusammenhinge sind

hier Folgestudien notig.

4.3 Prognostische Biomarker kardialer Erkrankungen

Fir kardiale Erkrankungen, insbesondere die in dieser Arbeit schwerpunktmiBig betrachteten
Krankheitsbilder HFpEF (McDonagh et al. 2021) und Aortenklappenstenose (Vahanian et al. 2022), gibt
es bereits verschiedene klinisch etablierte im Blut messbare Biomarker. Fiir einige dieser sich bereits in
der klinischen Anwendung befindlichen Biomarker, zu denen insbesondere die natriuretischen Peptide
zihlen, wird eine Bedeutung als prognostischer Biomarker diskutiert, auf die im Folgenden niher
cingegangen werden soll. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz weisen NT-proBNP und BNP
grundsitzlich neben der Eignung als diagnostischer Biomarker auch einen prognostischen Wert auf
(Anand et al. 2003; Bettencourt 2004; Gardner et al. 2003; Madamanchi et al. 2014; Zile et al. 2016).
Speziell fiir das Krankheitsbild HFpEF konnten verschiedene Studien zeigen, dass sich die
natriuretischen Peptide BNP und NT-proBNP als prognostische Biomarker eignen (Anand et al. 2011;
Anjan et al. 2012; Myhre et al. 2018). Hohere Werte dieser Biomarker im Blut werden mit einem
schlechteren Outcome, im Sinne einer héheren Morbiditdt und Mortalitit, assoziiert (Anand et al. 2011;
Zile et al. 2016). Auch die ESC-Leitlinie zur Herzinsuffizienz aus dem Jahr 2021 verweist auf die Eignung
der natriuretischen Peptide als diagnostische und prognostische Biomarker fir die Erkrankung
(McDonagh et al. 2021). Fiir das Krankheitsbild Aortenklappenstenose stellen ebenfalls verschiedene
Studien eine prognostische Relevanz der natriuretische Peptide, insbesondere von BNP und
NT-proBNP, heraus (Bergler-Klein et al. 2004; Clavel et al. 2014; Hadziselimovic et al. 2022; White et
al. 2021). Hohere Werte der natriuretischen Peptide im Blut werden auch bei der Aortenklappenstenose

mit einem schlechteren Ouwtcome, im Sinne einer hoheren Gesamtmortalitat, assoziiert (Bergler-Klein et
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al. 2004; White et al. 2021). Auch die ESC-Leitlinie zu Herzklappenerkrankungen aus dem Jahr 2021
verweist auf die Eignung natriuretischer Peptide als prognostische Biomarker fiir das Krankheitsbild
Aortenklappenstenose (Vahanian et al. 2022). Es wird im Allgemeinen angenommen, dass die Héhe von
BNP und NT-proBNP im Blut mit der Schwere der Aortenklappenstenose korreliert und bei Zunahme
des Schweregrades der Stenose die Werte im Blut entsprechend ansteigen (Bergler-Klein et al. 2004).
Neben den natriuretischen Peptiden wird in der aktuellen Literatur auch Troponin T als prognostischer
Biomarker fiir die beiden Krankheitsbilder HFpEF (Bayes-Gentis et al. 2022) und Aortenklappenstenose
(Sarkar et al. 2023; Vahanian et al. 2022; White et al. 2021) diskutiert. In der aktuellen Literatur werden
fir die Erkrankungen Aortenklappenstenose und HFpEF auch verschiedene neue potentielle im Blut
messbare Biomarker fiir prognostische Vorhersagen diskutiert, die bisher keine breite klinische
Anwendung finden. Beispielsweise diskutieren Tromp et al. (2017) die Biomarker Osteopontin und
Neuropilin als HFpEF-spezifische prognostische Biomarker im Blut. White et al. (2021) beschreiben
eine Assoziation erhohter Ausgangswerte von Galectin-3 im Blut zur erhShten Mortalitdt bei Patienten
mit Aortenklappenstenose. Auch Lipoprotein A wird als prognostischer Biomarker fiir die

Aortenklappenstenose diskutiert (Sarkar et al. 2023).

Die beschriebenen bereits klinisch etablierten prognostischen Biomarker weisen unterschiedliche
Probleme und Einschrinkungen in ihrer klinischen Anwendung auf. Beispielsweise kénnen verschiedene
kardiale und nicht-kardiale Ursachen zu einer Erhéhung der natriuretischen Peptide im Blut fiihren,
sodass die diagnostische Genauigkeit der natriuretischen Peptide hinsichtlich spezifischer kardialer
Erkrankungen entsprechend eingeschrinkt wird (McDonagh et al. 2021). Als wichtigste Storfaktoren,
die zu einer nicht-kardial bedingten Verdnderung der natriuretischen Peptide im Blut fithren kénnen,
gelten die Nierenfunktion und der BMI (Mueller et al. 2019). Adipse Patienten weisen im Allgemeinen
niedrigere Konzentrationen der natriuretischen Peptide im Blut auf als nicht-adipdse Vergleichspersonen
(Madamanchi et al. 2014; Mueller et al. 2019). Aus diesem Grund werden fir diese Patienten niedrigere
Cut-off Werte der Konzentration der natriuretischen Peptide im Blut diskutiert (Mueller et al. 2019).
Patienten mit einer Einschrinkung der Nierenfunktion weisen im Allgemeinen héhere Konzentrationen
der natriuretischen Peptide im Blut auf als nierengesunde Vergleichspersonen, sodass fir diese Patienten
hohere Cut-gffWerte fir die Konzentration der natriuretischen Peptide im Blut diskutiert werden
(Mueller et al. 2019). Eine allgemeine Abhingigkeit von der Nierenfunktion zeigt auch der etablierte
kardiale Biomarker Troponin T, denn bei einer Nierenfunktionseinschrinkung sind erhéhte Werte von
Troponin T im Blut nachweisbar (Freda et al. 2002; Pfortmueller et al. 2013). Dartiber hinaus kénnen
Patienten mit HFpEF BNP-Werte unterhalb der diagnostischen Schwellenwerte aufweisen,
insbesondere wenn die Patienten zugleich eine Adipositas aufweisen (Anjan et al. 2012; Dunlay et al.
2017; McDonagh et al. 2021; Pieske et al. 2019). Damit wird die diagnostische Nutzbarkeit des
Biomarkers bei diesem Krankheitsbild entsprechend einschrinkt (Pieske et al. 2019). Auch
HFpEF-Patienten mit nicht erhShten natriuretischen Peptiden weisen gegentber Patienten ohne

Herzinsuffizienz eine erh6hte Morbiditit und Mortalitit auf (Verbrugge et al. 2022). Eine Anpassung
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der diagnostischen Schwellenwerte der natriuretischen Peptide fiir Patienten mit HFpEF wird diskutiert
(Lam et al. 2011).

Restimierend wird anhand der dargestellten Probleme in der klinischen Anwendung bisheriger
Biomarker und der aktuell weiterhin bestehenden schlechten Prognose von Patienten mit HFpEF und
Aortenklappenstenose deutlich, dass die Suche nach neuen prognostischen Biomarkern fiir diese

Erkrankungen einen wichtigen Forschungsschwerpunkt darstellt.

4.4 Uberlegenheit der Messung der Promotormethylierung spezifischer

Gene im Blut

Anhand der Untersuchung von Korrelationen zwischen der im Blut gemessenen Promotormethylierung
der drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT mit verschiedenen klinischen Parametern der HFpEF-
und TAVI-Kohortte, sollte die Uberlegenheit der Messung der Promotormethylierung im Blut gegeniiber

der Erhebung anderer klinischer Parameter gepriift werden.

Wie schon in Kapitel 4.2 erldutert, ergab sich nur fiir die Promotormethylierung von BID7 und den
Parameter BNP im Blut in der HFpEF-Kohorte eine signifikante positive lineare Korrelation (Abbildung
0). Fir alle anderen untersuchten klinischen Parameter ergaben sich in beiden Kohorten, der HFpEF-
und TAVI-Kohorte, keine signifikanten Zusammenhinge mit der Promotormethylierung der drei Gene.
Insbesondere fiir bereits etablierte Biomarker kardialer Erkrankungen, wie NT-proBNP und BNP, oder
fur die Herzfunktion charakterisierende Parameter, wie die LVEF oder E/¢e’, konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit keine signifikante Korrelation mit der im Blut gemessenen Promotormethylierung
der drei Gene nachgewiesen werden (siche auch Kapitel 3.3). Vergleichbare Ergebnisse einer insgesamt
fehlenden Korrelation zwischen verschiedenen allgemeinen klinischen Parametern und der
Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT im Blut erbrachte auch die
Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020).

Vorarbeiten lieferten bereits Hinweise auf die potentielle Uberlegenheit der im Blut messbaren
Promotormethylierung spezifischer Gene gegeniiber bereits etablierten Biomarkern fir kardiale
Erkrankungen. In einer Untersuchung von Patienten mit einer durch eine DCM ausgelGsten
Herzinsuffizienz zeigte sich die im peripheren Blut gemessene DNA-Methylierung des Gens BID7 als
diagnostischer Biomarker gegentiber dem bereits klinisch etablierten Biomarker NT-proBNP tiberlegen
(Meder et al. 2017). In einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) zur Untersuchung
des Krankheitsbildes HFpEF zeigte die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BID1 und
RASAL.T im Blut eine bessere Assoziation zum Uberleben als bereits etablierte Biomarker wie BNP und
NT-proBNP. Wihrend sich eine signifikante Korrelation der Promotormethylierung der drei Gene im
Blut mit dem Uberleben ergab, konnte keine signifikante Korrelation der Promotormethylierung der drei
Gene im Blut mit bereits etablierten kardialen Biomarkern, wie BNP und NT-proBNP, der

NYHA-Klasse oder anderen die Herzfunktion charakterisierenden Parametern, wie der LVEF oder
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E/¢’, nachgewiesen werden (Awe 2020). Nur fur das Gen ATP2A42 und BNP sowie fiir das Gen BIDT
und E/e ergab sich eine signifikante Korrelation des klinischen Parameters mit der

Promotormethylierung des jeweiligen Gens im Blut (Awe 2020).

Wie in Kapitel 4.3 beschrieben, ist die Anwendung der aktuell klinisch etablierten Biomarker fir
prognostische Vorhersagen der Erkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose problembehaftet.
Patienten mit HFpEF (Lee et al. 2009; Tribouilloy et al. 2008) bzw. mit einer Aortenklappenstenose
(Frank et al. 1973; Leon et al. 2010) weisen im Allgemeinen eine hohe Mortalitit und schlechte Prognose
auf. In Zusammenschau der dargestellten Zusammenhinge und den Ergebnissen dieser Arbeit fiihrt dies
zu der Hypothese, dass Risikopatienten der zwei untersuchten Erkrankungen anhand der bisher
etablierten klinischen Parameter und Biomarker nicht ausreichend detektiert werden kénnen. Ein Ziel
der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob die Messung der Promotormethylierung der Gene
ATP2A2, BIDT und RASALT im Blut einen Mehrwert gegeniiber der Erfassung anderer klinischer
Parameter bringen kann. Wie berichtet ergab sich zwischen der Promotormethylierung der drei Gene im
Blut und den untersuchten klinischen Parametern in der vorliegenden Arbeit bis auf eine Ausnahme
keine statistisch signifikante Korrelation. Ausgehend von der Messung der untersuchten klinischen
Parameter war damit aufgrund der fehlenden Korrelation im Allgemeinen kein Riickschluss auf die Hohe
der Promotormethylierung im Blut méglich, was die Messung der Promotormethylierung anderenfalls
obsolet machen wiirde. Dieses Ergebnis weist auf die Unabhingigkeit und Ubetlegenheit der neuen

potentiellen Biomarker gegeniiber der Erhebung anderer klinischer Parameter hin.

Restimierend weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit damit darauf hin, dass die
Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT im Blut als potentieller Biomarker
der kardialen Erkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose der Erfassung anderer klinischer
Parameter und bereits etablierter Biomarker tiberlegen ist. Exrgebnisse einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe
Zeisberg deuten darauf hin, dass sich die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, BIDT und
RASALT im Blut als prognostischer Biomarker fiir die Erkrankung HFpEF eignen kénnte (Awe 2020).
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde nachfolgend die Moglichkeit zur Nutzung der im Blut messbaren
aberranten Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT als prognostischer

Biomarker fir die zwei Krankheitsbilder HFpEF und Aortenklappenstenose evaluiert.

