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Zusammenfassung

Kardiovaskulédre Erkrankungen gelten als die hdufigste Todesursache weltweit. Eine hohere
kardiorespiratorischer Fitness (KRF) ist mit einem geringeren Risiko fur Herz-Kreislauf-
Krankheiten und einer reduzierten Gesamtmortalitat verbunden. In jingster Zeit wird die Rolle
von Galektin-3 (Gal-3) als prognostischer Biomarker bei Patienten mit bereits bestehender
Herzinsuffizienz untersucht. In dieser Dissertation wurde analysiert, ob eine hohe KRF mit
ihren kardioprotektiven Eigenschaften auch bei Patienten ohne manifeste Erkrankung mit Gal-
3 assoziiert ist.

Galektine sind eine Gruppe von Proteinen, die eine Kohlenhydraterkennungsdomane enthalten.
Diese Doméne ermdglicht Gal-3 die Bindung von R-Galaktosid-Zuckerstrukturen und hiermit
die Regulierung der Aktivitét einer Vielzahl von Glykoproteinen. Auf diese Weise tbt Gal-3
multiple verschiedene Zellreaktionen aus. So kann Gal-3 beispielsweise die Aktivitat von
Fibroblasten und Makrophagen modulieren und wird mit mehreren organspezifischen
Erkrankungen, die durch Fibrose vermittelt werden, in Verbindung gebracht.

Ziel dieses Projektes ist es, den Zusammenhang zwischen der KRF und Gal-3 in einer grol3en
Stichprobe, der bevolkerungsbasierten Study of Health in Pomerania, zu untersuchen. Dabei
wurden Probanden und Probandinnen mit einer Vielzahl manifester Krankheiten wie
beispielsweise Herz- oder Niereninsuffizienz, chronischer Lungenerkrankung oder
Krebserkrankung, ausgeschlossen. Um den Einfluss des Geschlechts genauer zu untersuchen,
wurde im Anschluss an die geschlechtsspezifischen Analysen noch eine Stratifizierung nach
dem Menopausen-Status in der weiblichen Population durchgefhrt. Insgesamt wurden 1515
Teilnehmer*innen mit einem Durchschnittsalter von 49 Jahren, 48 % Manner, in die Analyse
einbezogen. Es wurden geschlechtsspezifische lineare Regressionsmodelle verwendet, um
KRF-Parameter und Serum-Gal-3 in Beziehung zu setzen. Alle Modelle wurden fir das Alter,
den aktuellen Raucherstatus und die eGFR angepasst.

Bei Mannern war eine um 1 I/min héhere maximale Sauerstoffaufnahme ( p -0,50 ng/mL)
invers mit Gal-3 assoziiert. Ahnlich war eine um 1 ml/min/kg hohere VOzpeak, die an das
Kdrpergewicht (  -0,0286 ng/mL) oder die Magermasse (3 -0,0022 ng/mL) angepasst war, bei
Ménnern mit weniger Gal-3 assoziiert. Eine 1 Watt hohere Leistung (B -0,0078 ng/mL), oder
die fur das Gewicht adjustierte Leistung (p -0,3983 ng/mL) war mit niedrigerem Gal-3
assoziiert. Wir fanden keine signifikante Assoziation der VOzpeak, oder der VO2peak adjustiert
flr die Magermasse, mit Gal-3 bei den Frauen. Im Gegensatz dazu war eine um 1 ml/min/kg

héhere fur das Korpergewicht adjustierte VOzpeak signifikant mit einem um -0,0064 ng/mL

7



geringeren Gal-3 assoziiert. Hinsichtlich der maximalen Leistung war eine Steigerung um 1
Watt mit einem um -0,0049 ng/mL geringeren Gal-3 assoziiert. Wenn die Leistung an das
Kdrpergewicht angepasst wurde, war ein Anstieg um 1 Watt mit einem um 0,8718 ng/mL
reduzierten Gal-3 assoziiert.

Der spezifische biologische Mechanismus, der unseren Beobachtungen zugrunde liegt, ist
bisher unklar. Unsere Ergebnisse konnten zu der Annahme fiihren, dass Geschlechtshormone
eine Rolle bei den geschlechtsspezifischen Assoziationen von Gal-3 und dem kardiovaskularen
System spielen. Wir konnten jedoch keine Hinweise darauf finden, dass diese Beobachtung auf
den Status der Menopause zurtickzuftihren war, da wir keine Unterschiede zwischen préa- und
postmenopausalen Frauen fanden.

