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ORIGINAL RESEARCH

Cardio-Renal Biomarker Soluble
Urokinase-Type Plasminogen Activator
Receptor |s Associated With Cardiovascular
Death and Myocardial Infarction in Patients
With Coronary Artery Disease Independent
of Troponin, C-Reactive Protein, and Renal
Function

Julius Nikorowitsch, MD*; Tim Borchardt®; Sebastian Appelbaurn, MSc; Francisco Ojeda, PhD;
Kar J. Lackner, MD; Renate B. Schnabel, MD; Stefan Blankenbarg, MD; Tanja Zeller, PhD® Mahir Karakas 1=, MD, MBA"

BACKGROUND: Risk strafification among patients with coronary artery disease (CAD) Is of considerable interest due to the
potentlal to guide secondary preventive theraples. Thus, we evaluated the predictive value of 2oluble urokinass-type plasmi-
nogen activator receptor (suPAR) levels for cardiovascular mortality and nonfatal myocardlal infarction in patients with CAD.

METHODS AND RESULTS: Plasma levels of suPAR were measured Ina cohort of 1703 patients with documented CAD as evidenced
by coronary anglography—including 626 patlients with acute coronary syndrome and 1077 patients with stable angina pectoris.
Cardiovascular death andsfor nonfatal myocardial Infarcion were defined as maln outcome measures. During a median follow-up
of 3.5 years, suPAR levels rellably predicted cardiovascular death or myocardial infarction in GAD, evidenced by survival curves
stratified for tertlles of 2UPAR laveks. In Cox regresslon analyses, the hazard ratio for the prediction of cardiovascular death anddor
miyocandial infarction was 219 (P<0.001) in the overall cohort and 2.56 in the acute coronary syndrome cohort (P<0.001). Been after
adjustment for commen cardiovascular risk factors, renal function and the blomarkers C-reactive protein, MN-terminal pro-B-type
natriuretic peptide and high-sensitivity troponin | suPAR still enabled a reliable prediction of cardiovascular death or myocardial In-
farction with a hazard ratio of 1.61 (P=0.022) in the overall cohort and 2.22 (P=0.005) In the acute coronary syndrome cohort.

CONCLUSIONS: SuPAR has a strong and Independent prognostic value in secondary prevention settings, and thersby might
reprasent a valuable blomarker for risk estimation in GAD.

Key Words: biomarker m coronary artery disease ® prognosis ® soluble urokinase-type plasminogen activator receptor

tratification for subsequent coronary events Soluble urokinase-type plasminogen activator re-
among patients with coronary artery dissase  ceptor (suPAR) is the circulating form of a glycosyl-
(CAD) is of considerable interest dus to the po-  phosphatidylinositol-ancheored 3-domain membrane
tential to guide secondary preventive therapies !-? protein? It is expressed on a variety of cells, which
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CLINICAL PERSPECTIVE

What |s New?

+ Little has besn known about the prognostic
valug of soluble urokinase-type plasminogen
activator receptor In patisnts with coronary ar-
tary disease.

* This study found that soluble urckinase-type
plasminogen activator receptor was raliably
assoclated with cardiovascular death andfor
myocardial infarction in coronary artery diseass
patients, and this assoclation appears to be
Independent of high-sensitihvity troponin | and
N-terminal pro-B-type natriurstic peptida.

What Are the Clinical Implications?

+ Soluble urokinase-type plasminogen activator
receptor could be a novel and strong prognostic
biomarker for adverse cardiovascular events in
coronary artery disease patients and might fa-
clitate talloring secondary preventive theraples
In thesa patients.

Nonstandard Abbreviations and Acronyms

CAD coronary artery disease

Mi rmyocardial infarction

SAP stable angina pectoris

suPAR soluble urckinase-type plasmino-
gen activator receptor

HR hazard ratio

ACS acute coronary syndrome

CRP C-reactive protein

NT-proBNP  N-termina  pro-Betype  natriurstic
peptide

hs-Tnl high-sensitivity troponin |

eGFR estimated glomerular filtration rate

CKD-EPl  chronic kidney dizease epidemi-

ology collaboration

play a critical role in all stages of atherogenesis, es-
pecially progression of atherosclerosis and plague
wulnerability and destabilization.®® Until now, it has
mainly been evaluated in renal disease, whers it was
independently associated with incident chronic kid-
ney disease and an accelerated decline in the esti-
mated glomerular filtration rate (eGFR).* Beyond being
a risk marker, most recent cutting-edge studies even
avidenced a leading role in the pathogenesis of in-
flammatory and immune-mediated renal diseases.™®

As there is mounting evidence for multiple patho-
physiclogical connections between cardiovascular

o Am Heart Assoe. 2020:9:e015452. DOI: 10.1161/JAHA119.015452
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and renal diseases, and since inflarmmatory and im-
munclogical processes play a critical role in athero-
sclerosis, it seems plausible that suPAR, a marker
for immune activation and inflammation, may provide
prognostic information in CAD beyond established risk
factors. 51" Therefore, it was the aim of this study to
assess the association of circulating suPAR levels with
subsequent adverse cardiovascular events in a sec-
ondary prevention cohort of 1703 patients with docu-
mented CAD.

MATERIAL AND METHODS

The data that support the findings of this study are
available from the corresponding author upon reason-
able request due to restrictions in informed consent.

Study Population

In the AtheroGene cohort, a total of 3800 patients, who
underwent coronary angiography at the Department
of Medicine Il of the Johannes Gutenberg-University
Mainz or the Bundeswehr-Zentralkrankenhaus Koblenz
between June 1999 and March 2000, wers
recruited ¥ Exclusion criteria were evidence of
hemodynamically significant wvalvular heart disease,
surgery, or trauma within the previous month, known
cardiomyopathy, known cancer, febrile conditions,
or use of oral anticoagulant therapy within the pre-
vious 4 weeks. Patients with missing information on
the clinical presentation, missing laboratory measure-
ments, or lack of information on the cause of death
were excluded. Additionally, missing samples and low
sample volumes led to exclusion. Thus, the analyses
werea performed in 1703 subjects. Baseline character-
istics were not relevantly different between the subco-
hort and the overall cohort.

The study was conducted according to the
Declaration of Helsinki and approved by the Ethic
Board of the Johannes Gutenberg-University Mainz
and of the Physicians' charnber of the State Rhineland-
Palatinate (Germany) under the number 837.057.99.
All participants gave written informed consent.

Data Collection

At baseline, all participants were subjected to a
standardized guestionnaire containing socicdemo-
graphic information and medical history. In addition,
information was taken from the patients' hospital
charts. Coronary artery disease was diagnosed if
the coronary angiogram showed at least one steno-
sis >30% in a major coronary artery. Unstable an-
gina was diagnosed according to Braunwald.® Acute
myocardial infarction was either ST-segment eleva-
tion with significant elevation in at least 2 contigu-
ous leads or non—-ST-segment—elevation myocardial
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infarction (MI) based on clinic and positive in-house
troponin concentrations. The final diagnosis of acute
coronary syndrome (ACS; unstable angina, non-
ST-segment—elevation MI, or ST-segment—elevation
MI) was made retrospectively on the basis of on the
judgrment of 2 physicians, with access to the history
and nature of the presenting symptoms, medical his-
tory, results of physical examination, and all of the
medical records available from index hospitalization
(including the results of troponin testing).

Median follow-up after discharge was 3.5 years.
Information was obtained from the patients using a
mailed standardized questionnaire. Information re-
garding adverse cardiovascular disease events and
treatrnent since discharge from the in-hospital reha-
bilitation clinic was obtained from the primary care
physicians alsc by means of a standardized ques-
tionnaire. If a subject had died during follow-up, the
death certificate was obtained from the local public
health department and the main cause of death was
coded according to the Infernational Classffication
of Diseases, Ninth Rewvizion (ICD-9, pos. 380-459)
and Tenth Revision (ICD-10, pos. 10-199 and R57.0).
Adverse cardiovascular disease events were dsfined
either as cardiovascular disease as the main cause
of death (as stated in the death certificats), nonfatal
MI. Al nonfatal adverse events were reported by the
primary care physicians.

Laboratory Methods

Within the recruiting sites, blood samples were cb-
tained before angiography and application of heparin
in a fasting state under standardized conditions and
stored at —80°C until analysis.