4.5 DNA-Methylierung im Blut als prognostischer Biomarker

Die DNA-Methylierung gilt als eine der zwei Hauptmechanismen der epigenetischen Modifikation
menschlicher DNA (Bernstein et al. 2007; Zeisberg und Zeisberg 2013). Sie findet gehduft an
CpG-Inseln in der proximalen Promotorregion von Genen statt und beeinflusst die Transkription
betroffener Gene (Herman und Baylin 2003; Neary et al. 2015; Tampe et al. 2015). Als epigenetischer
Mechanismus spielt die DNA-Methylierung dabei sowohl in der normalen Physiologie als auch bei
unterschiedlichen Erkrankungen eine Rolle (Bernstein et al. 2007; Bird und Wolffe 1999; Egger et al.
2004). In Vorarbeiten gelang es verschiedene Herzerkrankungen (Haas et al. 2013; Meder et al. 2017,
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Movassagh et al. 2011) und insbesondere die beiden in der vorliegenden Arbeit schwerpunktmilig
betrachteten Erkrankungen HFpEF (Awe 2020; Rabkin und Wong 2023) und Aortenklappenstenose
(Kanwischer et al. 2023; Nasu et al. 2020; Radhakrishna et al. 2016) mit epigenetischen Verinderungen
in Form der aberranten DNA-Methylierung spezifischer Gene in einen Zusammenhang zu bringen. Wie
in Kapitel 1.3 ausfiihrlich dargestellt, gelingt anhand verschiedener Studien eine kausale Assoziation der
aberranten DNA-Methylierung spezifischer Gene zur pathologischen Fibrogenese in unterschiedlichen
Organen (Bechtel et al. 2010; Neary et al. 2015; Tampe et al. 2015; Zeisberg und Zeisberg 2013)
einschlieBlich des Herzes (Grimaldi et al. 2017; Xu et al. 2015). Die Herzfibrose ist bei den in der
vorliegenden  Arbeit  schwerpunktmiBig  untersuchten — Krankheitsbildern ~HFpEF  und
Aortenklappenstenose, wie in Kapitel 1.2 beschrieben, pathophysiologisch und prognostisch relevant,
woraus sich eine allgemeine Assoziation der beiden Krankheitsbilder zur aberranten
Promotormethylierung spezifischer Gene ergibt. Wie schon von Zeisberg und Zeisberg (2013) und Xu
et al. (2015) festgestellt, ergeben sich aus dem Verstindnis den der pathologischen Fibrogenese
zugrundeliegenden epigenetischen Mechanismen diagnostische Ansitze fiir Erkrankungen, bei denen
die pathologische Fibrogenese bedeutsam ist. Anhand von Vorarbeiten kann ein Zusammenhang
zwischen der im Blut messbaren Promotormethylierung spezifischer Gene und der im Herzgewebe
messbaren Promotormethylierung dieser Gene (Meder et al. 2017) sowie dem Ausmall der

pathologischen Fibrogenese am Herzen hergestellt werden (Gosch 2020).

Restimierend ergibt sich anhand der dargestellten Zusammenhinge die Moglichkeit, anhand des Prinzips
der Liguid Biopsy die DNA-Methylierung spezifischer Gene im Blut als potentiellen Biomarker zu nutzen.
In der aktuellen Literatur wird die im Blut gemessene DNA-Methylierung spezifischer Gene bereits als
potentieller diagnostischer Biomarker fir verschiedene Erkrankungen beschrieben. In der
onkologischen Forschung wird die Nutzung der DNA-Methylierung im Blut als potentieller
diagnostischer Biomarker unterschiedlicher Krebserkrankungen diskutiert (Schwarzenbach et al. 2011).
Auch fur kardiale Erkrankungen existieren in der aktuellen Literatur entsprechende Studien.
Beispielsweise beschreiben Meder et al. (2017) die DNA-Methylierung des Gens B9D7 im Blut als
potentiellen diagnostischen Biomarker fur die Erkrankung DCM und die DNA-Methylierung der
Genloci NPPA und NPPB im Blut als potentielle Biomarker fiir die Herzinsuffizienz. Radhakrishna et
al. (2016) diskutieren in ihrer Arbeit die im Blut gemessene DNA-Methylierung verschiedener Gene als
potentiellen Biomarker fiir die Aortenklappenstenose. Nasu et al. (2020) beschreiben die Methylierung
des Gens TRIB7 im Blut als potentiellen postoperativen Biomarker fiir Patienten mit
Aortenklappenstenose. Schiano et al. (2020) er6rtern in ihrer Arbeit die DNA-Methylierung des Gens
HIA-G im Blut als potentiellen Biomarker fir die Vorhersage des Schweregrades einer KHK, definiert

als Schweregrad der Koronarstenose.

Neben der Nutzung als diagnostischer Biomarker wird die DNA-Methylierung spezifischer Gene im
Blut in der aktuellen Literatur auch als prognostischer Biomarker diskutiert. In einer Kohorte zur

Untersuchung der Allgemeinbevilkerung konnte die im Blut gemessene DNA-Methylierung
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spezifischer krankheitsassoziierter Gene von Zhang et al. (2017) mit der Gesamtmortalitit assoziiert
werden. Die Autoren verweisen auf die potentielle Eignung dieser DNA-Methylierung spezifischer Gene
im Blut zur Risikostratifizierung von Patienten (Zhang et al. 2017). In einer weiteren Arbeit benennen
Zhang et al. (2016) die DNA-Methylierung spezifischer Genloci im Blut als potentielle Biomarker fiir
die mit dem Rauchen assoziierte Mortalitit, da sie in ihrer Arbeit eine Assoziation der
DNA-Methylierung spezifischer mit dem Rauchen verkniipfter Genloci im Blut mit der Mortalitit
fanden. In der onkologischen Forschung wird die DNA-Methylierung spezifischer Gene im Blut bereits
fir verschiedene Krebsarten als prognostischer Biomarker diskutiert (Schwarzenbach et al. 2011).
Pimson et al. (2016) beschreiben die Methylierung der Tumorsuppressorgene RASSF7.A und PCDHT70
im Blut als potentielle prognostische Biomarker fiir Patienten mit Magenkrebs. Eine aberrante
Promotormethylierung der zwei Gene im Blut war mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben der Patienten
mit Magenkrebs assoziiert (Pimson et al. 2016). Wallner et al. (2006) beschreiben den
Methylierungsstatus der Gene HPP7 und HLLTF im Blut als prognostische Biomarker fiir Patienten mit
kolorektalem Krebs. Eine aberrante Promotormethylierung der zwei Gene im Blut war mit einer héheren
Mortalitit und damit einer schlechteren Prognose der Patienten mit kolorektalem Krebs assoziiert
(Wallner et al. 20006). Fiir Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs wird die DNA-Methylierung
spezifischer Gene im Blut ebenfalls als potentieller prognostischer Biomarker diskutiert (Liouta et al.

2023).

Auch fir kardiovaskulire Erkrankungen wird die aberrante DNA-Methylierung spezifischer Gene im
Blut bereits als potentieller prognostischer Biomarker diskutiert. Benincasa et al. (2023) identifizierten in
threr Arbeit die im Blut gemessene Promotormethylierung des Gens SOCS3 als potentiellen
prognostischen Biomarker fiir Patienten mit pulmonal arterieller Hypertonie (PAH). Im Vergleich zu
gesunden Kontrollen zeigte das Gen bei Patienten mit PAH ecin verdindertes Muster der
Promotormethylierung im Blut und die Promotormethylierung von SOCS3 im Blut korrelierte mit
spezifischen himodynamischen Parametern der PAH, die als robuste prognostische Parameter fiir die
Erkrankung gelten (Benincasa et al. 2023). Abdulrahim et al. (2019) untersuchten in einer
kardiovaskuldren Kohorte aus Patienten, die eine Herzkatheteruntersuchung erhielten, den
Zusammenhang der DNA-Methylierung im Blut und der Gesamtmortalitdt. Die Autoren fanden eine
Assoziation einer aberranten DNA-Methylierung spezifischer Genloci im Blut zu einer erhShten
Gesamtmortalitdt und stellten anhand ihrer Ergebnisse fest, dass Unterschiede in der Methylierung
spezifischer Genloci im Blut als potentielle Biomarker zur Risikoeinschitzung von Patienten mit
kardiovaskuldren Erkrankungen dienen kénnten (Abdulrahim et al. 2019). In der Arbeit von Breitling et
al. (2012) war bei Patienten mit stabiler KHK eine niedrigere Methylierung des Gens F2RL3 im Blut mit

einer hoheren Mortalitit assoziiert.

Die aberrante DNA-Methylierung spezifischer Gene im Blut wird auch als potentieller prognostischer
Biomarker speziell fiir das Krankheitsbild HFpEF diskutiert. Die Promotormethylierung der drei Gene
ATP2A2, BIDT und RASALT zeigte an einer Kohorte aus Patienten mit HFpEF in der Arbeit von Awe
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(2020) eine Assoziation zum Uberleben, da eine hohere Promotormethylierung der drei Gene im Blut
mit einem kiirzeren Uberleben assoziiert war. Auch speziell fir das Krankheitsbild
Aortenklappenstenose wird die aberrante DNA-Methylierung spezifischer Gene im Blut als potentieller
prognostischer Biomarker diskutiert. Kanwischer et al. (2023) konnten die aberrante
Promotormethylierung des Gens IRX3 im Blut als potentiellen prognostischen Biomarker flir Patienten
mit Aortenklappenstenose identifizieren, da bei Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose eine
niedrige Promotormethylierung des Gens JRX3 im Blut mit einem schlechteren Gesamtiiberleben nach

TAVI assoziiert wat.

Da bisher etablierte Biomarker keine austeichende Identifizierung von Risikopatienten und keine
ausreichende prognostische Vorhersage ermdglichen, besteht fiir die Erkrankungen HFpEF und
Aortenklappenstenose weiterthin die beschriebene hohe Mortalitit und schlechte Prognose. Die
Anwendung bisher etablierter Biomarker hinsichtlich prognostischer Vorhersagen ist, wie in Kapitel 4.3
beschrieben, problembehaftet. Die in Kapitel 4.4 diskutierten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen
fir die untersuchten kardialen Erkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose darauf hin, dass die
Messung der Promotormethylierung spezifischer Gene im Blut einen Mehrwert gegentiber der Erhebung
anderer klinischer Parameter, einschlief3lich bisher etablierter Biomarker, bringen kénnte. Wie in diesem
Kapitel dargestellt, weisen verschiedene Arbeiten auf die Eignhung der DNA-Methylierung spezifischer
Gene im Blut als prognostischen Biomarker hin. Fir die Gene .ATP2A2, BIDT und RASALT konnte
eine Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) bereits Hinweise darauf liefern, dass sich die
Promotormethylierung dieser drei Gene im Blut als prognostischer Biomarker fir Patienten mit HFpEF
eignen konnte. Aufgrund dieser Ergebnisse und der bisher dargestellten Zusammenhinge wurde im
Folgenden untersucht, ob sich die im Blut detektierbare Promotormethylierung der Gene ATP2.A42,
B9D71 und RASALLT als prognostischer Biomarker eignet. Hierzu wurde eine Kohorte aus Patienten mit
der Erkrankung HFpEF untersucht. Zudem wurde eine Kohorte aus Patienten mit
Aortenklappenstenose untersucht. Das Krankheitsbild Aortenklappenstenose ist eine kardiale
Erkrankung mit enger Verknipfung zur Herzinsuffizienz, da es im Krankheitsverlauf zu einer
Herzinsuffizienz kommen kann, was mit einer schlechten Prognose dieser Patienten assoziiert ist
(Czarny und Resar 2014). Zudem teilen sich die beiden Krankheitsbilder HFpEF und
Aortenklappenstenose die in Kapitel 1.2 beschriebene pathomechanistische Bedeutung der Herzfibrose,

die zudem bei beiden Erkrankungen eine prognostische Relevanz zeigt.

4.6  Ubertragung von Uberlebensmodellen auf neue Kohorten

Im Rahmen einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg ergaben Untersuchungen an einem Datensatz
der DIAST-Kohorte Hinweise darauf, dass sich die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2,
B9D7 und RASALT im Blut als prognostischer Biomarker fir Patienten mit HFpEF eignen kénnte
(Awe 2020). Anhand des Datensatzes der DIAST-Kohorte wurden fir die vorliegende Arbeit vier

Cox-Regressionen modelliert (siche auch Kapitel 3.4.1). Diese vier Modelle beinhalteten eine Auswahl
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klinischer Parameter, die Einfluss auf das Uberleben in der DIAST-Kohorte zeigten. Hierzu zihlte auch
die im Blut gemessene Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, B9DT und RASALT, sodass in
drei der vier Modelle jeweils die Promotormethylierung eines der drei Gene integriert wurde (Abbildung
8). Die vier Modelle wurden anschlieBend auf die HFpEF- und TAVI-Kohorte ibertragen. In
Zusammenschau mit den Ergebnissen der Vorarbeit von Awe (2020), sollte durch diese
Modelliibertragung auf neue Kohorten untersucht werden, ob die Promotormethylierung spezifischer
Gene im Blut als prognostischer Biomarker angewendet werden kann. Das tibergeordnete Ziel der
Untersuchung war es zu evaluieren, ob mithilfe der im Blut gemessenen potentiellen neuen Biomarker
Hochrisikopatienten identifiziert und prognostische Aussagen getroffen werden kénnen. Zum Vergleich

wurde auch ein Modell nur mit klinischen Parametern und ohne die Promotormethylierung betrachtet.