Unsere Ergebnisse konnten fur die praventive Kardiologie von Interesse sein. Insbesondere ist
bekannt, dass korperliches Training sowohl die VO2max verbessert als auch Fibrose reduziert.
Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass niedrigere Gal-3-Konzentrationen moglicherweise
einen potenziellen Mechanismus darstellen, der diese Beobachtung erklaren kénnte. Gal-3
konnte somit das Potential haben, zukinftig als prognostischer geschlechtsspezifischer
kardiovaskularer Risikofaktor genutzt zu werden. Weitere Untersuchungen sind erforderlich,
um mdogliche geschlechtsspezifische Assoziationen und deren zugrunde liegenden
Mechanismen zwischen der KRF und Gal-3 zu bestéatigen und vollstdndig zu verstehen.
Zukinftig konnten Gal-3-Inhibitoren eine Rolle bei der Pravention kardiovaskularer
Erkrankungen spielen.



1. Einleitung

1.1 Kardiorespiratorische Fitness

Kardiovaskuldre Erkrankungen gelten als die h&ufigste Todesursache weltweit [1,2]. Ein
hoheres Mal? an kardiorespiratorischer Fitness (KRF) ist mit einem geringeren Risiko flr Herz-
Kreislauf-Krankheiten und einer reduzierten Gesamtmortalitat verbunden [3,4,8]. Definiert
wird die KRF als die Fahigkeit des respiratorischen und kardiovaskuldren Systems zur
Versorgung der Muskulatur mit ausreichend Sauerstoff, um eine aerobe Energiegewinnung zu
ermoglichen [5]. Meist wird sie als relative maximale Sauerstoffaufnahme (VOzmax)
angegeben, die anhand von Laufband- oder Fahrradbelastungstest ermittelt werden kann.
Beeinflusst wird die KRF durch eine Vielzahl von Komponenten wie genetischen Faktoren,
dem Geschlecht und der Leistungsfahigkeit des Herz-Kreislauf-Systems. Hinzu kommen des
Weiteren Faktoren, die durch das Verhalten beeinflusst werden wie der Rauchstatus, das
Gewicht oder die korperliche Aktivitat [6,7].

VVon der KRF abzugrenzen ist die korperliche Aktivitat, welche Handlungen umfasst, die aus
einem gesteigerten Energieverbrauch durch statische und dynamische Muskelkontraktionen
resultieren [7,9,10].

1.2 Galektin-3

Galektine sind eine Gruppe von Proteinen, die eine Kohlenhydraterkennungsdoméne
(carbohydrate recognition domane, CRD) enthalten. Diese Doméne ermdglicht Galektin-3
(Gal-3) die Bindung von R-Galaktosid-Zuckerstrukturen und hiermit die Regulierung der
Aktivitat einer Vielzahl von Glykoproteinen [11]. Auf diese Weise ubt Gal-3 multiple
verschiedene Zellreaktionen aus [12]. Exprimiert wird Gal-3 in vielen Zellpopulationen sowohl
im Nukleus, als auch im Zytoplasma oder auf der Zelloberflache [13]. In den extrazelluldren
Raum wird es vor allem von Makrophagen sezerniert, wo eine Interaktion mit Zelloberflachen-
Rezeptoren stattfindet wodurch transmembrane Signalwege induziert werden kdnnen [14].
Gal-3 kann somit die Zellproliferation, Zelladhé&sion und Zellmigration, die Apoptose,
Angiogenese und insbesondere die organspezifische Fibrose beeinflussen [15].
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Abb.1 Biologische Funktionen von Galektin-3