Plasma levels of suPAR were determined with
the suPARnostic standard enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ViroGates, Birkered, Denmark). The
intra-assay variation was 2.75%, and the interassay
variation 9.17%. High-sensitivity-assayed troponin
| (hs-Tnl) was measured using the Architect immu-
noassay (ARCHITECT i1000SR, Abbott Diagnostics,
Chicago, IL). The intra-assay variation was 8.68%,
and the interassay variation 4.26%. CRP (C-reactive
protein) was determined by a highly sensitive, latex
particle-enhanced immunoassay (detection rangs,
0-20mg/L; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
The measurament of NT-proBNP {N-terminal pro-B-
type natriuretic peptide) was performed by electro-
chemiluminescence sandwich immunoassay (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Serum creatinine
was determined by standardized routine laboratory
method. The Chronic Kidney Disease Epidemiclogy
Collaboration equation was applied to calculate the
eGFR® All biomarkers were measured in a blinded
fashion.

o Am Heart Assoe. 2020:9:e015452. DOI: 10.1161/JAHA119.015452
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Statistical Analysis

The study population was described with respsct to
various sociodemographic and medical characteris-
tics using quartiles for continuous variables and ab-
solute and relative frequencies for binary variables.
Comparisons between the ACS and stable angina
pectoris (SAP) cohorts were performed using the
Mann—Whitney test for continuous variables and the
chi-squared test for binary variables. Spsarman cor-
relation coefficients were calculated to describe as-
sociations of suPAR with corwventional cardiovascular
risk factors; renal function according to eGFR; and the
biorarkers hs-Tnl, CRF, and NT-proBNF.

For displaying survival curves, subjects were
grouped according to tertiles of suPAR levels. The
log-rank test was used to test the null hypothesis of
equality of survival curves versus the alternative hy-
pothesis that at least 2 of the curves are different.
Pairwise comparisons of survival curves were also
performed. The relation of suPAR concentrations,
used after log transformation, with cardiovascular
meortality and nonfatal M| during follow-up was as-
sessed by Cox proportional hazards analyses ad-
justed for age (years) and sex. In additional models,
the age and sex adjustment was extended to con-
ventional cardiovascular risk factors (body mass
index, diabetes mellitus, smoking status, dyslipid-
emia, hypertension—Model 2); the biomarkers CRP,
NT-proBNF, and hs-Tnl and renal function according
to eGFR (Model 3); and a combined adjustment for
both cardiovascular risk factors and the biomark-
ers and renal function mentioned above (Model 4).
The proportional hazards assurmption was examined
graphically and with formal tests using the methods
described by Grambsch and Themau,” and no ev-
idence of wiclation was found. Multiple imputation
was used to fill the missing values. Twenty imputed
data sets were created using multivariate imputations
by chained equations, as proposed by Buuren and
Groothuis-Oudshoom. 57

All computations were performed with R version
3.61 (httpAwwwor-projectorg/). A P value of <0.05
was considered statistically significant. P values were
not adjusted for multiple comparisons.

RESULTS

A total of 1703 individuals with evident CAD and
available suPAR measurements were included in this
analysis. In Table 1, the main sociodemographic and
laboratory characteristics at baseline are presentad,
differentiated by the presenting diagnosis of ACS or
SAP. The mean age of patients with SAP was 64 years
and, similarly, 63 years in ACS. The majority of partic-
ipants were male—78.6% in the SAP cohortand 76%
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Table 1. Characteristics of the Study Patients With Corenary Heart Disease

Age, 4.0 (56.0-50.0) 64.0 (56.0-63.0) £3.0 (55.0-60.0) D74
MA: 0{) NA: O 0 MA: O ()
Male, N (3] 1335 (78.4) 847 (TB.E) 488 (TH.0) 0.780
MA: 0 () A D D) MA: O ()
BMI, kg 27.3 (25.0-30.0) 27.3 (251-304) 27.3 (24.9-20.5) 0.330
MA: 0] NA: O 0 NAs: 0 (1)
Diabetes melitus, N (%) 351 (20.6) 240 22.3) IR ) ones
MA: 0 () NA: O 0] MA: O ()
Current emoker, N (%) 322 18.9) 180 {16.7) 142 22.7) 0008
NAA (0] NA D D) MA: 1 [0.2)
Dyelipicemia, N (%) 1247 (73.2) B38(7TH) a1 B5T) <0001
MA: 0 {0 MA O D) MA: O ()
Hypertersion, N {3 1315 (77.2) B85 (32.2) 430 (88.7) 0001
MA: 0 () NA: O ) MA: O ()
NT-proBF, pa/ml* 210.9 (B2.4-592.0) 156.0 (78.0-383.0) 86,3 (152 5142 5) <0001
NA: 38 (2) NA: 20 [1.9) MA: 18 28)
CRF, mal* 2.00.4-7.4) 2.301.2-51) 5.0 [Z0-13.8) <0001
NA: 38 (2) A 22 (2.0) MA: 14 (2.2)
Ha-Tnl, ngiL* 7.2 [3E-287) 5.2 (34-10.3) 72.2(T.3-1788.2) 0001
NA: 216 (12.8) NA: 102 (2.5 NA: 1B [18.5)
suFAR, ng/ml* 34 (23-40) 34 2340 30 2.3-4.0) 0T
MA: 0 () MA: O D) MA: O ()

ACE indicates acute cornary syndrome; BMI, body mase indsw; CAP, C-reactive protein; he-Tnl, high-sensitivity troponin [} NA, not eveilsble; NT-proBAP,
M-terminal pro-B-type natriurstic peptide; SAF, stable angina pectoris; and suPAR, zoluble urckinase-type plasminogen activetor receptor,

*Median 25th and 75th quartile cut point.

in the ACS cohort. As expected, he-Tnl, CRP, and NT-
proBNP levels wers higher in patients with ACS than
in SAP patients, whereas dyslipidemia was present
in 77.6% of the SAP cohort compared with 65.7%
in the ACS cohort. SUPAR levels were significantly
higher in subjects with a future event compared with
event-free subjects. Median suPAR levels were com-
parable in subjects with ACS and SAP (3.0 ng/mL

versus 3.1 ng/mL). Figure 1 shows the distribution of
circulating suPAR levels in all SAP and ACS patients.
In Tables 51 through S3, the range of suPAR values
for the different populations is presented.

During a median follow-up of 3.5 years, 123 (7.2%)
cardiovascular deaths or nonfatal Ml were docu-
mented, 60 (5.6%) among SAP patients and 83 (10.1%)
in the ACS cohort.

Al SAP ACS
03+ i -1 il
2 0.2+
R =]
0.1+
0.04 al o o
0 4 8 12 160 4 8 12 160 4 8 12 16
suPAR, ng/mL
Figure 1. Distribution of circulating soluble urckinase-type plasminogen activator receptor (suPAR) levels in all {All), stable

angina pactoris (SAP) and acute coronary syndrome patients (ACS).

o Am Heart Assoe. 2020:9:e015452. DOI: 10.1161/JAHA119.015452
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Table 2. Spearman Correlations of Selected Variables With suPAR in the Overall Cohort

Disbetes NT- =GFR

Age Male | BMI | Mellitus | Smoker | Dyslipidemia | Hypertension proBNP | CRP | h=Tnl | (CKD-EFl)
Comslstion 020 043 | 07 048 04 003 ond 0.2 0. o4 -027
Piake <0001 | <00M | oo | <0.0m <0001 0210 0440 <000 | <000 | <D0M <0001

EMI indicates body mess indax; CKD-EF, Chronic Kidney Disease Epidemiclogy Caollaboration; CRF, C-reactive protein; aGFR, eatimatad glomerular
filtration rate; ha-Tnl, high-ssnaitivity troponin [} NT-proBMF, N-terminal pro-B-type ratriurstic peptids; and suRAR, soluble urokinase-type plazminogen

ectivator receptar.

To assess the correlation of sUPAR with common
cardiovascular risk factors like diabetes mellitus,
smoking status, and arterial hypertension, as well as
with the biomarkers hs-Tnl, CRP, and NT-proBNP,
Spearman correlation coefficients (/) were calculated
(Table 2). Only weak correlations were found, with a
maximum correlation coefficient of 011 for hs-Tnl,
0.21 for NT-proBNP and CRP (gach P=0.001), and
0.20 (P=0.001) for age. The strongest correlation was
observed for eGFR with a correlation coefficient of
-0.27.