In den vier Modellen zeigten neben der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, BIDT und
RASALT auch die klinischen Parameter BMI, Geschlecht und KHK einen signifikanten Einfluss auf
das Uberleben der HFpEF-Patienten in der DIAST-Kohorte (Abbildung 8). Ein niedrigerer BMI, ein
minnliches Geschlecht, das Vorliegen einer KHK und eine héhere Promotormethylierung im Blut
waren mit einem hoheren Risiko zu versterben assoziiert. Diese Assoziation der klinischen Parameter
zur Mortalitit beit HFpEF steht im Einklang mit der aktuellen Literatur. Die Parameter Alter, Geschlecht,
BMI und KHK werden als Schliisselfaktoren der Mortalitit bei Patienten mit HFpEF diskutiert (Chan
und Lam 2013). Ein héheres Alter, ein ménnliches Geschlecht (Chan und Lam 2013; Pocock et al. 2013)
und das Votliegen einer KHK (Chan und Lam 2013; Hwang et al. 2014) werden hierbei im Allgemeinen
mit einer héheren Mortalitit von Patienten mit dem Krankheitsbild HFpEF assoziiert. Im Allgemeinen
wird das Vorliegen einer Priadipositas und Adipositas mit einer héheren Gesamtmortalitit assoziiert
(Global BMI Mortality Collaboration et al. 2016; Pischon et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit war in
den beschriebenen Uberlebensmodellen dahingegen ein niedrigerer BMI mit einer héheren Mortalitit
assoziiert. Ein solcher Zusammenhang ergab sich auch bereits in der Vorarbeit von Awe (2020). Dieses
sogenannte Adipositas-Paradoxon wird fir Patienten verschiedener Erkrankungsgruppen in der
aktuellen Literatur diskutiert und fiir Patienten mit Herzinsuffizienz ergaben verschiedenen Studien eine
Assoziation von einem erhéhten BMI zu einer niedrigeren Mortalitit (Doehner et al. 2010). So fanden
Oreopoulos et al. (2008) in ihrer Metaanalyse eine Assoziation von Ubergewicht und Adipositas zu einer
niedrigeren Gesamtmortalitit und niedrigeren kardiovaskuldren Mortalitit bei Patienten mit
Herzinsuffizienz. In aktuelleren Studien wird speziell fur die Erkrankung HFpEF von verschiedenen
Autoren ein U-férmiger Zusammenhang von BMI und Gesamtmortalitit beschrieben (Chan und Lam
2013; Haass et al. 2011; Li et al. 2022). Da der genaue Zusammenhang zwischen der Mortalitit und dem
BMI bei HFpEF weiterhin kontrovers diskutiert wird und die zugrundeliegenden Mechanismen bisher

ungeklirt bleiben, bedarf es hier weiterer Forschung (Oreopoulos et al. 2008; Tadic und Cuspidi 2019).
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4.7  Ausbleiben einer sinnvollen prognostischen Vorhersage durch den

Biomarker Promotormethylierung an der TAVI-Kohorte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier Cox-Regressionen an der DIAST-Kohorte modelliert (Abbildung
8). Bei den Patienten der DIAST-Kohorte lag als Grunderkrankung eine HFpEF vor (sieche auch Kapitel
2.2.3). Die vier Modelle wurden auf die TAVI-Kohorte iibertragen (siche auch Kapitel 3.4.2.1 und
Kapitel 3.4.2.2). Alle Patienten der TAVI-Kohorte erhielten aufgrund einer schweren oder in
Einzelfillen moderaten bis schweren Aortenklappenstenose eine TAVI (sieche auch Kapitel 2.2.2). Fiir
das Krankheitsbild HFpEF ergab eine Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) Hinweise
auf die potentielle Eignung der Promotormethylierung der drei Gene ATP2.A42, BID7 und RASALT im
Blut als prognostische Biomarker der Erkrankung. Mit der Aortenklappenstenose wurde hier eine andere
Grunderkrankung als HFpEF untersucht, die aber pathomechanistische Gemeinsamkeiten zur HFpEF
aufweist. So spielt bei beiden kardialen Erkrankungen, wie in Kapitel 1.2 beschrieben, die Herzfibrose
pathomechanistisch eine Rolle und zeigt zudem eine prognostische Relevanz. Hauptziel der im
Folgenden dargestellten Untersuchungen war es zu priifen, ob die Promotormethylierung der drei Gene
ATP2A42, BIDT und RASAL7 im Blut als neuer potentieller Biomarker bei Patienten mit
Aortenklappenstenose, also einer anderen Grunderkrankung als HFpEF, sinnvolle prognostische

Vorhersagen ermoglicht.

Die Ubertragung der vier betrachteten Cox-Regressionen auf die vollstindige TAVI-Kohorte fiihrte, in
Zusammenschau mit  den  vorliegenden Daten zum  Gesamtiiberleben und  zum
kardiovaskulir-spezifischen Uberleben, zu keiner sinnvollen prognostischen Vorhersage (siehe auch
Kapitel 3.4.2.1). Zunichst wurde die prognostische Vorhersagekraft der Modellibertragung zu den
Zeitpunkten ein Jahr (Abbildung 9 und Abbildung 12) und vier Jahre (Abbildung 10 und Abbildung 13)
nach Studieneintritt untersucht. Bei Betrachtung des Gesamtiibetlebens (Tabelle 48 und Tabelle 49) und
des kardiovaskulir-spezifischen Uberlebens (Tabelle 50 und Tabelle 51) ordneten die Modelle den
Patienten mit Event keinen signifikant hoheren Risikowert zu als den Patienten ohne Event. Das Event
war hier definiert als Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens bzw. des
kardiovaskulir-spezifischen Ubetlebens. Im nichsten Schritt wurde die prognostische Vorhersagekraft
der Modellibertragung tGber den gesamten Beobachtungszeitraum untersucht. Die vom Modell als
Hochrisikopatient klassifizierten Patienten hatten bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens keine
signifikant niedrigere Uberlebenswahrscheinlichkeit als die vom Modell als Nicht-Hochrisikopatient
klassifizierten Patienten (Abbildung 11). Auch bei niherer Betrachtung des kardiovaskuldr-spezifischen
Uberlebens hatte die Gruppe der Hochrisikopatienten keine signifikant héhere kumulative
Wahrscheinlichkeit fir kardiovaskuldre bzw. nicht-kardiovaskulire Events als die Gruppe der
Nicht-Hochrisikopatienten (Abbildung 14). Fur die vier Modelle waren zu verschiedenen Zeitpunkten
die Ergebnisse der Modelliibertragung zudem zum Teil widerspriichlich zu vorliegenden
Ubetlebensdaten, was aber ohne statistische Signifikanz blieb. Beispielsweise wurde den Patienten ohne

Event durch die Modelle teils ein héherer Risikowert zugeteilt als den Patienten mit Event (Tabelle 48
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bis Tabelle 51). Beim Vergleich der klinischen Parameter zwischen der TAVI- und DIAST-Kohorte
ergaben sich signifikante Unterschiede (Tabelle 52). Eine daraus mutmallich resultierende
eingeschrinkte Vergleichbarkeit der zwei Kohorten kénnte hier zur fehlenden Ubertragbarkeit der vier

Modelle auf die vollstindige TAVI-Kohorte gefiihrt haben.

Um die Vergleichbarkeit der Kohorten zu verbessern, erfolgte ein Propensity Score Matching zwischen der
TAVI- und DIAST-Kohorte. Die Modelle wurden anschlieBend auf diese TAVI-Subkohorte nach
Matching Gbertragen (siche auch Kapitel 3.4.2.2). Beim Vergleich der klinischen Parameter dieser
Subkohorte mit der DIAST-Kohorte ergaben sich nach dem Marhing keine signifikanten Unterschiede
mehr (Tabelle 53), woraus sich eine gute allgemeine Vergleichbarkeit der Kohorten annehmen lie3. In
Zusammenschau mit den  vorliegenden Daten zum  Gesamtiiberleben und  zum
kardiovaskulir-spezifischen Uberleben, ergab allerdings auch die Modellibertragung auf die
TAVI-Subkohorte nach Matching in Kapitel 3.4.2.2 keine sinnvollen prognostischen Vorhersagen.

Aufgrund dieser allgemein fehlenden Ubertragbarkeit der Modelle auf die Patienten der TAVI-Kohorte
wurde nach méglichen Erklirungen gesucht. Auf allgemein giiltige Griinde fiir die Einschrinkung der
Modellibertragung wird in Kapitel 4.10 niher eingegangen. Dariiber hinaus kommen grundlegende
Unterschiede des Krankheitsbildes Aortenklappenstenose zum Krankheitsbild HFpEF in Frage.
Mboglicherweise ist der Progress der Erkrankung bei Patienten mit HFpEF ohne Intervention im
Vergleich zu Patienten mit Aortenklappenstenose, die eine Intervention in Form einer TAVI erhalten
haben, grundlegend unterschiedlich. Daraus wiirde eine generell schlechte Vergleichbarkeit des
Ubetlebens und der Mortalitit der zwei Patientengruppen resultieren. Fiir dieses Argument spricht die
Arbeit von Martin et al. (2017), in der die Autoren das beobachtete Uberleben von Patienten nach TAVI
mit dem erwarteten Uberleben gematchter Patienten der Allgemeinbevélkerung verglichen haben.
Direkt nach der Intervention in Form der TAVI zeigte sich im Vergleich zur Allgemeinbevilkerung ein
deutlich héheres Mortalititsrisiko der Patienten mit Aortenklappenstenose, anschlieBend niherte sich
das Mortalititsrisiko der zwei Kohorten im Verlauf mehrerer Jahre einander an (Martin et al. 2017). Fiir
die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit lagen von der TAVI-Kohorte Uberlebensdaten nur fiir
einen Zeitraum von ca. finf Jahren nach TAVI vor. Eine lingere Beobachtungszeit kénnte hier zu einer
besseren Ubertragbarkeit der Modelle fithren, da dann die interventionsbedingte Erhohung der
Mortalitit direkt nach TAVI weniger ins Gewicht fallen wiirde. Auch ein Beobachtungsbeginn mit
definiertem Abstand zur Intervention konnte eine mdogliche Option darstellen, um die
interventionsbedingte Erhéhung der Mortalitit weniger ins Gewicht fallen zu lassen. Als Einschrinkung
der Studie von Martin et al. (2017) muss beachtet werden, dass das beobachtete Uberleben von Patienten
nach TAVI mit dem erwarteten Uberleben einer gematchten Kohorte der Allgemeinbevélkerung statt
mit dem Uberleben von HFpEF-Patienten verglichen wurde. Fiir eine Ubertragung der Ideen in
Folgestudien sollte hier zundchst ein direkter Vergleich des Mortalititsverlaufes von HFpEF- und
TAVI-Patienten erfolgen. Ein weiterer méglicher Grund fiir die fehlende Ubertragbarkeit der Modelle
auf die TAVI-Kohorte kénnte eine grundlegend unterschiedliche Bedeutung der Gene ATP2.A42, BID1
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und RASALT beim Krankheitsbild Aortenklappenstenose im Vergleich zu HFpEF sein. Die in dieser
Arbeit beschriebene Assoziation der drei untersuchten Gene zu kardialen Erkrankungen und zur
Herzfibrose lisst eine allgemeine Assoziation der drei Gene zum Krankheitsbild Aortenklappenstenose
vermuten. Zur spezifischen Funktion der drei Gene beim Krankheitsbild Aortenklappenstenose liefert

die aktuelle Literatur allerdings keine ausreichenden Hinweise. Hier bedarf es weiterer Forschung,.

Restmierend ergab die Modellibertragung auf die TAVI-Kohorte keine validen Ergebnisse. Eine
abschlieBende Beurteilung, ob sich die Promotormethylierung der Gene ATP2.A42, B9D1 und RASALT
im Blut als prognostischer Biomarker fiir Patienten mit Aortenklappenstenose eignet, ist anhand der

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit daher nicht méglich. Hier miissen sich Folgestudien anschlieen.