In Cox regression analyses, the hazard ratio for the
prediction of cardiovascular death and/or Ml during
follow-up (in Model 1) was 219 (95% Cl, 1.52-317;
P<0.001) for suPAR used after log transformation in
the overall cohort (Table 3), 2.56 (95% CI, 1.53-4.27;
P<0.001) in the ACS cohort (Table 4) and 1.90 (95%
Cl: 111-3.25; P=0.019) in the SAP cohort (Table 54).
The prognostic value of suPAR remained clear after
adjustment for either corventional cardiovascular risk
factors (Model 2) or the established biomarkers CRP,
MNT-proBNP, and hsTnl and renal function according
to eGFR (Model 3) both in the overall and the ACS
cohort. Even in fully adjusted Cox regression analy-
ses adjusted for commeon cardiovascular risk factors;
renal function; and the biomarkers CRP, NT-proBNP,
and hs-Tnl (Model 4), suPAR still predicted cardio-
vascular death and/or nonfatal Ml with a hazard ratio
of 161 (P=0.022) in the overall cohort and a hazard

Table 3. Association of Circulating suPAR Levels With
Cardiovascular Death and/or Myocardial Infarction During
Follow-Up in the Overall Cohort

ratio of 2.22 (P=0.005) in the ACS cohort. Compared
with the results of the combined end point, the haz-
ard ratios of cardiovascular death are larger and
those of nonfatal Ml smaller (Tables S5 through 57).
Accordingly, survival curves stratified for tertles of
circulating suPAR levels, both in the overall cohort
(P=0.001) and in the ACS cohort (P<0.001), evidenced
the prognostic relevance of suPAR (Figure 2). In the
SAP cohort, the differences in survival curves lacked
statistical significance (Figure 51). In the ACS cohort,
however, suPAR tertiles strongly stratified for future
coronary events,

DISCUSSION

The present study assessed the predictive value of
circulating suPAR levels for cardiovascular death and
secondary Ml in a cohort of patients with documented
GCAD. This study demonstrated a statistically significant
and clinically relevant impaired prognosis in patients
with CAD with increasing suPAR levels. To our knowl-
edge, this is the first study showing that suPAR levels
significantly predict cardiovascular mortality and Ml in
a CAD cohort even after adjustment for cardiovascular
risk factors; renal function; and the biomarkers CRP,
NT-proBNP, and hs-Trl, which are all established fac-
tors for risk prediction in GAD. In general, the predictive
power of suPAR was larger in the ACS cohort than in

Table 4. Association of Circulating suPAR Levels With
Cardiovascular Death and/or Myocardial Infarction During
Follow-Up in the ACS Cohort

Madal HR {85% CI) P Valua ] M Events Model HR {85% CI) P Valua N N Events
1 249 (1.82-347) <0001 1703 123 1 2,58 (1.553-4.27) <0.001 G268 24
2 203 {1 38-2.98) <0001 1703 123 2 2,37 (1.40-3.00) 0.001 826 24
3 1.74 {.A7-2.55) 0.007 1703 123 3 235 (1.3s-4.07) 0.002 B26 24
4 181 {H07-243) 0,022 1703 123 4 222 (1.27-3.858 0,005 B26 24

Model 1: edjusted for age and sex. Model 2: adjusted for ags, =ax, BMI,
digbetes melitus, emcking status, dyslipidemia, and hypertension. Modsl 3:
edjusted for age, sex, kegMT-proBNF), kbgiCRF), kegihe-Tnl, eGFR (KO-
EFl). Model 4: age, sex, BMI, disbates melitus, smaking status, dyslipidamia,
hypertension, logiNT-preBNP), log(CRF), kegihe-Tnll, @GFR (CKD-EF). BMI
indicates bady maza index; CKD-EPI, Chronic Kidney Dissase Epidemiology
Caollaboration; CRP, C-reactive protein; e GFR, estimatad glomerular fitration
rete; HA, hazard ratio; he-Tnl, high-sensitivity troponin I, NT-proBNF,
M-terminal pro-B-type natriurstic peptide; and suPAR, soluble urokinass-
type plasmirogen activator receptor.

o Am Heart Assoe. 2020:9:e015452. DOI: 10.1161/JAHA119.015452

Moaodel 1: adjusted for age and =ex. Modsl 2: adjusted for age, sex, BMI,
disbetes mellitus, amoking stetus, dysipidemia, and hypertension. Modsl 3:
adjusted for age, ==x, logNT-proBMF), leg(CAF), leghs-Tol), =GFR CKD-
EPI). Modal 4: ags, 2ax, BMI, diabstes mellitus, emoking status, dyslipidemia,
hypertenaion, loglNT-proBMP), logiCRF), leahs-Toly, eGFR (CED-EF). EMI
indicates body mass index; CKD-EP1, Chronic Kidney Diseass Epidemiclagy
Gollaboration; CAP, C-reactive protain; #5FA, esfimated giomendar filtration
rate; HR, hazard ratio; hs-Tnl, high-sensitivity troponin |, NT-proBAF,
M-terminal pro-B-type natriuretic peptide; and suPAR, solublk uokinese-
type plasminogen activator receptor.
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SuPAR tertile, ngimL SuPAR tertile, ngimL
1t 251 1st 253
i p=0 00062 2nd 383 p=0 000 2nd 381
0 2 H [ 0 2 H [
Fallow-Up Time, years

Figure 2. Survival curves for cardiovascular death and/er myecardial infarction
according to soluble urckinase-type I inogen or T Pt (suPAR)
tertiles for the overall cohort (Alll and the acute coronary syndrome cohort {ACS).
The P valua digplayed on the graphics is for the log-rank test. P values for pairwise comparisons
are first third vs second third, P=0.58; first third vs third third, P<0.001; second third vs third third,
P=0.004 in all; and first third vs second third, P<0.620; first third vs third third, P=0.001; =sacond third

SuPAR Predicts CV Death and M| in CAD Patients

vs third third, P=0.006 in ACS patients.

SAP patients, which may be in part related to different
event rates.

Pathophysiological Implications

Biomarkers are critical instruments in terms of risk
prediction. Emerging data showed that new pathways
and pathophysiclogical hypotheses yield biomarkers
beyond the established ones.**2 Here, we assessed
suPAR as a candidate biomarker for CAD and found
significant association.

This concept is supported by an established patho-
physiclogic link betwesn suPAR and atherosclerosis.
Urokinase plasminogen activator is a serine protease
that, on binding its receptor, urokinase plasminogen ac-
tivator receptor, leads to the generation of plasmin®-22
Urokinase plasminogen activator is produced by vas-
cular endothelial cells, smooth muscle cells, mono-
cytes, macrophages, fibroblasts, and epithelial cells. 2
Urokinase plasminogen activator receptor plays arole in
the development of atherosclerosis by orchestrating cel-
lular adhesion, migration, and proliferation, and plasma
suPAR likely reflects cellular shedding of a section of
urckinase plasmincgen activator receptor from either
inflammatory or endothelial cells.* Atherosclerosis is an
inflarmatory disease. Its lesions are filled with macro-
phages, T cells, and otherimmune cells that can orches-
trate and effect inflarnmatory responses. In fact, the
first lesions of atherosclerosis consist of macrophages
and T cells. Unstable plaques are particularly rich in ac-
tivated imrmune calls, suggesting that they may initiate
plagque activation.?® Blevated suPAR lavels have typically
been attributed to a state of inflammation.?® The release
of suPAR from activated neutrophils, monocytes, and

o Am Heart Assoe. 2020:9:e015452. DOI: 10.1161/JAHA119.015452

endothealial cells is stimulated by proinflammatory cy-
tokines.” In accordance, mounting experimental and
clinical data suggest a key role of inflarnmation in the
pathophysiology of atherogenesis.?® SUPAR might rep-
resent an unknown link between physiclogical immune
and inflammatory response processes and atheroscle-
rofic processes. Furthenmore, suPAR has been identi-
fied as immune-derived signaling molecule contributing
to the pathogenesis of focal segmental glomeruloscle-
rosis and probably other forms of chronic kidney dis-
ease.”” SUPAR as a biomarker can reliably predict the
incidence of chronic kidney disease* Strong associa-
tions of chronic kidney disease with cardiovascular dis-
eases have long been established ®

Interestingly, both kidneys and hearts were recently
identified as organs of suPAR clearance in humans,
supporting the concept of suPAR playing a key role
not only in renal diseases but also in cardiac diseases
such as CAD.3

Because suPAR is highly stable during storage and
can be measured accurately even after repeated cy-
cles of freezing and thawing, and since unlike CRPR,
suPAR levels appear to be free of circadian changes
and are relatively stable during periods of acute stress,
it seems to have a potential as a new cardiovascular
biomarker and should be further evaluated.?1-33

Strengths and Limitations

Strengths of this study include the large cohort size
of 1703 patients and a median follow-up of 3.5 years.
However, like all typical CAD populations, women are
clearly undermrepresented. Additionally, participant
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acquisition was conducted from 1999 to 2000, so
that demographic changes in CAD patient popula-
tions and altered therapy regimen might influence
the transferability of the results to contemporary pa-
tient populations. Although we had a large sample
of ACS patients, fatal cardiovascular disease events
were limited in this study population. Furthermors,
our study population only represents patients with
CAD who underwent coronary angiography. This
population might differ from CAD patients without the
need for coronary intervention. Therefore, the predic-
tive value of suPAR levels should also be assessed
in those patients. Finally, Cox regression analyses
should be interpreted with caution because of a pos-
sible overadjustment.

CONCLUSIONS

Our study demonstrates that suPAR levels predict mor-
tality and nonfatal Ml in secondary prevention settings,
thereby possibly reprasenting a valuable biormarker for
risk estimation in CAD.
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2. Einleitung

2.1.1 Bedeutung kardiovaskularer Erkrankungen und Epidemiologie
Kardiovaskulare Erkrankungen sind weltweit, noch vor malignen Grunderkrankungen und
Infektionen, fur einen wesentlichen Teil der Morbiditat und Mortalitat verantwortlich (Wang
et al. 2016). Sie stellen somit einen wesentlichen gesamtgesellschaftlichen, wie auch
soziookonomischen Kostenfaktor dar (Carter et al. 2019).

Unter den kardiovaskularen Erkrankungen ist die koronare Herzkrankheit (KHK), neben der
arteriellen Hypertonie fihrend (Benjamin et al. 2018). Fur Deutschland zeigen die Daten
des Statistischen Bundesamtes, dass Herzkreislauferkrankungen die Haupttodesursache
darstellen (Busch und Kuhnert 2017). Daher scheint es aus gesundheitsékonomischen
Grinden opportun sich ebendiesem eindeutig definierten Patientenkollektiv zur
Verbesserung der Sekundarprophylaxe zu widmen (Bauersachs et al. 2019).

Bedingt durch den demographischen Wandel mit zunehmender Alterung der
Gesamtbevolkerung kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Pravalenz der KHK in der
Bevolkerung (Benjamin et al. 2018). In der Alterskohorte von 40 bis 59 Lebensjahren
betragt sie bei Frauen 6,6 %, sowie bei Mannern 9,6 % und steigt anschliefiend deutlich
an. In der Alterskohorte oberhalb des achtzigsten Lebensjahres liegt sie schliel3lich bei 21,7
% bei Frauen bzw. 30,6 % bei Mannern. Wie vorangegangene Untersuchungen zeigen
konnten, ist das Mortalitatsrisiko nach kardiovaskularen Ereignissen, wie Schlaganfallen
und Myokardinfarkten, sowie bei Vorliegen einer KHK deutlich erhdht (Fox et al. 2010).
Somit ist dieses Patientenkollektiv einem deutlichen Risiko ausgesetzt und bedarf
besonderer Beachtung (Piepoli et al. 2016).

Die klassischen Risikofaktoren Nikotinkonsum, Diabetes mellitus, Hyperlipoproteindmie
sowie die arterielle Hypertonie scheinen nur bis zu einem gewissen Grad geeignet die
kardiovaskulare Mortalitdt vorherzusagen (Khot et al. 2003). Mit fortschreitenden
Erkenntnissen der Pathophysiologie kardiovaskularer Erkrankungen erdffnen sich neue

Moglichkeiten in der Risikoeinschatzung kardiovaskular erkrankter Personen.

Ziel dieser Arbeit ist es, den I6slichen Urokinase-Plasminogen-Aktivator Rezeptor (suPAR)
dahingehend zu untersuchen, ob er sich als mdglicher Risikomarker fur die individuelle
Risikostratifizierung bei Patienten mit nachgewiesener koronarer Herzkrankheit eignet. In
der Folge ware eine an das individuelle Risikoprofil angepasste Sekundarprophylaxe
denkbar und kénnte insbesondere das Patientenkollektiv mit einem erhdhten Risiko fur
erneute kardiovaskulare Ereignisse einer engmaschigeren Uberwachung zufiihren.

Fur diese Arbeit wurde der Serumspiegel des suPAR in einer Kohorte von 1703 Patienten

mit einer koronarangiographisch nachgewiesenen KHK bestimmt. Uber einen Zeitraum von
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median dreieinhalb Jahre wurden diese Patienten bezlglich des Auftretens
kardiovaskularer Ereignisse beobachtet. Ziel war es herauszufinden, ob die gemessene
Hohe des suPAR im Blut eine Risikostratifizierung in Bezug auf sekundare kardiovaskulare
Ereignisse (erneuter Myokardinfarkt oder Versterben an einer kardiovaskularen

Erkrankung) erlaubt.

2.1.2 Definition und klinische Manifestation der koronaren Herzkrankheit
Die KHK beschreibt die Manifestation der Atherosklerose an den HerzkranzgefalRen (B6hm
2020, Saleh und Ambrose 2018, Task Force et al. 2013) Im Laufe der Jahre hat sich das
Verstandnis der Pathophysiologie deutlich weiterentwickelt. Anfanglich wurde die
Atherosklerose anhand histologisch nachweisbarer Lipideinlagerungen im Rahmen
pathologischer Untersuchungen definiert (Adams 1973). Im Rahmen der verbesserten
technischen Mdglichkeiten wurde dieses Verstandnis stetig erweitert. Mittlerweile wird die
KHK als eine komplexe Erkrankung mit inflammatorischer Beteiligung aufgefasst (Libby und
Theroux 2005).

Charakteristischerweise prasentiert sich die KHK zunachst in der Form eines reversiblen
Missverhaltnisses von Sauerstoffangebot und -bedarf im Versorgungsgebiet der
Herzkranzgefalie (Alpert et al. 2000). Dieses Missverhaltnis wird unter anderem durch eine
langsam progrediente Verengung der Herzkranzgefalde mit Verringerung des Blutflusses
(sogenannte Stenose) bedingt (Ross 1999). Die daraus resultierende Ischamie des
Myokards im entsprechenden Versorgungsbereich der Koronararterie entsteht haufig durch
eine korperliche, oder emotionale Belastung und ist zundchst meist noch reversibel.
Klassischerweise &auflert sich diese Ischamie klinisch mit einer sogenannten Angina
Pectoris (AP), einem thorakalen Druck- und Engegefuhl (Knuuti et al. 2020). Die
Beschwerdesymptomatik kann sich jedoch vielfaltig darstellen, z.B. durch epigastrische
Schmerzen, Schmerzen im Bereich des linken Armes oder des Kiefers. Verbunden ist diese
Symptomatik meist mit einen ausgepragten Angst- und Unruhegefuihl. Dennoch gibt es
auch einen relevanten Anteil an Patienten, die keine, oder nur sehr unspezifische
Symptome zeigen. Neben Frauen (Leuzzi und Modena 2010) stellen Patienten mit einem
Diabetes mellitus (Khafaji und Suwaidi 2014) eine relevante Gruppe von Patienten dar,

welche meist eine atypische, unspezifische, oder Uberhaupt keine Symptomatik zeigen.

Eine koronare  Herzkrankheit kann sich in  unterschiedlichen klinischen
Manifestationsformen prasentieren. Von der stabilen KHK, welche ab einem
gleichbleibenden Belastungsniveau in gleichbleibender Starke und mit gleichbleibender
Symptomdauer auftritt, (Knuuti et al. 2020) ist das akute Koronarsyndrom (ACS) zu

unterscheiden. Unter einem ACS wird eine Uber die stabile AP hinausgehende

10
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Beschwerdekonstellation verstanden. Hierunter werden, neben der sogenannten instabilen
Angina Pectoris (IAP), auch Myokardinfarkte mit ST-Streckenveranderungen (STEMI) und
ohne relevante ST-Streckenhebungen, sogenannte Nicht-ST-
Streckenhebungsmyokardinfarkte (NSTEMI) zusammengefasst. Definitionsgeman ist eine
AP als instabil zu bezeichnen, wenn sie bei einem niedrigeren Belastungsniveau als (blich
auftritt, sich die Lange der Beschwerden verandert, oder mit einer gesteigerten Haufigkeit
auftritt. Des Weiteren fallt hierunter eine AP, welche in Ruhe und somit ohne relevante
Belastung auftritt, sowie jede neu aufgetretene AP bis zum sicheren Ausschluss eines
Myokardinfarktes. Auch ein gesteigerter Bedarf an antiangindsen Medikamenten fallt per
definitionem unter eine IAP (Roffi et al. 2016). Zusammenfassend ist also jedwede
Verschlechterung einer vorbekannten AP, oder ihr erstmaliges Auftreten, als instabil zu
werten.

Zur Unterscheidung zwischen einer |IAP und einem Myokardinfarkt dient aktuell unter
anderem die Bestimmung des Troponins als Biomarker fur den irreversiblen Untergang von
Kardiomyozyten. Ein Myokardinfarkt beschreibt den Untergang von Kardiomyozyten
aufgrund einer prolongierten Ischamie. Dabei kommt es zu einer Zerstérung des
kontraktilen Apparates der Kardiomyozyten mit Freisetzung von zellularen Proteinen,
welche sich laborchemisch nachweisen lassen. Neben der Creatin-Kinase und dem
Myoglobin ist insbesondere das Troponin ein sensitiver Marker fur den irreversiblen
Untergang von Kardiomyozyten und in der klinischen Praxis gut etabliert (Morrow et al.
2007, Parmacek und Solaro 2004).