4.8 Eignung der B9DI- und RASALI-Promotormethylierung als
prognostischer Biomarker an der HFpEF-Kohorte

Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit wurden an der DIAST-Kohorte vier Cox-Regressionen modelliert
(Abbildung 8). Bei den Patienten der DIAST-Kohortte lag als Grunderkrankung eine HFpEF vor (siehe
auch Kapitel 2.2.3). Die vier Modelle wurden auf die HFpEF-Kohorte Gibertragen (siche auch Kapitel
3.42.3 und Kapitel 3.4.2.4). Die Auswahl der HFpEF-Kohorte diente der Untersuchung der
Grunderkrankung HFpEF (siehe auch Kapitel 2.2.1). Als Hauptziel dieser Untersuchung sollte gepriift
werden, ob die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, B9DT und RASALT im Blut als neuer

potentieller Biomarker fiir Patienten mit HFpEF sinnvolle prognostische Vorhersagen erméglicht.

Die Ubertragung der vier Modelle auf die vollstindige HFpEF-Kohorte fiihrte, in Zusammenschau mit
vorliegenden Daten zum Gesamttbetleben, zu keiner sinnvollen prognostischen Vorhersage (siche auch
Kapitel 3.4.2.3). Zuerst wurde die prognostische Vorhersagekraft der Modellibertragung zu den
Zeitpunkten ein Jahr (Abbildung 21) und vier Jahre (Abbildung 22) nach Studieneintritt untersucht. Bei
der Betrachtung des Gesamtiiberlebens ordneten die Modelle den Patienten mit Event keinen signifikant
hoéheren Risikowert zu als den Patienten ohne Event (Tabelle 58 und Tabelle 59). Das Event war hier
definiert als Versterben im Rahmen der Betrachtung des Gesamtiiberlebens. AnschlieBend wurde die
prognostische Vorhersagekraft der Modelliibertragung tiber den gesamten Beobachtungszeitraum
untersucht. Die vom Modell als Hochrisiko klassifizierten Patienten hatten bei Betrachtung des
Gesamtiiberlebens keine signifikant niedrigere Uberlebenswahrscheinlichkeit als die vom Modell als
Nicht-Hochrisiko klassifizierten Patienten (Abbildung 23). Es fiel dartiber hinaus auf, dass die
Ergebnisse der Ubertragung der vier Modelle zu verschiedenen Zeitpunkten zum Teil widerspriichlich
zu vorliegenden Uberlebensdaten waren, was aber ohne statistische Signifikanz blieb. Beispielsweise
wurden Patienten ohne Event durch das Modell héhere Risikowerte zugeteilt als Patienten mit Event
(Tabelle 58 und Tabelle 59). Die klinischen Parameter zwischen der HFpEF- und DIAST-Kohorte
wurden verglichen. Es ergaben sich signifikante Unterschiede verschiedener Parameter zwischen den
Kohorten (Tabelle 60). Dies kénnte zur eingeschrinkten Vergleichbarkeit der zwei Kohorten und damit

zur fehlenden Ubertragbarkeit der vier Modelle auf die vollstindige HFpEF-Kohorte gefiihrt haben.
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Um die Kohorten vergleichbarer zu machen, fand daher ein Propensity Score Matching zwischen HFpEF-
und DIAST-Kohorte statt. Die vier Modelle wurden anschlieBend auf die HFpEF-Subkohorte nach
Matching iibertragen. Die Ubertragung der vier Modelle auf die HFpEF-Subkohorte nach Matching (siche
auch Kapitel 3.4.2.4) erbrachte zusammenfassend eine bessere prognostische Vorhersage als die
Modelliibertragung auf die vollstindige HFpEF-Kohorte (sieche auch Kapitel 3.4.2.3). Dies traf
insbesondere fiir die Modelle mit der Promotormethylierung der Gene BID7 und RASALT zu.
Zunichst wurde auch hier die prognostische Vorhersagekraft der Modellibertragung zu den
Zeitpunkten ein Jahr (Abbildung 24) und vier Jahre (Abbildung 25) nach Studieneintritt untersucht. Bei
Betrachtung der vom Modell zugeteilten Risikowerte fur den Zeitpunkt ein Jahr und vier Jahre nach
Studieneintritt wurde den Patienten mit Event von allen vier Modellen ein héherer Risikowert
zugeordnet als den Patienten ohne Event (Tabelle 61 und Tabelle 62). Diese Beobachtung blieb rein
deskriptiv und ohne statistische Signifikanz. Passend zu den vorliegenden Uberlebensdaten, teilten die
vier Modelle folglich richtig den Patienten mit Event einen héheren Risikowert zu. Damit ergaben sich
anhand dieser Ergebnisse resimierend erste Hinweise auf eine funktionierende prognostische
Vorhersage durch die Modelle an der HFpEF-Subkohorte nach Matching. AnschlieBend wurde die
prognostische Vorhersagekraft der Modelliibertragung tber den gesamten Beobachtungszeitraum
untersucht (Abbildung 26). Bei der Betrachtung von Ubetlebenskurven ergab sich fiir das Modell ohne
Promotormethylierung und das Modell mit ATP2A2-Promotormethylierung kein signifikanter
Unterschied im Uberleben zwischen den vom Modell als Hochrisiko und Nicht-Hochrisiko
klassifizierten Patienten. Durch die Modelliibertragung konnte hier keine sinnvolle Aufteilung der
Kohorte in zwei Risikogruppen erreicht werden. Demgegentiber ergab sich im Modell mit
BI9D1-Promotormethylierung ein signifikanter Unterschied im Uberleben der durch die
Modellibertragung als Hochrisiko und Nicht-Hochrisiko klassifizierten Patienten mit niedrigerer
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Hochrisikopatienten. Far das Modell mit
RASALT-Promotormethylierung  zeigte  sich  ein  statistischer  Trend zur  niedrigeren
Ubetlebenswahrscheinlichkeit der Hochrisikopatienten. Es ergab sich hier durch die Modelle mit BID7-
und RASAL7T-Promotormethylierung eine gute Aufteilung der Uberlebenskurven in  zwei
Risikogruppen. Unter Zuhilfenahme der BID7- und RASAL7-Promotormethylierung in den Modellen
konnte damit gut zwischen Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten unterschieden werden. Der im
Rahmen dieser Modellberechnungen ermittelte Risikowert stellte sich damit als prognostisch relevante
Gruppierungsvariable dar. Zusammenfassend gelang hier durch die Modelliibertragung mit B9D7- und
RASAILT-Promotormethylierung eine sinnvolle prognostische Vorhersage. Ein sich anschlieBender
Vergleich der klinischen Parameter zwischen der HFpEF-Subkohorte nach Matching und der
DIAST-Kohorte ergab nur fiir die B9D7-Promotormethylierung einen signifikanten Unterschied. Die
B9D17-Promotormethylierung war in der HFpEF-Kohorte signifikant niedriger, es tiberschnitt sich aber
der Wertebereich der Promotormethylierung beider Kohorten (Tabelle 63). Alle anderen klinischen
Parameter zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kohorten. Nach dem Propensity Score

Matching konnte damit fiir die beiden Kohorten insgesamt eine bessere Vergleichbarkeit angenommen
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werden. Das Modell mit der B9D7-Promotormethylierung konnte, trotz des Unterschiedes des
Parameters BID7-Promotormethylierung zwischen der HFpEF- und DIAST-Kohorte, dessen Einfluss
an der HFpEF-Kohorte gut modellieren und prognostische Vorhersagen ermdglichen. Der Unterschied
in der Hoéhe der BY9D7-Promotormethylierung zwischen den Kohorten fiithrte damit zu keiner

Einschrinkung der Modellibertragung.

Im néchsten Schritt wurde nach spezifischen Hinweisen fiir die Identifikation von Hochrisikopatienten
gesucht. Hierzu wurden, fiir die Modelle mit BID7- und RASAL7-Promotormethylierung, die in die
Modelle einflieBenden klinischer Parameter zwischen Hochrisiko- und Nicht-Hochrisikopatienten
verglichen (Tabelle 64 und Tabelle 65). In beiden Modellen war bei den Hochrisikopatienten die
Promotormethylierung der Gene BID7 und RASALT hoher als bei den Nicht-Hochrisikopatienten,
allerdings blieb dies ohne statistische Signifikanz. In beiden Modellen war der BMI in der Gruppe der
Hochrisikopatienten signifikant niedriger. Zudem hatten die Hochrisikopatienten in beiden Modellen
signifikant hiufiger eine KHK. Diese Hinweise zur Identifikation von Hochrisikopatienten gehen mit
den Erkenntnissen der aktuellen Literatur einher. Wie bereits in Kapitel 4.6 diskutiert, wird das Vorliegen
ciner KHK bei Patienten mit HFpEF im Allgemeinen mit einer erhéhten Mortalitit assoziiert (Chan
und Lam 2013; Hwang et al. 2014). Ein niedriger BMI konnte bei Patienten mit Herzinsuffizienz
(Oreopoulos et al. 2008) mit einer erthéhten Mortalitit assoziiert werden. Fur Patienten mit HFpEF
ergab sich eine Assoziation eines niedrigeren BMIs zu einem kiirzeren Uberleben (Awe 2020). Aktuellere
Studien diskutieren einen U-férmigen Zusammenhang von BMI und Mortalitit bei HFpEF-Patienten

(Chan und Lam 2013; Haass et al. 2011; Li et al. 2022).

Als nichstes galt es herauszufinden, ob die Modelle mit BID7- und RASAL7-Promotormethylierung
einen Zusatznutzen bei der Identifikation von Hochrisikopatienten bringen kénnen. Daftir wurden die
durch die vier Modelle vorhergesagten Hochrisikopatienten in der Zusammenschau betrachtet
(Abbildung 27). Die Modelle mit BID7- und RASAL7-Promotormethylierung identifizierten keine
zusitzlichen Hochrisikopatienten. Das Modell mit .4TP2.42-Promotormethylierung identifizierte einen,
das Modell ohne Promotormethylierung mehrere zusitzliche Hochrisikopatienten. Hinsichtlich der
Identifikation von Hochrisikopatienten, lie3 sich hier auf den ersten Blick kein Mehrwert durch die
Hinzunahme der BID7- und RASALT7-Promotormethylierung in die Modelle feststellen. Die Modelle
ohne Promotormethylierung und mit ATP2.42-Promotormethylierung identifizierten zwar eine hchere
Anzahl von Hochrisikopatienten, erbrachten aber, wie oben beschrieben, keine gute Differenzierung der
Risikogruppen bei der Betrachtung der Ubetlebenskurven (Abbildung 26). Demgegentiber war bei der
Modelliibertragung mit BID7- und RASALT7-Promotormethylierung anhand der Risikowertzuteilung
eine Differenzierung von Hochrisikopatienten in den Uberlebenskurven méglich. Es lisst sich daher
vermuten, dass die Modelle mit B9D7- und RASAL7-Promotormethylierung fokussierter und
spezifischer bei der Identifikation von Hochrisikopatienten vorgehen, sodass aus diesem Grund
insgesamt eine niedrigere Anzahl an Hochrisikopatienten identifiziert wurde, als durch die beiden

anderen Modelle. Es lisst sich zudem die Vermutung aufstellen, dass die erhéhte Anzahl an
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vorhergesagten Hochrisikopatienten durch das Modelle ohne Promotormethylierung méglicherweise
auf Falschvorhersagen beruhte. Eine differenziertere Interpretation lisst das aktuell noch eingeschrinkte

Wissen zu den einzelnen Genen nicht zu.

Eine abschlieSende Bewertung, ob die Promotormethylierung der Gene BYD7 und RASAL7 im Blut
einen eindeutigen Mehrwert bei der Identifikation von Hochrisikopatienten bei der Erkrankung HFpEF
bringt, lassen die Ergebnisse an dieser Stelle nicht zu. Da die HFpEF-Subkohorte nach Matching klein
war und es nur eine geringe Anzahl an Events gab, war die statistischen Aussagekraft entsprechend
eingeschrinkt. Zudem sollten allgemeine Einschrinkungen der Modelliibertragung bedacht werden, auf
die in Kapitel 4.10 niher eingegangen wird. Dariiber hinaus wird eine Interpretation durch den
eingeschrinkten Wissensstand zur Bedeutung der einzelnen Gene bei der Erkrankung HFpEF
cingeschrinkt. Resimierend ergeben sich aber anhand der dargestellten Ergebnisse starke Hinweise auf
die Eignung der BID7- und RASAL7-Promotormethylierung im Blut als prognostischen Biomarker bei
HFpEF. Fur allgemein giiltige Aussagen, sollten die Modelle in Folgestudien an weiteren Kohorten

getestet werden.

4.9 Die BI9DI- und RASALI-Promotormethylierung im Blut als neue

prognostische Biomarker

Wie im vorherigen Kapitel dargestellt, weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass
sich die Promotormethylierung der zwei Gene B9D7 und RASALT im Blut als prognostischer
Biomarker fiir Patienten mit der Erkrankung HFpEF eignet. Fir das Gen ATP2A42 bei Patienten mit
der Grunderkrankung HFpEF und fiir alle drei untersuchten Gene ATP2.A42, BIDT und RASALT bei
Patienten mit der Grunderkrankung Aortenklappenstenose ergab sich dagegen kein solcher

Zusammenhang (siche auch Kapitel 3.4).