Da eine Freisetzung von Troponin sowohl durch einen akuten Prozess, zum Beispiel im
Rahmen eines Myokardinfarktes, als auch durch einen chronischen Prozess verursacht
werden kann, ist zur Differenzierung die Dynamik der Freisetzung ausschlaggebend
(Agewall et al. 2011). So ist fur die Diagnose eines Myokardinfarktes eine definierte
Dynamik des Troponinwertes zwingend erforderlich (Thygesen et al. 2018).

Andere Ursachen fur eine Erhéhung des Troponins kdnnen unter anderen eine chronische
Herzinsuffizienz (Masson et al. 2012), Herzrhythmusstérungen, eine Myokarditis (Lauer et
al. 1997), oder eine chronische Niereninsuffizienz mit konsekutiv verlangsamtem Abbau

des Troponins im Rahmen des physiologischen Umsatzes sein (Torre und Jarolim 2015).

2.1.3 Pathophysiologie der koronaren Herzkrankheit
Im Laufe der letzten Jahre wurden neue Erkenntnisse bezliglich der Pathogenese und
Pathophysiologe der KHK gewonnen (Libby und Theroux 2005). Eine zugrundeliegende
Erkrankung ist die Atherosklerose, welche sich bereits in jungen Lebensjahren manifestiert,
wie in Obduktionsstudien nachgewiesen werden konnte (McGill et al. 2000). Ein allgemein

anerkannter Risikofaktor in der Pathogenese ist die Hypercholesterinamie (Rafieian-Kopaei
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et al. 2014). Sie stellt bisher einen wesentlichen Ansatzpunkt in der Sekundarpravention
einer KHK dar(Short et al. 2022).

Neben der Hypercholesterindmie, als einem klassischen Risikofaktor, ist zunehmend die
Inflammation als ein weiterer wesentlicher Faktor in der Pathogenese identifiziert
worden(Fyfe et al. 1994, Hansson 2005, Libby et al. 2002). Eine Vielzahl an Signalkaskaden
und Immunzellen spielen eine Rolle in der komplexen Entstehung der KHK (Taleb 2016).
Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere die Entzindungsaktivitat entscheidend fur
die Gefahr eines Myokardinfarktes ist und nicht allein der Grad der Stenose einer
Koronararterie (Hansson 2005). Unter anderem durch die Akkumulation von Cholesterin in
die Gefaldintima kommt es zunachst zu einer Migration von Makrophagen (sogenannte
Schaumzellen) und der Vermehrung von glatten Muskelzellen in der GefaBwand. Uber
diverse Zwischenschritte wie sogenannte ,fatty streaks”, welche teilweise noch potenziell
reversibel sind, kommt es zur fortschreitenden Verdickung der Gefallwand. Mit der
Einlagerung weiterer Zellen, der Vermehrung von Bindegewebe, sowie der Akkumulation
von Lipiden und Detritus kommt es letztlich zur Entstehung eines Atheroms. Ein solches
Atherom enthalt einen instabilen Kern aus den oben erwahnten Schaumzellen und
extrazellularen Lipiden. Nach luminal wird es durch glatte Muskelzellen vor den
Scherkréaften des Blutes geschutzt. Dies erklart die Bedeutung der Hypercholesterinamie,
als einen wesentlichen Risikofaktor (Linton et al. 2000). Durch die Migration
verschiedenster Entzindungszellen (unter anderem Makrophagen und T-Lymphozyten)
kommt es zur Freisetzung proteolytischer Enzyme und proinflammatorischer Zytokine
(Taleb 2016). Eine solche als Plaque bezeichnete Struktur kann bei ausreichend hoher
entzlndlicher Aktivitat zunehmend instabil werden. Dies kann in einer Ruptur der luminalen
Oberflache enden, was wiederum diverse prothrombotische Faktoren freisetzt, welche
schliellich eine Aktivierung der Blutgerinnungskaskade zur Folge hat und zum Verschluss,
beziehungsweise zur akuten Verengung eines Herzkranzgefalies fihrt (Badimon und
Vilahur 2014). Somit konnte die bedeutende Rolle der Inflammation in der Entstehung und
Progredienz der KHK gezeigt werden (Libby und Theroux 2005).

2.1.4 Bedeutung der Biomarker
Ein bedeutender Anteil der Patienten mit einer KHK ist keinerlei oder lediglich einem
klassischen Risikofaktor ausgesetzt (Khot et al. 2003). Es ist somit von entscheidender
Bedeutung die neuesten pathophysiologischen Erkenntnisse in die klinische Praxis
einzubinden, um eine Verbesserung der individuellen Risikostratifizierung zu erméglichen.
Hierzu sind sogenannte Biomarker ein effektives und kostenglinstiges Werkzeug.
In den letzten Jahren wurden mit zunehmendem Verstandnis fiir die Pathophysiologie der

KHK eine Vielzahl an unterschiedlichsten Biomarkern entdeckt und untersucht (Yayan
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2013). Wie oben erwahnt spielt die Entziindungsreaktion eine wesentliche Rolle in der
Entstehung und Progredienz der KHK. Biomarker, die ebendiese komplexen Wege der
Pathogenese erfassen, sind daher ein sinnvoller Ansatz zur Steuerung der

Sekundarprophylaxe.

2.1.5 Der losliche Urokinase-Plasminogen-Aktivator Rezeptor

Ein vielversprechender Biomarker fiir die inflammatorische Aktivitat im Rahmen vaskularer
Erkrankungen ist der l6sliche Urokinase-Plasminogen-Aktivator Rezeptor (suPAR). Er ist
die im Serum zirkulierende, l6sliche Form eines Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-
verankerten Membranproteins (Huai et al. 2006). Dieses Protein wird auf verschiedenen
Zellen exprimiert, welche eine wichtige Rolle, unter anderem in der Entziindungskaskade
und der Steuerung des Zellwachstum spielen. Aufgrund seiner Konfiguration als GPI-
verankertes Membranprotein ist der suPAR sehr interaktionsfreudig und kann somit tGber
zahlreiche Signalwege unterschiedliche Wirkungen entfalten (Lester et al. 2007, Liu et al.
2002, Resnati et al. 2002, Wei et al. 1996). Insbesondere eine Interaktion mit dem platelet-
derived growth factor (PDGF) -Rezeptor in der glatten Muskulatur (Kiyan et al. 2005) ist in
Bezug auf die Entwicklung der Atherosklerose von Bedeutung (Koyama et al. 1992). Zur
Freisetzung des suPAR ist eine Bindung des Liganden, des Urokinase-Plaminosen-
Aktivator (uPA), ndtig. Hierbei kommt es zu einer Spaltung des GPI-Ankers und somit zur
Freisetzung des Rezeptors (Huai et al. 2006). Neben der urspriinglich beschriebenen
Funktion einer Spaltung von Plasminogen in die aktive Form Plasmin, interagiert der suPAR
mit einer Reihe weiterer Proteine und spielt eine wichtige Rolle in diversen bedeutenden
Zellprozessen, wie der Migration und Adhasion, Angiogenese, Proliferation und
Chemotaxis (Montuori und Ragno 2009, Thuno et al. 2009).

Bisher wurde der suPAR ausflhrlich bei Patienten mit einer chronischen
Nierenfunktionseinschrankung untersucht (Tummalapalli et al. 2016). Hierbei konnte eine
enge Korrelation zwischen dem Plasmaspiegel des suPAR und dem Fortschreiten einer
Nierenfunktionseinschrankung nachgewiesen werden (Hayek et al. 2015). Aufgrund der
ahnlichen Pathophysiologie, einer chronischen vaskularen Inflammation, lag es nahe den
suPAR auf eine Anwendbarkeit fur die Risikostratifizierung der koronaren Herzkrankheit zu
untersuchen (Hansson 2005). Erste Hinweise hierflir konnten bereits erbracht werden
(Eapen et al. 2014).

In vorangegangenen Arbeiten konnte eine Vorhersagekraft flr das erneute Auftreten von
Myokardinfarkten bei Patienten mit einem STEMI (Lyngbaek et al. 2012), oder die
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Vorliegen eines sogenannten ,systemic inflammatory
response syndrom* (SIRS) (Koch et al. 2011) gezeigt werden. Zudem wurde erst vor

Kurzem der Nachweis erbracht, dass der suPAR eine gute prognostische Validitat
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bezlglich eines negativen Outcomes bei Patienten mit einem vermuteten Myokardinfarkt

innerhalb des ersten Jahres besitzt (Sorensen et al. 2019).
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3. Material und Methoden

3.1.1 Studienpopulation

Fur die vorliegende Publikation wurde eine Kohorte von 3800 Patienten rekrutiert, welche
im Rahmen der AtheroGene Studie in der Zeit von Juni 1999 bis Marz 2000 in der
Medizinischen Klinik [I der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz, sowie dem
Bundeswehr-Zentralkrankenhaus Koblenz, einer Koronarangiographie unterzogen worden
waren (Blankenberg et al. 2003, Karakas et al. 2017). AnschlieBend erfolgte die
Uberprifung hinsichtlich der Ein- und Ausschlusskriterien, wie in den folgenden Abschnitten
beschrieben. Aus dem oben erwahnten Kollektiv konnten schliellich 1703 Patienten in die
vorliegende Untersuchung eingeschlossen werden. Von diesen 1703 Patienten wiesen 626
ein ACS auf, 1077 litten an einer stabilen AP.