In der vorliegenden Arbeit gelang es nicht, die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BID1T
und RASAL7 im Blut als potentielle prognostische Biomarker fiir die Grunderkrankung
Aortenklappenstenose zu validieren. Wie im Verlauf der vorliegenden Arbeit ausfithrlich dargestellt
wurde, ergibt sich fiir die Aortenklappenstenose anhand von Vorarbeiten eine allgemeine Assoziation
des Krankheitsbildes zur aberranten DNA-Methylierung spezifischer Gene (siche auch Kapitel 1.3 und
Kapitel 1.5) und zur prognostisch relevanten Herzfibrose (siche auch Kapitel 1.2). Ergebnisse einer
Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Kanwischer et al. (2023) deuten auf die potentielle Eignung
der aberranten Promotormethylierung spezifischer Gene im Blut als prognostischer Biomarker fiir
Patienten mit Aortenklappenstenose hin. Die Autoren diskutieren in ihrer Arbeit die
IRX3-Promotormethylierung im Blut als neuen prognostischen Biomarker fiir Patienten mit
Aortenklappenstenose (Kanwischer et al. 2023). Aufgrund der genannten Zusammenhinge wurden in
der votliegenden Arbeit neben Patienten mit der Grunderkrankung HFpEF auch Patienten mit der
Grunderkrankung  Aortenklappenstenose untersucht. Hs gelang dabei allerdings nicht die

Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BIDT7 und RASALT im Blut als prognostische
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Biomarker an der untersuchten TAVI-Kohorte aus Patienten mit Aortenklappenstenose zu etablieren.
Mbogliche Griinde dafiir wurden ausfiihrlich in Kapitel 4.7 diskutiert. Die genannten Zusammenhinge
geben Anreiz fiir Folgestudien zur Untersuchung der Bedeutung der aberranten Promotormethylierung

spezifischer Gene im Blut und ihrer Eignung als Biomarker beim Krankheitsbild Aortenklappenstenose.

Die ATP2A2-Promotormethylierung im Blut konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit weder fir die
Grunderkrankung HFpEF, noch fir die Grunderkrankung Aortenklappenstenose als potentieller
prognostischer Biomarker validiert werden. Wie in Kapitel 1.4.2 beschrieben, kodiert das Gen ATP2A42
fir die SERCA2, ein Ca**-transportierendes Protein (Vangheluwe et al. 2005). Die SERCA2a gilt als die
pridominante Isoform der SERCA2 in der Herzmuskulatur (Moorman et al. 1995) und spielt eine
wichtige Rolle in der Calciumhom&ostase und dem Kontraktionszyklus des Herzens (Zhihao et al. 2020).
Fir das Gen ATP2A42 wird cine epigenetische Regulierbarkeit so beschrieben, dass eine aberrante
Promotormethylierung zu einer verminderten Expression des Gens fithrt (Kao et al. 2010; Kao et al.
2011). Eine verminderte Expression des Gens ATP2A42 und seiner Genprodukte kann mit dem
Krankheitsbild Herzinsuffizienz assoziiert werden (Hasenfuss et al. 1994; Mercadier et al. 1990; Meyer
et al. 1995; Studer et al. 1994; Takahashi et al. 1992). Eine verminderte Expression des Gens ATP2A42
ldsst sich zudem in einen Zusammenhang mit der Herzfibrose bringen (Xiong et al. 2022). Dariiber
hinaus konnte eine im Rahmen der Herzinsuffizienz auftretende Dysregulation der SERCA2a mit der
pathologischen Fibrogenese im Herzen assoziiert werden (Katz et al. 2016). Wie in Kapitel 1.2
ausfihrlich besprochen, spielt die Herzfibrose bei den beiden in dieser Arbeit schwerpunktmifBig
betrachteten kardialen Erkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose pathomechanistisch eine
wichtige Rolle und zeigt zudem eine prognostische Relevanz. Eine Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg
von Gosch (2020) ergab eine signifikante Korrelation der AATP2A2-Promotormethylierung im Blut mit
dem anhand von MRT-Daten errechneten Grad der Herzfibrose bei Patienten mit HOCM und einer
LVEF 2 55%. Eine héhere ATP2A2-Promotormethylierung im Blut ging mit einem héheren Grad der
Herzfibrose einher (Gosch 2020). Im Rahmen einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe
(2020) ergaben sich Hinweise auf die Eignung der Promotormethylierung des Gens .ATP2.A42 im Blut
als prognostischen Biomarker fir die Erkrankung HFpEF. Eine hdhere Promotormethylierung des
Gens im Blut war uni- und multivariant signifikant mit einem kiirzeren Uberleben der Patienten
assoziiert (Awe 2020). Wie in Kapitel 4.4 ausfihrlich diskutiert, ldsst sich anhand der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit vermuten, dass die Messung der ATP2A2-Promotormethylierung im Blut der
Erhebung anderer klinischer Parameter grundsitzlich tbetlegen sein kénnte. Im Rahmen der
Modelliibertragung auf die Datensitze der TAVI- und HFpEF-Kohorte dieser Arbeit konnte die
Eignung der ATP2A2-Promotormethylierung im Blut als prognostischer Biomarker allerdings nicht
validiert werden (siche auch Kapitel 3.4). Als mogliche Griinde fiir diese abweichenden Ergebnisse
hinsichtlich der Eignung der ATP2.A42-Promotormethylierung als prognostischer Biomarker kommen
verschiedene allgemeine Limitationen dieser Arbeit in Frage, auf die in Kapitel 4.10 niher eingegangen
wird. Resiimierend weisen die beschriebenen Zusammenhinge darauf hin, dass das Gens .ATP2.42 und

seine epigenetische Modulierbarkeit in Form der aberranten Promotormethylierung am Herzen eine
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Rolle spielt und es lisst sich eine Bedeutung des Gens bei kardialen Erkrankungen vermuten. Eine
Eignung der ATP2A42-Promotormethylierung im Blut als prognostischer Biomarker fiir kardiale
Erkrankungen erscheint daher grundsitzlich moglich. Insgesamt existiert zu dieser Thematik bisher
wenig Literatur, was die Interpretation entsprechend einschrinkt. Es bedarf daher weiterer Forschung

in Folgestudien.

Die Bedeutung der Gene BID7 und RASALT wird in der aktuellen Literatur diskutiert. Zur Funktion
des Gens B9DT7 und seiner Bedeutung insbesondere am Herzen und bei kardialen Erkrankungen ist
bisher wenig bekannt, wie anhand des in Kapitel 1.4.3 prisentierten aktuellen Wissenstands deutlich
wird. Das vom Gen B9D7 kodierten Protein konnte in der Transitionszone von Zilien nachgewiesen
werden (Garcia-Gonzalo et al. 2011). Das Gen B9D7 zeigt eine Assoziation zu verschiedenen
Ziliopathien (Garcia-Gonzalo et al. 2011; Hopp et al. 2011), die im Allgemeinen mit der Entstehung
kongenitaler Herzerkrankungen und kardiovaskulirer Anomalien in einen Zusammenhang gebracht
werden kénnen (Kennedy et al. 2007; Klena et al. 2017; Li et al. 2015). Im Tiermodell zeigten sich bei
ciner Mutation des Gens BID7 gehduft Herzfehler (Dowdle et al. 2011). Zudem ergab sich bereits eine
Assoziation des Gens BID7T zu den kardialen Erkrankungen DCM (Meder et al. 2017) und HFpEF (Awe
2020). Sowohl HFpEF (Kasner et al. 2011) als auch die DCM (Cojan-Minzat et al. 2021) sind
grundsitzlich mit der Herzfibrose assoziierte Erkrankungen, sodass sich hier in der Zusammenschau der
Literatur eine mégliche Assoziation des Gens BID7 zur pathologischen Fibrogenese im Herzen ergibt.
Die in Kapitel 1.2 erlduterte pathomechanistische und prognostische Relevanz der Herzfibrose bei den
in dieser Arbeit schwerpunktmaBig betrachteten Erkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose stellt
eine Assoziation des Gens BYD7 zu beiden Grunderkrankungen her. Verschiedene Studien konnten
zudem die epigenetische Modifikation des Gens B9D7 in Form der DNA-Methylierung in einen
Zusammenhang mit kardialen Erkrankungen bringen. So fanden Meder et al. (2017) ein verdndertes
Muster der DNA-Methylierung des Gens BID7 bei Patienten mit DCM in Blut und Herzgewebe. Bei
Patienten mit HFpEF zeigte die aberrante Promotormethylierung des Gens BID7 im Blut eine
Assoziation zum Progress der Erkrankung, im Sinne eines kiirzeren Uberlebens der Patienten (Awe
2020). Eine héhere Promotormethylierung des Gens B9D7 im Blut korrelierte mit einem kiirzeren
Uberleben der HFpEF-Patienten (Awe 2020). Resiimierend weisen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit auf eine Funktion des Gens BID7 am Herzen in Form einer protektiven Genfunktion hin (siehe
auch Kapitel 4.2). Die Funktion des Gens RASAL7 am Herzen und die Bedeutung des Gens bei
kardialen Erkrankungen werden, wie in Kapitel 1.4.1 dargestellt, in der aktuellen Literatur diskutiert. Das
vom Gen RASALT kodierte gleichnamige Protein RASAL1 fungiert in Form einer RAS-GTPase als
Inhibitor des RAS-Signalweges (Takata et al. 2017; Xu et al. 2015), der verschiedene Zellsignalwege
reguliert (Mitin et al. 2005). Fir das Gen wird eine epigenetische Regulation so beschrieben, dass eine
aberrante Promotormethylierung zu einer verminderten Expression des Gens und in der Folge zur
Enthemmung des RAS-Signalweges fithrt (Bechtel et al. 2010; Xu et al. 2015; Xu et al. 2016). Die
aberrante Promotormethylierung von RASAL7 kann mit der pathologischen Fibrogenese in

verschiedenen Organen assoziiert werden (Bechtel et al. 2010; Feng et al. 2024; Tao et al. 2011). Tampe
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et al. (2015) gelang es die RASAL7-Promotormethylierung im Blut als Biomarker fiir die Nierenfibrose
zu etablieren. Entsprechend dem Prinzip der Liguid Biopsy (Schwarzenbach et al. 2011) korrelierte die im
peripheren Blut gemessene RASAL7-Promotormethylierung mit dem Ausmall der intrarenalen
RASAILT-Promotormethylierung sowie dem bioptisch ermittelten Grad der Nierenfibrose (Tampe et al.
2015). Die aberrante Promotormethylierung des Gens RASAL7 im Herzgewebe konnte in einen
kausalen Zusammenhang mit der Herzfibrose und ihrem Progress gebracht werden (Xu et al. 2015; Xu
et al. 2016). Aufgrund dieser Assoziation zum Progress der Herzfibrose wird die aberrante RASALT-
Promotormethylierung bereits als prognostischer Biomarker diskutiert (Xu et al. 2015). Eine Vorarbeit
der Arbeitsgruppe Zeisberg von Gosch (2020) ergab bei Patienten mit HOCM und einer LVEF = 55%
eine signifikante Korrelation der RASAL7-Promotormethylierung im Blut mit dem anhand von
MRT-Daten errechneten Grad der Herzfibrose. Eine héhere RASAL7-Promotormethylierung im Blut
ging mit einem héheren Grad der Herzfibrose einher (Gosch 2020). Da die Herzfibrose bei den zwei in
dieser  Arbeit  schwerpunktmifBig  betrachteten  kardialen  Erkrankungen HFpEF  und
Aortenklappenstenose, wie in Kapitel 1.2 dargestellt, pathomechanistisch eine wichtige Rolle spielt und
zudem eine prognostische Relevanz zeigt, ergibt sich anhand der dargestellten Literatur eine Assoziation
des Gens RASAL7T zu den beiden Grunderkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose. Bei
Patienten mit HFpEF konnte fiir die aberrante RASAL7-Promotormethylierung im Blut eine
Assoziation zum Progress der Erkrankung, im Sinne eines kiirzeren Ubetlebens der Patienten, gezeigt
werden (Awe 2020). Eine héhere Promotormethylierung des Gens RASALT im Blut korrelierte mit
einem kiirzeren Uberleben der HFpEF-Patienten (Awe 2020). Resiimierend verdichten sich anhand der
dargestellten Zusammenhinge die Hinweise auf eine Bedeutung der Gene BID7 und RASALT am
Herzen und bei kardialen Erkrankungen sowie eine potentielle prognostische Relevanz der Gene. Eine
genaue Definition dieser potentiellen prognostischen Relevanz, insbesondere der Rolle der aberranten
Promotormethylierung dabei, ist anhand der bisherigen Forschungsergebnisse noch nicht méglich. Hier

setzten die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit an.