Als primare Endpunkte wurden ein Versterben infolge einer kardiovaskularen Erkrankung
sowie ein Myokardinfarkt wahrend des Beobachtungszeitraum definiert.

Die Studie wurde gemafy den Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgefihrt. Ein
positives Ethikvotum der Johannes-Gutenberg Universitat Mainz, sowie der Arztekammer
Rheinland-Pfalz lag vor. Alle Studienteilnehmer gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur

Teilnahme.

3.1.2 Einschlusskriterien
Zum Einschluss in die vorliegende Untersuchung wurden alle potenziellen
Studienteilnehmer auf das Vorliegen der folgenden Einschlusskriterien Uberpruift:
- Volljahrigkeit
- Vorliegen der schriftlichen Einwilligungserklarung
- Diagnose einer koronaren Herzkrankheit durch Darstellung einer mindestens 30%igen

Stenosierung eines grof3en Herzkranzgefalies mittels Koronarangiographie

3.1.3 Ausschlusskriterien
Neben den oben genannten Einschlusskriterien wurden zudem alle potenziellen
Studienteilnehmer im Hinblick auf die folgenden Ausschlusskriterien untersucht:
- Nachweis einer hamodynamisch relevanten Herzklappenerkrankung
- Vorbekannte Kardiomyopathie
- Vorliegen einer malignen Tumorerkrankung
- Einnahme einer oralen Antikoagulation innerhalb der letzten vier Wochen
- Trauma innerhalb der letzten vier Wochen
- Operativer Eingriff innerhalb der letzten vier Wochen

- Febrile Temperaturen
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- Fehlende Angaben zur klinischen Beschwerdesymptomatik
- Fehlende Informationen zur Todesart
- Fehlende Laborparameter beziehungsweise zu geringes Volumen der asservierten

Blutproben

Bei Zutreffen eines oder mehrerer Ausschlusskriterien erfolgte der Ausschluss des

Individuums

3.1.4 Datensammlung

Zu Beginn der Studie wurden alle Patienten mittels eines standardisierten Fragebogens
bezuglich ihrer soziodemographischen Merkmale und ihrer medizinischen Vorgeschichte
befragt. Erganzt wurden diese Informationen durch die ebenfalls vorliegenden Daten aus
der Krankenhausakte der Patienten.

Die Diagnose einer KHK wurde gestellt, wenn sich in der Koronarangiographie eine
Stenose von mindestens 30 % in wenigstens einer grolRen Koronararterie gezeigt hatte.
Eine IAP wurde gemalR den Klinisch etablierten Kriterien (Dauer Uber 20 Minuten,
Crescendo-Angina oder neu aufgetretene Angina Pectoris) diagnostiziert (Braunwald
1989).

Ein akuter Myokardinfarkt wurde bei entsprechender klinischer Symptomatik und signifikant
erhohtem Troponin-Serumspiegel mit entsprechender Dynamik gemal den gultigen
Leitlinien diagnostiziert (Thygesen et al. 2018). Myokardinfarkte wurden als STEMI
gewertet, wenn im Elektrokardiogramm (EKG) in mindestens zwei benachbarten
Ableitungen eine signifikante ST-Streckenhebung von mindestens 0,1 mV vorlag. Ein
NSTEMI lag dann vor, wenn sich im EKG keine signifikanten ST-Streckenhebungen
zeigten, es aber dennoch zu einer signifikanten Troponinfreisetzung kam (Thygesen et al.
2018).

Der mediane Untersuchungszeitraum betrug dreieinhalb Jahre. Informationen bezuglich
unerwunschter myokardialer Ereignisse und der Behandlung seit der Entlassung wurden
mittels eines standardisierten Fragebogens jeweils durch den behandelnden Hausarzt
erfragt. Die weiteren Informationen wurden durch ebenfalls standardisierte Fragebdgen auf
postalischem Wege direkt bei den Patienten erhoben. Bei Versterben eines
Studienteilnehmers wahrend des Beobachtungszeitraumes wurde Einblick in den
Totenschein genommen, um die Todesursache zu ermitteln. Die Todesursachen wurden
gemall ICD-9 bzw. ICD-10 klassifiziert. Als primare Endpunkte wurden nicht-tddliche
Myokardinfarkte sowie der Tod in Folge einer kardiovaskularen Erkrankung (gemaf ICD-9
bzw. ICD-10) definiert.
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3.1.5 Laboranalysen
Bei Aufnahme in die Klinik zum Zeitpunkt des Indexereignisses erfolgte eine vendse
Blutentnahme vor Durchfihrung der Koronarangiographie und vor der Gabe von Heparin.
Neben den klinischen Routine-Laborbestimmungen wurden Bioproben fiir das Biobanking
entnommen, zentrifugiert und bei -80°C asserviert.
Die Serumspiegel des suPAR wurden mit Hilfe des sogenannten suPARnostic (ViroGates,
Birkergd, Danemark), einem antikdrperbasierten Nachweisverfahren (ELISA) bestimmt. Die
Hoéhe des Troponin | wurde mittels eines hoch-sensitiven Troponin | Test (hsTnl), dem
sogenannten Architect immunoassay (ARCHITECT i1000SR, Abbott Diagnostics, Chicago,
IL), bestimmt.
Das C-reaktive Protein (CRP) wurde ebenfalls mit Hilfe eines hochsensitiven Immuntests
bestimmt (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland).
Zur Bestimmung des N-terminalen pro-B-typ natriuretischen Peptides (NT-proBNP) wurde
ein Elektrochemilumineszenzverfahren verwendet (ECLIA, Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland).
Die Serumkreatininwerte wurden mittels standardisierter Laborverfahren bestimmt. Die
glomerulare Filtrationsrate (eGFR) wurde gemal der sog. Chronic Kidney Disease

Epidemiology Collaboration Formel berechnet (Mann et al. 2001).

3.1.6 Statistik
Die statistischen Analysen wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Medizinische
Biometrie und Epidemiologie des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefihrt.
Zur Analyse wurden verschiedene medizinische und soziodemographische Variablen
untersucht. Kontinuierliche Variablen wurden hierzu in Quartilen zusammengefasst. Fur
binare Variablen wurden relative und absolute Haufigkeiten berechnet.
Zum Vergleich der Kohorten mit ACS und SAP erfolgten im Wesentlichen zwei Analysen.
Fir binare Variablen wurde der Chi-Quadrat Test angewendet. Kontinuierliche Variablen
wurden mit Hilfe des Mann-Whitney Tests untersucht.
Die Korrelation des suPAR mit den klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren, der eGFR
und den Biomarkern hs-Tnl, NT-proBNP sowie dem CRP wurden mit Hilfe des Spearman
Rangkorrelationskoeffizienten berechnet.
Zur Darstellung der Uberlebenskurven erfolgte eine Einordnung der Patienten in Tertiale
gemal der Hohe ihrer suPAR-Plasmaspiegel. Mittels log-rank Test konnte der Nachweis
eines Unterschiedes der Uberlebenskurven erbracht werden.
In weiteren Analysen erfolgte die Korrelation der suPAR-Plasmaspiegel mit den primaren

Endpunkten (kardiovaskulare Mortalitat und nicht-tédliche Myokardinfarkte). Diese wurden
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fur die Analysen einer logarithmischen Transformation unterzogen. Alters- und
geschlechtsspezifisch erfolgte die Bewertung nach Cox-Proportional-Hazard-Analyse.
Aulerdem erfolgte die Adjustierung flir weitere Variablen wie klassische Risikofaktoren
(Body-mass Index (BMI), Diabetes mellitus, Raucherstatus, Dyslipidamie, und arterielle
Hypertonie), sowie fliir die Héhe der Biomarker CRP, NT-proBNP, hsTnl im Blutserum und
der Nierenfunktion anhand der eGFR.

In einer kombinierten Analyse wurde das Outcome nach Adjustierung fir die Risikofaktoren
und Hohe der Biomarker untersucht. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant
gewertet. Alle Analysen wurden mittels R Version 3.6.1 (http://www.r-project.org/)
durchgeflhrt.
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4. Ergebnisse

Das in die Untersuchung erfolgreich eingeschlossene Kollektiv bestand aus 1703
Individuen, welche die Ein- und Ausschlusskriterien erfillten. Bei ihnen konnte eine KHK
mittels Koronarangiographie nachgewiesen werden. Hierflr wurde eine Stenosierung von
mindestens 30% in mindestens einer Koronararterie als Vorliegen einer KHK definiert. 626
Probanden der Gesamtkohorte stellten sich dabei initial mit einer einem ACS
entsprechenden Konstellation vor, wahrend sich 1077 Probanden mit einer stabilen AP
vorstellten. Im Durchschnitt waren die Teilnehmer 64,0 Jahre alt und unterschieden sich
dabei auch im direkten Vergleich der beiden Populationen nicht signifikant (64,0 Jahre fur
das Kollektiv der stabilen AP vs. 63,0 Jahre fir das Kollektiv der ACS). Auch in Bezug auf
das Geschlecht (78,6% vs. 78,0% mannliche Individuen) zeigten sich nur geringe, nicht
signifikante Unterschiede. Ebenso war die Verteilung der Risikofaktoren Diabetes mellitus
und der jeweilige BMI in beiden Gruppen nicht signifikant verschieden. Der Raucherstatus
unterschied sich zwischen den Subgruppen nicht signifikant, wobei anzumerken ist das in
der Gruppe der ACS relativ gesehen mehr Probanden zum Zeitpunkt des Indexereignis
noch einen aktiven Nikotinkonsum betrieben.

Die gemessenen Werte flr hs-Tnl, CRP und NT-proBNP als Marker fir eine akute
myokardiale Belastungssituation zeigten sich erwartungsgemafl in der ACS-Kohorte
signifikant erhoht. Im Gegensatz dazu waren in der SAP-Kohorte die Raten an arterieller
Hypertonie (82,2% vs. 68,7%) und Dyslipidamie (77,6% vs. 65,7%) signifikant erhoht.

Die Serumspiegel des suPAR waren in beiden Gruppen im Median vergleichbar (3,0 ng/mL
vs. 3,1 ng/mL) ohne das sich hier signifikante Unterschiede zeigten. Probanden mit in der
Zukunft weiteren kardiovaskularen Ereignissen wiesen einen signifikant erhéhten suPAR-
Spiegel auf. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die Verteilung der soziodemographischen

Variablen, der Risikofaktoren und der gemessenen Laborparameter.
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Tabelle 4-1: Patientencharakteristika

n Gesamtkollektiv SAP ACS p-Wert
1703 1077 626
Alter (Jahre)* 64,0 64,0 63,0 0,074
(56,0- 69,0) (56,0- 69,0) (55,0- 69,0)
Mannlich (%) 1335 (78,4) 847 (78,6) 488 (78,0) 0,790
BMI (kg/m?)* 27,3 (25- 30,0) 27,3 27,3 0,330
(25,1- 30,1) (24,9- 29,5)
Diabetes mellitus (%) 351 (20,6) 240 (22,3) 111 (17,7) 0,029
Aktive Raucher (%) 322 (18,9) 180 (16,7) 142 (22,7) 0,003
Dyslipoproteinamie (%) 1247 (73,2) 836 (77,6) 411 (65,7) <0,001
Arterielle Hypertonie (%) | 1315 (77,2) 885 (82,2) 430 (68,7) <0,001
NT-proBNP (pg/mL)* 210,9 156 386,3 <0,001
(92,4- 592,0) (78,0- 383,0) (152,5- 1142,5)
NV: 36 NV: 20 NV: 16
CRP (mg/dL)* 3,0 2,3 5,0 <0,001
(1,4-7,4) (1,2-5,1) (2,0-13,8)
NV: 36 NV: 22 NV: 14
Hs-Tnl (ng/dL)* 7,2 5,2 72,2 <0,001
(3,6-28,7) (3,1-10,2) (7,2-1788,2)
NV: 218 NV: 102 NV: 116
suPAR (ng(mL)* 3,1 3,1 3,0 0,770
(2,3-4,0) (2,3-4,0) (2,3-4,0)

Die mit * markierten Variablen sind neben dem Median auch mit ihren Quartilen angegeben. NV gibt die Anzahl

der Individuen der Subgruppe an, fiir welche der entsprechende Wert nicht vorlag.

Wahrend des Beobachtungszeitraum von median dreieinhalb Jahren ereigneten sich

insgesamt 123 dokumentierte Myokardinfarkte oder Todesfalle durch kardiovaskulare

Erkrankungen im gesamten Studienkollektiv.

Insgesamt trat somit bei 7,2% der

Gesamtteilnehmer einer der festgelegten Endpunkte ein. Dabei waren in der Gruppe der

Teilnehmer mit SAP 60 Probanden, bzw. 5,6% der Subpopulation von einem der Endpunkte

betroffen. In der Kohorte der ACS waren 63 Probanden, bzw. 10,1% der Subpopulation

betroffen.

Tabelle 4-2: Verteilung der kardiovaskuldren Ereignisse auf die Subgruppen

Erneute Myokardinfarkte | Kardiovaskular bedingte | Summe
Todesfélle
Gesamtkollektiv 78 45 123
SAP-Subgruppe 33 27 60
ACS-Subgruppe 45 18 63

Zur Bestimmung der Korrelation der Hohe des suPAR mit den klassischen kardiovaskularen

Risikofaktoren wie Diabetes mellitus,

positiver

Raucheranamnese und arterieller
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Hypertonie, sowie der gemessenen Héhe des hs-Tnl, CRP und NT-proBNP, erfolgte die
Berechnung des Spearman Korrelationskoeffizienten. Dabei zeigten sich jedoch nur
schwache und nicht signifikante Korrelationen zwischen den oben genannten Variablen und
der gemessenen Hohe des suPAR. Die starkste Korrelation fand sich dabei mit der
gemessenen eGFR, was nicht verwundert, da ein erhdhtes suPAR im Blutserum auch ein

Risiko fur ein Fortschreiten einer Nierenfunktionseinschrankung anzeigt (Hayek et al. 2015).

Mittels Cox-Regressionsanalyse wurden die hazard ratios fur das Eintreten der Endpunkte
in den Subgruppen berechnet. Im direkten Vergleich der Gruppen zeigte sich bei alleiniger
Betrachtung der Hoéhe des gemessenen suPAR eine hazard ratio von 2,19 im
Gesamtkollektiv. Das Kollektiv der ACS hatte bei alleiniger Betrachtung des suPAR eine
hazard ratio von 2,56 und das Kollektiv der stabilen AP zeigte eine hazard ratio von 1,90.
Um den unterschiedlichen Risikokonstellationen der einzelnen Kollektive Rechnung zu
tragen, erfolgten Analysen nach Adjustierung fur die klassischen Risikofaktoren, die Hohe
der gemessenen Biomarker (hsTnl, NT-proBNP und CRP), sowie der Nierenfunktion.

Die Vorhersagekraft erhdhter suPAR-Spiegel im Blutserum flr die primaren Endpunkte
blieb auch nach Adjustierung fir die klassischen Risikofaktoren, die oben genannten
Biomarker und die Nierenfunktion im Gesamtkollektiv und im ACS-Kollektiv erhalten. Selbst
nach Adjustierung fur alle oben erwahnten Faktoren zusammen konnte ein erhdhter
suPAR-Spiegel das Risiko fur die primaren Endpunkte mit einer hazard-ratio von 1,61 fir
das Gesamtkollektiv und 2,22 fur das ACS-Kollektiv vorhersagen. Beachtenswert ist hier
insbesondere auch die hdhere hazard-ratio flr kardiovaskular bedingte Todesfélle (1,74
nach Adjustierung fir alle oben genannten Variablen) im Vergleich zu nicht tddlichen
kardiovaskularen Ereignissen (1,35 nach Adjustierung fir alle oben genannten Variablen)

sowie dem kombinierten Endpunkt im Gesamtkollektiv.
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5. Diskussion und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der suPAR als blutbasierter
Biomarker eine Aussage Uber das Risiko fur erneute Myokardinfarkte, beziehungsweisen
ein Versterben an einem kardiovaskularen Ereignis bei Patienten mit einer bekannten KHK
ermoglicht. Dabei konnte ebenfalls dargelegt werden, dass eine Risikoeinschatzung auch
unabhangig vom Vorliegen weiterer klinisch etablierter Risikofaktoren mdglich ist. Dabei ist
jedoch zu beachten das die Vorhersagekraft unter Hinzunahme der klassischen
Risikofaktoren ansteigt. Der von uns untersuchte blutbasierte Biomarker scheint somit ein
interessanter Ansatzpunkt flr die Risikostratifizierung bei Patienten mit einer
nachgewiesenen KHK zu sein und liefert, auch Gber die bekannten Risikofaktoren hinaus,
Hinweise flr eine hohere Mortalitat in diesem Patientenkollektiv. Dies bietet eine potenzielle
Grundlage fur eine individualisierte Pravention.