Wie in Kapitel 4.8 diskutiert, liefert die vorliegende Arbeit am Datensatz der HFpEF-Kohorte Hinweise
auf die Eignung der Promotormethylierung der Gene BID7 und RASAL7 im Blut als prognostische
Biomarker fiir die Erkrankung HFpEF. Dartiber hinaus weisen die in Kapitel 4.4 diskutierten Ergebnisse
auf eine potentielle Uberlegenheit der Messung der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2,
B9D7 und RASALT im Blut als Biomarker gegeniiber der Erhebung anderer klinischer Parameter hin.
Die insgesamt ausbleibende Korrelation zwischen der Promotormethylierung der drei Gene im Blut und
anderen klinischen Parametern kann hier als Zeichen der Spezifitit und Unabhingigkeit und damit des
Mehrwertes des Biomarkers Promotormethylierung hinsichtlich prognostischer Vorhersagen
interpretiert werden. Finzig der Parameter BNP zeigte eine signifikante positive lineare Korrelation mit
der B9D7-Promotormethylierung in der HFpEF-Kohorte (Abbildung 6). Dies kann einerseits als
Hinweis darauf verstanden werden, dass die BID7-Promotormethylierung dem bereits etablierten
Biomarker BNP moglicherweise nicht tiberlegen ist. Andererseits weist BNP als Biomarker und

insbesondere bei Patienten mit HFpEF Schwichen in der klinischen Anwendung auf, die in Kapitel 4.3
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bereits niher erldutert wurden. Beispielsweise kénnen Patienten mit HFpEF BNP-Werte unterhalb der
diagnostischen Schwellenwerte aufweisen, was die diagnostische Anwendbarkeit von BNP bei diesen
Patienten entsprechend einschrinkt (Anjan et al. 2012; McDonagh et al. 2021; Pieske et al. 2019). Es
ldsst sich daher vermuten, dass die gefundene Kotrelation der BID7-Promotormethylierung und BNP
im Blut, hinsichtlich eines potenticllen allgemeinen Mehrwertes der Messung der
B9D71-Promotormethylierung gegentiber der Erhebung anderer klinischer Parameter, keine

Einschrinkung darstellt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen dariiber hinaus cine Uberlegenheit des Gens BID7
hinsichtlich prognostischer Vorhersagen gegentiber dem Gen RASAL7 vermuten. Im Rahmen der
Modelliibertragung aut die HFpEF-Subkohorte nach Propensity Score Matching in Kapitel 3.4.2.4 fithrte die
Risikogruppenzuteilung durch die Modellibertragung mit B9D7-Promotormethylierung zu einem
signifikanten Unterschied im Gesamtiiberleben der durch das Modell als Hochrisiko und
Nicht-Hochrisiko klassifizierten Patienten (Abbildung 26). Die Hochrisikopatienten zeigten eine
signifikant niedrigere ~Uberlebenswahrscheinlichkeit als die Nicht-Hochrisikopatienten. Die
Modellibertragung mit RASAL7-Promotormethylierung ergab anhand der Risikogruppenzuteilung
einen statistischen Trend zur niedrigeren Uberlebenswahrscheinlichkeit in der Gruppe der als
Hochrisiko klassifizierten Patienten, wobei dies ohne statistische Signifikanz blieb (Abbildung 206). In
der Arbeit von Awe (2020) zeigte sich dagegen die RASAL7-Promotormethylierung der
B9D17-Promotormethylierung hinsichtlich prognostischer Vorhersagen in einem multivarianten Modell
tberlegen, wohingegen die beiden Gene in der univarianten Betrachtung gleichermallen signifikante
Ergebnisse hinsichtlich einer Korrelation mit dem Ubetleben erbrachten. Dieser potentielle Unterschied
in der Relevanz der zwei Gene hinsichtlich prognostischer Vorhersagen ldsst sich mithilfe des aktuellen

Wissens zu den zwei Genen nicht erkliren und gibt Anlass zu weiterer Forschung in Folgestudien.

Restimierend konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Hinweise auf die Eignung der Erhebung der
Promotormethylierung der zwei Gene BID7 und RASALT im Blut als potentieller prognostischer
Biomarker fir HFpEF gefunden werden (siche auch Kapitel 4.8). Hinweise auf die Eignung der
Promotormethylierung der Gene BI9D7 und RASALT7 im Blut als prognostische Biomarker fiir die
Erkrankung HFpEF ergab bereits eine Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020). Eine
héhere  B9D7-Promotormethylierung  im  Blut  war  univariant und  eine  hohere
RASALT-Promotormethylierung im Blut war uni- und multivariant signifikant mit einer schlechteren
Prognose, im Sinne eines kiirzeren Uberlebens, der HFpEF-Patienten assoziiert (Awe 2020). Zudem
zeigte sich die B9D7- und RASALT7-Promotormethylierung im Blut gegentiber bereits etablierten
Biomarkern der Herzinsuffizienz, wie BNP und NT-proBNP, tibetlegen (Awe 2020). Die prisentierten
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen damit die potentielle Eignung der
Promotormethylierung spezifischer Gene im Blut als neue prognostische Biomarker fiir kardiale

Erkrankungen mit pathomechanistischer Gemeinsamkeit der Herzfibrose.
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4.10 Limitationen
Fiir die Ergebnisse dieser Arbeit bestehen verschiedene allgemeine Limitationen.

Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten lag ein hoher Anteil an Komorbidititen vor
(siche auch Kapitel 3.2). Es ldsst sich die Hypothese aufstellen, dass dies zur Beeinflussung der
Ergebnisse gefithrt haben kénnte. Sowohl Patienten mit HFpEF (Anjan et al. 2012; Dunlay et al. 2017;
Shah und Gheorghiade 2008) als auch Patienten mit Aortenklappenstenose (Faggiano et al. 2012;
Playford et al. 2023) weisen jedoch typischerweise eine hohe Anzahl an Komorbidititen auf. Dies
entkriftigt die Hypothese der allgemeinen Einschrinkung der Ergebnisse, da ein hoher Anteil an
Komorbidititen zum typischen Erscheinungsbild der zwei untersuchten Krankheitsbilder gehért. Die
Rolle einzelner Komorbidititen gilt es in Folgestudien zu analysieren, da dies nicht Teil der vorliegenden

Arbeit war.

Eine weitere zu diskutierende potentielle Limitation der vorliegenden Arbeit betrifft die
Zusammensetzung der untersuchten Kohorten. Die Kohorten waren mit jeweils weniger als 60 Patienten
klein und Uberlebensdaten lagen nur fiir einen kurzen Betrachtungszeitraum nach Studieneintritt, von
ca. funf Jahren fiir die HFpEF- und TAVI-Kohorte und elf Jahren fiir die DIAST-Kohorte, vor (siche
auch Kapitel 2.2.1 bis Kapitel 2.2.3). Dies schrinkte die statistische Aussagekraft der durchgefithrten
Untersuchungen insgesamt ein. Diese Struktur der Kohorten war der Notwendigkeit zur Datenerhebung

in einem angemessenen Zeitraum geschuldet.

Da in dieser Arbeit Kohorten mit einer spezifischen Grunderkrankung untersucht wurden, wird die
Ubertragung der Ergebnisse auf die Gesamtpopulation entsprechend eingeschrinkt. Die Ergebnisse der
HFpEF-Kohorte sollten primir nur auf Patienten mit der Grunderkrankung HFpEF tbertragen werden,
Ergebnisse aus der TAVI-Kohorte primir nur auf Patienten mit Aortenklappenstenose. Eine Priifung
der Anwendbarkeit der Promotormethylierung der drei Gene ATP2.A42, B9DT und RASAL7 im Blut als
prognostischer Biomarker fiir die Allgemeinbevolkerung war nicht Gegenstand dieser Arbeit und kénnte

in Folgestudien untersucht werden.

Die Datenerhebung im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschriankte sich auf bereits vorhandene Daten,
was eine weitere potentielle Limitation darstellt. Es wurden keine klinischen Daten nachtriglich erhoben
oder erfragt, sodass vorhandene Fehlwerte den Datensatz entsprechend schmilerten. Dartiber hinaus
unterliegen u. a. die per Echokardiographie erhobenen Parameter potentiellen Schwankungen, da die
Untersuchung von unterschiedlichen Arzten durchgefithrt wurde und die Technik als sehr

untersucherabhingig gilt (Hoffmann 2004).

Eine weitere potentielle Limitation dieser Arbeit, hinsichtlich der Vergleichbarkeit mit anderen Studien
zu der Erkrankung HFpEF, betrifft die Einschlusskriterien der Patienten der HFpEF-Kohorte. Fir die
Auswahl wurde nicht die bereits bestehende Diagnose HFpEF vorausgesetzt, sondern es wurden die
echokardiographischen Einschlusskriterien LVEF > 45% und E/¢” mittel = 12 gewihlt. Dies erfolgte in
Anlehnung an eine Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020), fir die diese
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echokardiographischen Kriterien anhand der ESC-Leitlinie zur Herzinsuffizienz von Ponikowski et al.
(2016) gewihlt und fur eine ausreichende Patientenanzahl bei vorbestehendem Datensatz entsprechend
angepasst wurden. Um ecine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten und in einem
angemessenen Zeitraum eine ausreichende Patientenanzahl zu rekrutieren, wurden daher fir die
vorliegende Arbeit die gleichen echokardiographischen Einschlusskriterien gewihlt (siche auch Kapitel
2.2.1). In der ESC-Leitlinie zur Herzinsuffizienz aus dem Jahr 2021 wird als Grenzwert fiir die
Diagnosestellung einer HFpEF eine LVEF = 50% empfohlen, wobei die Festlegung dieses Grenzwertes
inmitten einer Diskussion steht (McDonagh et al. 2021). So werden in klinischen Studien
unterschiedliche Grenzwerte fiir die LVEF beim Krankheitsbild HFpEF gewihlt (Kelly et al. 2015; Lam
et al. 2011; McDonagh et al. 2021). Resiimierend bedarf es weitere Forschung, um einen optimalen
Grenzwert der LVEF fiir die Diagnose einer HFpEF zu finden und damit zugleich eine optimale

Vergleichbarkeit verschiedener Studien zu gewihtleisten.

Eine weitere Limitation dieser Arbeit stellt die unzureichende Datenlage zur Organspezifitit der
untersuchten potentiellen Biomarker ATP2A2-, BID1- und RASAL7T-Promotormethylierung im Blut
dar. Wie dargestellt, ergeben sich anhand der aktuellen Studienlage starke Hinweise auf eine Assoziation
dieser Biomarker zum Herzen und zu kardialen FErkrankungen mit pathomechanistischer
Gemeinsamkeit der Herzfibrose. Hinsichtlich der Spezifitit der potentiellen Biomarker fiir das Herz und
die untersuchten Erkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose im Vergleich zu anderen
Organerkrankungen ist bisher aber wenig bekannt. Beispielsweise wird fur die aberrante
RASALT-Promotormethylierung neben einer Assoziation zur Herzfibrose (Xu et al. 2015; Xu et al.
2016) auch eine Assoziation zur pathologischen Fibrogenese in der Niere (Bechtel et al. 2010; Tampe et
al. 2015) oder in der Leber (Tao et al. 2011) beschrieben. So konnte fir die aberrante
RASALT-Promotormethylierung im Blut eine Korrelation mit der Nierenfibrose nachgewiesen werden
(Tampe et al. 2015). Eine weitere Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg konnte eine signifikante
Erhéhung der RASALT7-Promotormethylierung im Blut bei Patienten mit eingeschrinkter
Nierenfunktion nachweisen (Eller 2023). In der vorliegenden Arbeit ergab sich dagegen, wie schon in
der Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020), keine signifikante Korrelation der
Promotormethylierung der drei Gene im Blut mit Parametern der Nierenfunktion (siehe auch Kapitel
3.3). Das Ziel von Folgestudien sollte es sein, den Einfluss spezifischer Organerkrankungen auf die Héhe
der Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT im Blut zu evaluieren. Nur
wenn Zusammenhinge der Biomarker mit anderen Organerkrankungen klar interpretierbar werden,

kann eine sinnvolle Etablierung der neuen potentiellen Biomarker im klinischen Alltag gelingen.

Auch die Auswahl des Ausgangsmaterials fiir die Messung der Promotormethylierung spezifischer Gene
im Blut muss als potentielle Limitation dieser Arbeit diskutiert werden. In der HFpEF-Kohorte wurde
als Ausgangsmaterial aus Vollblut separiertes Lymphozytenisolat genutzt. In der TAVI-Kohorte wurde
aus Vollblut separierter Buffy Coat verwendet. In der DIAST-Kohorte stellte Vollblut das
Ausgangsmaterial dar (siche auch Kapitel 2.3.1). Es ldsst sich die Hypothese aufstellen, dass die Messung
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in verschiedenen Ausgangsmaterialien zu unterschiedlichen Messwerten der Promotormethylierung
fithren kénnte. Die Nutzung unterschiedlicher Ausgangsmaterialien kénnte damit im Allgemeinen zu
einer eingeschrinkten Vergleichbarkeit der Ergebnisse fithren. In der votliegenden Arbeit konnte dies
u. a. auch zur eingeschrinkten Ubertragbarkeit der vier Cox-Regressionen auf die neuen Kohorten in
Kapitel 3.4 beigetragen haben. Neben dieser potentiellen Einschrinkung der internen Vergleichbarkeit
der Ergebnisse dieser Arbeit sollte auch die potentielle Einschrinkung der Vergleichbarkeit mit anderen
Studien bedacht werden. So erfolgte die Messung der DNA-Methylierung in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) und Gosch (2020) in Vollblut, in der Arbeit von Kanwischer et
al. (2023) in aus Vollblut separiertem Buffy Coat und in der Arbeit von Eller (2023) in aus Vollblut
separiertem Lymphozytenisolat. Auch in einigen externen Arbeiten wurde als Ausgangsmaterial Vollblut
gewihlt (Breitling et al. 2012; Meder et al. 2017), andere Arbeiten wihlten dagegen periphere
mononukledre Blutzellen als Ausgangsmaterial fir die Messung der DNA-Methylierung (Nasu et al.
2020; Schiano et al. 2020). Die Untersuchung der potentiellen Auswirkungen unterschiedlicher
Ausgangsmaterialien auf die Messung der DNA-Methylierung spezifischer Gene im Blut war nicht

Gegenstand der vorliegenden Arbeit und sollte in Folgestudien niher untersucht werden.

Die bis hierhin diskutierten allgemeinen Limitationen der vorliegenden Arbeit gelten auch fir die
Modellberechnungen in Kapitel 3.4. Dartiber hinaus unterliegen die Modellberechnungen weiteren
spezifischen Limitationen, die potentielle FErklirungen fur die beobachtete -eingeschrinkte
Ubertragbarkeit der Modelle liefern. Die HFpEF- und TAVI-Kohorte waren kleine Kohorten, die aus
jeweils weniger als 60 Patienten bestanden, und Ubetlebensdaten lagen nur fir einen kurzen Zeitraum,
von der HFpEF- und TAVI-Kohorte fiir ca. fiinf Jahre und von der DIAST-Kohorte fiir elf Jahre nach
Studieneintritt, vor (Abbildung 7). GroéBlere Kohorten und ein lingerer Beobachtungszeitraum mit einer
héheren Anzahl an Events, Events im Sinne von Versterben im Rahmen der Betrachtung der Mortalitit,
konnten in Folgestudien zu einer besseren Uberpriifbarkeit der an der DIAST-Kohorte modellierten
Uberlebensmodelle fithren. Dariiber hinaus waren die Uberlebensmodelle nur auf Daten zum
Gesamtiiberleben trainiert, da fiir die DIAST-Kohorte keine Daten zum kardiovaskulir-spezifischen
Uberleben vorlagen. Dies schrinkt die Aussagen zum kardiovaskulir-spezifischen Uberleben bei den
Modelliibertragungen auf die TAVI-Kohorte entsprechend ein. Eine neue Modellierung von
Ubetlebensmodellen anhand vorliegender Daten zum kardiovaskulir-spezifischen Ubetleben sollte in
Folgestudien an neuen Kohorten evaluiert werden. Im Rahmen der Modellberechnungen wurden der
Cut-off tur die Risikogruppenzuteilung und das Baseline-Hazard aus der DIAST-Kohorte auf die zwei
neuen Kohorten tbertragen, was die Aussagefihigkeit der Modelle insgesamt einschrinkte. Dariiber
hinaus ist auch eine allgemein fehlende Ubertragbarkeit der Modelle auf andere Kohorten denkbar. Die
DIAST-Kohorte war klein und es lagen Uberlebensdaten nur fiir einen kurzen Zeitraum vor (siche auch
Kapitel 3.4). Daher kénnten die Modelle an die Daten der DIAST-Kohorte tiberangepasst sein, sodass
sie aullerhalb des Trainingsdatenbereiches nicht sinnvoll pradizieren kénnen. Hierfiir spricht, dass es nur
nach Anpassung der Vergleichbarkeit der Kohorten durch ein Propensity Score Matching im Rahmen der
Modelliibertragung auf die HFpEF-Subkohorte nach Matching zu sinnvollen Ergebnissen kam.
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Aullerdem erfolgte die Auswahl der Modellparameter datengetrieben an der DIAST-Kohorte, wodurch
es zur Uberschitzung der Effekte in der urspriinglichen Modellierung gekommen sein kénnte. In drei
der vier Modelle ging die im Blut gemessene Promotormethylierung jeweils eines der drei Gene
ATP2A2, BIDT bzw. RASALT ein. Als Limitation der vorliegenden Arbeit muss genannt werden, dass
die Promotormethylierung der drei Gene im Blut in Anlehnung an die Ergebnisse einer Vorarbeit der
Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) nur im multivarianten Modell betrachtet wurde. Eine
Betrachtung der univarianten Korrelation der Promotormethylierung der drei Gene im Blut mit dem

Ubetleben war nicht Gegenstand dieser Arbeit. Dies sollte in Folgestudien niher untersucht werden.

4.11 Klinische Implikationen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Biomarker fiir prognostische Vorhersagen der beiden
Erkrankungen HFpEF und Aortenklappenstenose zu finden. Sowohl Patienten mit HFpEF (Lee et al.
2009; Tribouilloy et al. 2008) als auch Patienten mit Aortenklappenstenose (Frank et al. 1973; Leon et
al. 2010) zeichnen sich im Allgemeinen durch eine hohe Mortalitit und eine schlechte Prognose aus.
Herz-Kreislauf-Erkrankungen gelten als die hdufigste Todesursache in Deutschland (Statistisches
Bundesamt (Destatis) 2023a) und weisen zudem ecine volkswirtschaftliche Relevanz auf, da
krankheitsassoziierte Kosten in Milliardenh6he entstehen (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2017). Die
Privalenz der Erkrankungen HFpEF (Tribouilloy et al. 2008; Upadhya et al. 2017) und
Aortenklappenstenose (Nkomo et al. 2000) zeigt eine Abhingigkeit vom Alter in Form einer steigenden
Priavalenz mit zunehmendem Alter, sodass insbesondere altere Menschen betroffen sind. Vor dem
Hintergrund einer weltweit alternden Gesellschaft (WHO 2024) wird die globale Relevanz von HFpEF
(Cook et al. 2014; Heidenreich et al. 2013; Kapelios et al. 2023; Liao et al. 2006) und der
Aortenklappenstenose (Stewart et al. 2022; van Bakel et al. 2022; Yadgir et al. 2020) in Zukunft

voraussichtlich zunehmen.

Das tibergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mithilfe neuer Biomarker eine Identifizierung
von Hochrisikopatienten und eine Prognostizierung des individuellen Krankheitsprogresses zu
ermoglichen, um damit in Zukunft die bisher allgemein schlechte Prognose dieser Patienten verbessern
zu kénnen. Hierfiir wurde die Promotormethylierung der drei Gene ATP2A2, BIDT und RASALT im
Blut als potentieller prognostischer Biomarker ausfiihrlich in Zusammenschau mit verschiedenen
klinischen Parametern analysiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten zum einen auf die
Uberlegenheit der Messung der aberranten Promotormethylierung der drei Gene im Blut gegeniiber der
Erhebung anderer klinischer Parameter hin (sieche auch Kapitel 4.4). Zum anderen ergaben sich fiir das
Krankheitsbild HFpEF Hinweise auf die Eignung der BID7- und RASAL7-Promotormethylierung im
Blut als prognostischer Biomarker (siche auch Kapitel 4.8). Fir das Gen ATP2A42 und das
Krankheitsbild Aortenklappenstenose gelang dagegen kein solcher Nachweis (siche auch Kapitel 4.9).
Wie in Kapitel 1.2 erldutert, hat die Herzfibrose bei den untersuchten Krankheitsbildern HFpEF und

Aortenklappenstenose neben einer pathomechanistischen Bedeutung auch eine prognostische Relevanz.
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Entsprechend dem Prinzip der Liguid Biopsy (Schwarzenbach et al. 2011) lassen Vorarbeiten eine
Assoziation der im Blut messbaren aberranten Promotormethylierung spezifischer Gene mit der im
Herzgewebe messbaren Promotormethylierung dieser Gene (Meder et al. 2017) bzw. mit dem Ausmal
der Herzfibrose (Gosch 2020) zu (siche auch Kapitel 1.5). Zudem gelang der Nachweis eines kausalen
Einflusses der aberranten Promotormethylierung des Gens RASALT auf den Progress der Herzfibrose
(Xu et al. 2015; Xu et al. 2016). Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Zeisberg erbrachten Hinweise auf die
potentielle Fignung der aberranten Promotormethylierung spezifischer Gene im Blut als prognostischen
Biomarker fir die Erkrankungen HFpEF (Awe 2020) und Aortenklappenstenose (Kanwischer et al.
2023). Aufgrund eines Mangels an Myokardbiopsien diente in der vorliegenden Arbeit die Mortalitit als
Korrelat fiir Herzfibrose und den Erkrankungsprogress. Dieses Vorgehen wurde auch bereits in der

Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg von Awe (2020) gewihlt.

Aufgrund der beschriebenen kausalen Assoziation der aberranten Promotormethylierung spezifischer
Gene zum Progress der pathologischen Fibrogenese im Herzen, kénnen sich aus dem Verstindnis der
zugrundeliegenden epigenetischen Mechanismen nicht nur die bisher erlduterten diagnostischen
Aspekte, sondern auch therapeutische Optionen ergeben (Grimaldi et al. 2017; Neary et al. 2015; Xu et
al. 2015; Zeisberg und Zeisberg 2013). Ein solches Therapieziel wird durch die potentielle Reversibilitit
epigenetischer Verinderungen méglich (Gosev et al. 2017). In der aktuellen Literatur werden
verschiedene potentielle epigenetische Therapeutika diskutiert, die in Zukunft fiir die Therapie der

Herzfibrose etabliert werden konnten.

Der Wachstumsfaktor bone morphogenetic protein 7 (BMP7) gehort zur TGF-8 Superfamilie (Aluganti
Narasimhulu und Singla 2020) und witd als ein potentielles antifibrotisches Therapeutikum diskutiert.
Xu et al (2015) konnten in ihrer Arbeit eine kausale Verbindung einer aberranten
RASALT-Promotormethylierung zum Fortschreiten der Herzfibrose herstellen. Im Mausmodell fihrte
die Applikation von BMP7 zu einer Abnahme der RASAL7-Promotormethylierung, zu einer Zunahme
der RASALT-Genexpression sowie zu einer Abnahme der kardialen Fibrose (Xu et al. 2015). Auch in
vitro gelang den Autoren an humanen Koronararterienendothelzellen die Assoziation der Applikation
von BMP7 zu einer verringerten RASAL7-Promotormethylierung und einer verstirkten
RASALT-Genexpression (Xu et al. 2015). Als zugrundeliegenden Mechanismus dieser transkriptionellen
Reaktivierung von RASALT beschreiben die Autoren die durch BMP7 induzierte Demethylierung des
RASALT-Promotors durch die Aktivitit von Enzymen der ten eleven transiocation(TET)-Familie,
insbesondere von TET3 (Xu et al. 2015). Hierbei kommt es zu einer TET3-vermittelten
Hydroxymethylierung der methylierten Cytosinmolekiile in der Promotorregion des Gens (Xu et al.
2015). DNA-Reparaturmechanismen kénnen anschlieBend diese hydroxymethylierten Cytosinmolekiile

durch unveranderte Cytosin-Molekiile ersetzten (Zeisberg und Zeisberg 2013).