Limitiert wird die Aussagekraft der vorliegenden Daten zum einen durch eine begrenzte,
wenn auch relativ grof3e, untersuchte Population. Weitere Untersuchungen eines gréReren
Kollektivs erscheinen daher sinnvoll. Weiterhin ist die Rekrutierung der Studienpopulation
bereits mehrere Jahre zurlckliegend. Innerhalb des Zeitraums, der zwischen der
Rekrutierung der Studienteilnehmer und der Untersuchung liegt, haben sich bedeutende
Neuerungen in der Diagnostik und Therapie der KHK ergeben. So wurde innerhalb der
vergangenen zwanzig Jahre unter vielen weiteren Therapiemoglichkeiten eine
hochdosierte Statintherapie in die internationalen Leitlinien aufgenommen (Stone et al.
2014). Somit erscheint eine Wiederholung der Studie mit einem neu rekrutierten
Studienkollektiv sinnvoll, um der verbesserten Prognose unter einer optimierten Therapie
Rechnung zu tragen. Inwieweit die hier erbrachten Ergebnisse auch unter einer optimalen
Therapie gemal} aktuellen Leitlinien reproduzierbar sind, bleibt dabei abzuwarten.

Eine weitere Limitation der hier vorliegenden Ergebnisse ergibt sich aus der deutlichen
Unterrepréasentanz weiblicher Individuen. Aufgrund der hdheren Pravalenz einer
(diagnostizierten) KHK in der mannlichen Bevodlkerung ergibt sich eine deutliche
Uberreprasentanz mannlicher Teilnehmer. Dies ist ein in der kardiovaskularen Forschung

bekanntes Phanomen.

Des Weiteren wurde fir die Diagnose einer KHK eine lediglich 30%ige Stenose einer
Koronararterie verlangt. Dies ist eine vergleichsweise geringe Stenosierung Dies konnte
dazu geflhrt haben, dass in die hier vorliegende Arbeit auch Individuen mit einer geringen
Wahrscheinlichkeit fuir eine Progredienz einer KHK im Untersuchungszeitraum von median
3,5 Jahren eingeschlossen wurden.

Ein weiterer, nicht zu unterschatzender, Faktor ist das Fehlen einiger Laborparameter des

untersuchten Kollektivs. So fehlen bei 218 von 1703 eingeschlossenen Probanden (12,8 %
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des Gesamtkollektiv, 9,5% des SAP-Kollektiv und 18,5% des ACS-Kollektivs) die Werte fir
hs-Tnl. Diese waren zum Zeitpunkt der Datenakquise nicht bestimmt worden und liel3en
sich nachtraglich aus den asservierten Proben nicht verlasslich bestimmen (Egger et al.
2018). Zudem fehlten bei 36 Individuen des Gesamtkollektiv (2,1%) die Werte fur CRP und
NT-proBNP.

Zusammenfassend ist der suPAR ein blutbasierter Biomarker, welcher gemaf den hier
vorliegenden Ergebnissen, eine Risikostratifizierung von Patienten mit einer
nachgewiesenen KHK, auch unabhangig vom Vorliegen weiterer Risikofaktoren, erlaubt.
Inwiefern sich diese verbesserte Risikostratifizierung reproduzieren Iasst, welche
therapeutischen Konsequenzen sich daraus ergeben und wie sich dies im klinischen Alltag
etablieren Iasst bleibt abzuwarten. Hervorzuheben ist die nach aktuellem Wissensstand
fehlende circadiane Rhythmik, welche die Bestimmung des suPAR zu jedem Zeitpunkt
ermoglicht (Riisbro et al. 2001). Zukunftig ist hierdurch mdglicherweise eine exaktere
Einteilung in Patienten mit einem niedrigen und einem hohen Risiko flr erneute
kardiovaskulare Ereignisse maoglich.

Mit zunehmendem Verstandnis der Pathophysiologie und Bedeutung der Inflammation als
eine Ursache der KHK bieten sich hier zukinftig unter Umstanden auch Mdéglichkeiten einer
Identifikation von Patienten, welche einer gezielteren und individualisierten

antiinflammatorischen Therapie zugefihrt werden kdnnten.
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6. Zusammenfassung

6.1 Deutsch
Die koronare Herzkrankheit und die durch sie verursachten Todesfalle stellen eine

bedeutende Krankheitslast in unserer Gesellschaft dar. Zur zielgerichteten Pravention ist
es daher sinnvoll einen stabilen und von einer circadianen Rhythmik unabhangigen
Biomarker zu identifizieren, welcher eine interindividuelle Risikostratifizierung erlaubt.
Idealerweise sollte dieser Biomarker dabei moglichst unabhangig von bereits etablierten
Biomarkern sein beziehungsweise die Aussagekraft zusammen mit den klassischen

Risikofaktoren verbessern.

Ziel dieser Untersuchung war es den Iéslichen Urokinase-plasminogen aktivator Rezeptor
(suPAR), daraufhin zu untersuchen, ob er sich als unabhangiger Biomarker eignet eine
Risikostratifizierung Uber die klassischen Risikofaktoren hinaus zu ermdéglichen. Hierzu
wurden in einer Kohorte von n=1703 Patienten, welche eine koronarangiographisch
nachgewiesene KHK aufwiesen, die Serumspiegel des suPAR vor Beginn einer etwaigen
Therapie bestimmt. Dazu wurden bei Aufnahme in die Klinik und vor Beginn einer Therapie
venose Blutproben asserviert. Die Kohorte teilte sich dabei in 626 Patienten mit einem ACS
und 1077 Patienten mit einer SAP auf.

Die Auswertungen der Untersuchung zeigten eine verlassliche Korrelation der initialen
suPAR-Serumspiegel mit dem Risiko fur erneute Myokardinfarkte oder Tod durch ein
folgendes kardiovaskulares Ereignis. Dabei zeigte sich diese Assoziation auch nach
Adjustierung fur die etablierten Biomarker hsTnl, CRP und NT-proBNP, sowie die
klassischen Risikofaktoren Alter und Geschlecht, sowie aktiver Nikotinkonsum, Diabetes
mellitus, BMI, Hypertonie und Dyslipoproteinamie.

Der |I6sliche Urokinase-Plasminogen-Aktivator Rezeptor konnte somit als neuer
prognostischer Biomarker flr die Vorhersage unerwiinschter erneuter kardialer Ereignisse
dienen und daher hilfreich zur Planung einer gezielteren Sekundarpravention bei Patienten

mit einer bekannten KHK sein.
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6.2 English
Coronary heart disease and the deaths it causes represent a significant burden of disease

in our society. For targeted prevention, it therefore makes sense to identify a biochemical
stable biomarker that is independent of a circadian rhythm, which allows inter-individual risk
stratification. ldeally, this biomarker should be as independent as possible from already
established biomarkers or improve the informative value together with the classical
cardiovascular risk factors.

Aim of this investigation was to examine the soluble urokinase-plasminogen activator
receptor (sUPAR) to determine whether it is suitable as an independent biomarker to enable
risk stratification beyond the classic risk factors. For this purpose, the serum levels of suUPAR
were determined in a cohort of n=1703 patients who had a coronary heart disease proven
by coronary angiography before the start of any therapy. The venous blood samples were
collected upon admission to the clinic and before the start of any therapy. The cohort was
divided into 626 patients with acute coronary syndrome (ACS) and 1077 patients with
stabile angina pectoris (SAP).

The analyzes of the study showed a reliable correlation of the initial suPAR serum levels
with the risk of renewed myocardial infarction or death from a subsequent cardiovascular
event. This association was also shown after adjustment for the established biomarkers
hsTnl, CRP and NT-proBNP, as well as the classic risk factors age and gender, as well as
active nicotine consumption, diabetes mellitus, BMI, hypertension and dyslipoproteinemia.
The soluble urokinase plasminogen activator receptor could thus serve as a new prognostic
biomarker for the prediction of adverse cardiac recurrence events and therefore be helpful

for planning a more targeted secondary prevention in patients with known CAD.
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7. Abkilirzungsverzeichnis

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Abklrzungen und Akronyme

aufgeflhrt.

ACS Akutes Koronarsyndrom

AP Angina Pectoris

BMI Body-mass index

CKD-EPI Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
CRP C-reaktives Protein

eGFR geschatzte Glomerulare Filtrationsrate
EKG Elektrokardiogramm

GPI Glycosylphosphatidylinositol

hsTnl hochsensitives Troponin |

IAP Instabile Angina Pectoris

KHK Koronare Herzkrankheit

NSTEMI Nicht-ST-Streckenhebungsmyokardinfarkt
NT-proBNP  N-terminal brainnatriuretic peptide

PDGF Platelet-derived growth factor

SAP Stabile Angina Pectoris

SIRS Systemic inflammatory response syndrom

STEMI ST-Streckenhebungsmyokardinfarkt
suPARI&slichen Urokinase-Plasminogen-Aktivator Rezeptor

uPA Urokinase-Plaminosen-Aktivator
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