Als weiteres potentielles epigenetisches Therapeutikum der Herzfibrose wird das Medikament
Hydralazin diskutiert (Kao et al. 2011; Zeisberg und Zeisberg 2016). Kao et al. (2011) konnten an

murinen Kardiomyozyten eine demethylierende Wirkung von Hydralazin auf die Promotoren des
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SERCAZ2a kodierenden Gens nachweisen, was mit einer erhéhten mRNA- und Proteinexpression der
SERCAZ2a einherging. An einem Herzinsuffizienzmodell an Ratten fiihrte die Behandlung mit
Hydralazin zu einer Reduzierung der Promotormethylierung des SERCA2a kodierenden Gens und zu
einer Erh6hung der Expression der SERCA2a-mRNA im Herzen (Kao et al. 2011). Das Gen ATP2A42
kodiert u. a. fiir die SERCA2a (Vangheluwe et al. 2005). Eine Minderexpression bzw. Fehlfunktion der
Genprodukte von ATP2A42 und eine daraus resultierende Stérung der Calciumhomdostase konnte
bereits von verschiedenen Autoren mit der Herzfibrose assoziiert werden (Huang et al. 2022; Katz et al.
2016; Xiong et al. 2022). Die Hydralazin-induzierte Promotordemethylierung kénnte zu einer
Verbesserung der Herzfunktion fithren, da die steigende SERCA2a-Expression eine Modulierung der

Calciumhomoéstase in Kardiomyozyten bewirkt (Kao et al. 2011).

Verschiedene Studien diskutieren zudem eine antifibrotische Wirkung des Medikamentes 5-Azacytidin
am Herzen als epigenetische Therapicoption fiir die Herzfibrose (Kim et al. 2014; Watson et al. 2014;
Watson et al. 2016; Xu et al. 2015). Xu et al. (2015) beschreiben in vitro an einer immortalisierten Zelllinie
humaner Koronararterienepithelzellen eine Demethylierung  des RASAL7-Promotors —mit
Normalisierung der RASAL7-Expression und verminderter EndMT durch Applikation von
5-Azacytidin. Die EndMT trdgt im Herzen zur pathologischen Fibrogenese bei (Zeisberg et al. 2007).
Watson et al. (2016) gelang es, in ihren Versuchen an menschlichen Fibroblasten in vitro sowie im
Tiermodell positive Effekte einer Therapie mit 5-Azacytidin auf die pathologische Fibrose im Herzen
nachzuweisen. Auch in der Arbeit von Watson et al. (2014) zeigte sich ein antifibrotisches
therapeutisches Potential von 5-Azacytidin auf die Herzfibrose. Kim et al. (2014) demonstrierten im

Tiermodell einen antifibrotischen Effekt von 5-Azacytidin am Herzen.

Eine Etablierung derartiger epigenetischer Therapeutika der Herzfibrose im klinischen Alltag gelang

bisher nicht und es bedarf daher weiterer Forschung zu diesem Thema.

Anhand der dargestellten Erkenntnisse der aktuellen Literatur und den Ergebnissen der Untersuchungen
der vorliegenden Arbeit ergeben sich Hinweise auf eine prognostische Relevanz der aberranten
Promotormethylierung der Gene BY9D7 und RASALT7 bei kardialen Erkrankungen, die sich die
pathomechanistische Gemeinsamkeit der Herzfibrose teilen. Damit ergibt sich zugleich, anhand des
beschriebenen Prinzips der Liguid Biopsy, eine potentielle Eignung der aberranten Promotormethylierung
der Gene B9D7 und RASALT7 im Blut als prognostische Biomarker fiir diese Art von Erkrankungen.
Zur spezifischen Eignung der BID7-und RASALT7-Promotormethylierung im Blut als prognostische
Biomarker kardialer Erkrankungen gibt es neben den Ergebnissen der Arbeit von Awe (2020) und der
vorliegenden Arbeit zum Zeitpunkt der Literaturrecherche keine weitere wegweisende Literatur. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit untetliegen verschiedenen Limitationen, die in Kapitel 4.10 erldutert
wurden. Zudem finden sich in der aktuellen Literatur auch Studien, in denen die Messung der aberranten
Promotormethylierung spezifischer Genloci im Blut als pridiktiver Biomarker fir kardiovaskuldre
Erkrankungen in Frage gestellt wird (Ferndndez-Sanlés et al. 2021). Dies gibt Anlass fiir weitere

Forschung zu diesem Thema.
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Resiimierend weist die vorliegende Arbeit darauf hin, dass sich die Promotormethylierung spezifischer
Gene im Blut als prognostischer Biomarker eignen konnte. Im Speziellen zeigte sich dies fiir das
Krankheitsbild HFpEF und die im Blut gemessene Promotormethylierung der Gene B9D7 und
RASALT. Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eréffnet sich damit ein potentieller Weg zur
Senkung der hohen Mortalitdt dieser Patienten durch die klinische Anwendung dieser Biomarker in der
Zukunft. Ob sich die Messung der Promotormethylierung spezifischer Gene im Blut im Allgemeinen als
prognostischer Biomarker fiir Patienten mit Herzerkrankungen eignet, die sich die pathomechanistische
Gemeinsamkeit der Herzfibrose teilen, konnte anhand der Ergebnisse dieser Arbeit nicht abschlieGend
beantwortet werden. Insbesondere die genaue Bedeutung der unterschiedlichen Gene als
Progressionsmarker und die Anwendung der Biomarker bei Patienten mit anderer Grunderkrankung als
HFpEF bedurfen einer weiteren Klirung. Hierzu kann die Untersuchung gréflerer Kohorten und die

Betrachtung verschiedener Grunderkrankungen in Folgestudien in Zukunft hilfreich sein.
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5 Zusammenfassung

Sowohl Patienten mit HFpEF als auch Patienten mit Aortenklappenstenose weisen im Allgemeinen eine
hohe Mortalitit und schlechte Prognose auf. Mit den aktuell zur Verfiigung stehenden klinisch
etablierten Biomarkern gelingt keine ausreichende Identifikation von Hochrisikopatienten und keine
ausreichende Prognostizierung des individuellen Krankheitsprogresses, sodass fiir beide Erkrankungen
weiterhin eine schlechte Prognose besteht. Die Privalenz der Erkrankungen HFpEF und
Aortenklappenstenose zeigt eine altersabhingige Verschiebung, im Sinne einer hohen Privalenz
insbesondere bei dlteren Patienten, sodass die Relevanz der Erkrankungen in der weltweit alternden
Gesellschaft voraussichtlich zunehmen wird. Beide Erkrankungen teilen sich die pathomechanistische
Bedeutung der Herzfibrose, die zudem eine prognostische Relevanz zeigt. Die DNA-Methylierung gilt
als einer der Hauptmechanismen der epigenetischen Modifikation menschlicher DNA. Die aberrante
Promotormethylierung spezifischer Gene zeigt cinen kausalen FEinfluss auf die pathologische
Fibrogenese im Herzen. In Vorarbeiten ergab sich, entsprechend des Prinzips der Liguid Biopsy, eine
Kortrelation der im Blut gemessenen aberranten Promotormethylierung spezifischer Gene mit der im
Herzgewebe gemessenen Promotormethylierung dieser Gene. Anhand des Prinzips der Liguid Biopsy
ergeben sich damit Hinweise auf die Eignung der aberranten Promotormethylierung spezifischer Gene
im Blut als Biomarker fiir kardiale Erkrankung mit pathomechanistischer Gemeinsamkeit der
Herzfibrose. Aufgrund eines Mangels an Myokardbiopsien diente in der vorliegenden Arbeit die
Mortalitit als Korrelat fir Herzfibrose und den Erkrankungsprogress. Eine Vorarbeit der Arbeitsgruppe
Zeisberg ergab bereits Hinweise auf die Eignung der im Blut gemessenen aberranten
Promotormethylierung der drei Gene .ATP2A2, BIDT und RASALT als prognostische Biomarker fiir
Patienten mit der Erkrankung HFpEF. Auch fiir das Krankheitsbild Aortenklappenstenose konnte eine
Vorarbeit der Arbeitsgruppe Zeisberg Hinweise auf die Eignung der aberranten Promotormethylierung

spezifischer Gene im Blut als prognostischen Biomarker finden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand des Prinzips der Liguid Bigpsy zu untersuchen, ob sich
die aberrante Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, B9DT und RASALT im Blut als Biomarker
fir die klinische Progression und zur Risikostratifizierung von Patienten mit HFpEF bzw.
Aortenklappenstenose eignet, die sich die pathomechanistische Gemeinsamkeit der Herzfibrose teilen.
Zudem sollte iberprift werden, ob die Messung der aberranten Promotormethylierung der drei Gene

im Blut Vorteile gegeniiber der Erfassung anderer klinischer Parameter bietet.

Es wurden Blutproben und verschiedene klinische Parameter von Patienten aus drei Kohorten analysiert.
Die DIAST- und HFpEF-Kohorte dienten der Betrachtung der Grunderkrankung HFpEF. Die
TAVI-Kohorte diente der Betrachtung der Grunderkrankung Aortenklappenstenose. Zur Messung der
aberranten Promotormethylierung der drei Gene ATP2A42, BIDT und RASALT wurde die DNA
zunichst aus Blutproben isoliert und aufgereinigt. Die methylierte DNA konnte anschlieBend
antikGrpervermittelt per MeDIP separiert werden. Der Anteil der Promotormethylierung der drei Gene

wurde daraufhin per qRT-PCR ermittelt.
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Nach einer allgemeinen Charakterisierung der untersuchten Kohorten folgte zunichst die Untersuchung
von Zusammenhingen der Promotormethylierung der drei Gene im Blut mit klinischen Parametern.
Einzig die Promotormethylierung des Gens B9D7 korrelierte hierbei signifikant mit dem bereits
etablierten kardialen Biomarker BNP. Eine hohere B9D7-Promotormethylierung im Blut ging mit
héheren Werten von BNP im Blut einher. Dieses Ergebnis kann als Hinweis darauf verstanden werden,
dass das Gen BID7 eine Rolle am Herzen spielt und die aberrante BID7-Promotormethylierung wie
BNP eine kardiale Pathologie widerspiegelt. Hohere Werte von BNP im Blut gehen im Allgemeinen mit
einer verstirkten kardialen Pathologie einher. Eine aberrante Promotormethylierung fithrt in der Regel
zu einer verminderten Genexpression. In Zusammenschau lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
daher eine protektive Genfunktion des Gens B9D7 am Herzen vermuten, die im Rahmen kardialer
Pathologien durch eine aberrante Promotormethylierung des Gens BID7 verloren geht. Fiir alle weiteren
klinischen Parameter ergab sich keine signifikante Korrelation mit der Promotormethylierung der drei
untersuchten Gene im Blut. Diese insgesamt fehlende Korrelation kann als Hinweis darauf verstanden
werden, dass die Messung der Promotormethylierung im Blut der Erfassung anderer klinischer

Parameter, einschliefllich bereits etablierter Biomarker, iiberlegen ist und einen Mehrwert bieten kann.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Moglichkeit zur Nutzung der aberranten Promotormethylierung
der drei Gene ATP2A2, BIDT1 und RASAL7 im Blut als prognostischer Biomarker fir die
Krankheitsbilder HFpEF und Aortenklappenstenose evaluiert. In Uberlebensmodellen an der
DIAST-Kohortte zeigte die aberrante Promotormethylierung der drei Gene im Blut einen signifikanten
Einfluss auf das Gesamtiberleben der Patienten mit der Grunderkrankung HFpEF. Diese
Ubetlebensmodelle wurden in Form von Cox-Regtessionen auf die HFpEF- und TAVI-Kohorte
Ubertragen. Die ATP2A2-Promotormethylierung im Blut konnte fiir beide Krankheitsbilder nicht als
prognostischer Biomarker validiert werden. Am Datensatz der TAVI-Kohorte zur Untersuchung des
Krankheitsbildes Aortenklappenstenose gelang ebenfalls keine Validierung der Promotormethylierung
der drei Gene im Blut als prognostischer Biomarker. Am Datensatz der HFpEF-Kohorte ergaben sich
dagegen Hinweise auf die Eignung der Promotormethylierung der Gene B9D7 und RASALT im Blut
als prognostische Biomarker fiir Patienten mit der Grunderkrankung HFpEF. Die im ersten Teil der
Arbeit herausgestellte fehlende Korrelation der aberranten Promotormethylierung der drei Gene im Blut
mit klinischen Parametern kann in Zusammenschau mit den Ergebnissen des zweiten Teils dieser Arbeit
als Zeichen der Spezifitit und Unabhingigkeit und damit des Mehrwertes der neuen potentiellen

prognostischen Biomarker BID7- und RASAL7-Promotormethylierung im Blut interpretiert werden.

Restimierend konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Promotormethylierung der zwei Gene
B9D7 und RASALT im Blut als potentieller prognostischer Biomarker fir die Erkrankung HFpEF
bestitigt und der Mehrwert hinsichtlich der Erhebung anderer klinischer Parameter herausgestellt
werden. Es ergeben sich damit anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Hinweise auf die Eignung
der aberranten Promotormethylierung spezifischer Gene im Blut fiir kardiale Erkrankungen, die sich die

pathomechanistische Gemeinsamkeit der Herzfibrose teilen. Hier miissen sich Folgestudien anschlieB3en.
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