1.3 Galektin-3 und Fibrose

Gal-3 kann die Aktivitdt von Fibroblasten und Makrophagen modulieren und wird mit
mehreren organspezifischen Erkrankungen, die durch Fibrose vermittelt werden, in
Verbindung gebracht. In jungster Zeit wird die Rolle von Gal-3 als prognostischer Biomarker
fiir Fibrose und Herzinsuffizienz untersucht [16]. Hohere Gal-3-Spiegel sind des Weiteren mit
einer erhéhten kardiovaskuldren Mortalitat verbunden [17-19]. Insbesondere im Hinblick auf
die Herzinsuffizienz waren hohere Plasma Gal-3-Spiegel mit einer groReren Mortalitat bei
akuter und [20] kompensierter Herzinsuffizienz verbunden [21]. Demnach konnte Gal-3 als
friher Biomarker fiir verschiedene Erkrankungen dienen, um friihe Préventionsmalinahmen zu
ermdoglichen. Der therapeutische Einsatz von Gal-3-Inhibitoren zeigte in der Vergangenheit
Potenzial zur Vorbeugung von kardiovaskuldren Erkrankungen [22—24].
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Diese Gal-3-Inhibitoren verhindern das myokardiale Remodelling, indem sie den fibrotischen
Umbau des Myokards hemmen und damit eine linksventrikulare Dysfunktion bis hin zur
Herzinsuffizienz minimieren [25].

In der allgemeinen Bevolkerung konnten bei Frauen hohere Gal-3-Werte im Vergleich zu
Ménnern gefunden werden [26,27]. Es wurde vermutet, dass potentielle geschlechtsspezifische
Auswirkungen von Gal-3 durch einen hoheren Anteil der Kdrperfettmasse bedingt sind. Bei
Patienten mit Herzinsuffizienz konnten jedoch keine erhéhten Gal-3 Plasmaspiegel bei Frauen
gefunden werden [28]. Ob das Geschlecht die Assoziation von Gal-3 mit kardiovaskuléren

Endpunkten modifiziert war bisher noch nicht einzuschéatzen.

1.4 Fragestellung

Ob eine hohe KRF mit ihren kardioprotektiven Eigenschaften mit Gal-3 zusammenhangt und,
ob das Geschlecht diese Assoziation modifiziert, ist bisher unklar. Ziel dieser Studie war es,
den Zusammenhang zwischen der KRF und Gal-3 in einer groflen Stichprobe, der
bevolkerungsbasierten Study of Health in Pomerania (SHIP-TREND-0), zu untersuchen. Dabei
wurden Probanden und Probandinnen mit einer Vielzahl manifester Krankheiten
ausgeschlossen. Um den Einfluss des Geschlechts genauer zu untersuchen, wurde im
Anschluss an die geschlechtsspezifischen Analysen noch eine Stratifizierung nach dem

Menopausen-Status in der weiblichen Population durchgefihrt.
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2. Methoden

2.1 Studiendesign

Wir verwendeten Daten der bevolkerungsbasierten Study of Health in Pomerania (SHIP-
TREND-0) aus Nordostdeutschland. Uber die Rekrutierungsstrategie und das Studiendesign
wird an anderer Stelle berichtet [29]. Kurz zusammengefasst wurde SHIP-TREND-0 zwischen
2008 und 2012 durchgefuhrt. Eine geschichtete Zufallsstichprobe von 8826 Personen im Alter
von 20-79 Jahren wurde aus Bevolkerungsregistern gezogen. Insgesamt nahmen 4420
Personen an der Basisuntersuchung teil. Die Studie wurde von der Ethikkommission der
Universitat Greifswald genehmigt und steht im Einklang mit der Deklaration von Helsinki.
Alle Studienteilnehmer*innen erklérten vor der Teilnahme schriftlich ihr Einverstandnis.
Zunachst wurden alle Probanden und Probandinnen eingeschlossen, die sich fur die Teilnahme
an einem kardiopulmonalen Belastungstest (CPET) entschieden. Ausgeschlossen wurden
Personen mit einer linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) < 40 % (n= 18), einem
vorausgegangenen Myokardinfarkt (n= 31), Vorhofflimmern (n= 86), einer chronischen
Lungenerkrankung (n= 183), einer schweren Nierenerkrankung (geschatzte glomeruldre
Filtrationsrate [eGFR] < 30 ml/min/mm?) (n= 36), einer Krebserkrankung in der VVorgeschichte
(n=111) und extremen Werten fur Gal-3 (< 1. Perzentil; > 99. Perzentil) (n= 21) (Abbildung
2).

Insgesamt wurden 1515 Teilnehmer*innen mit einem Durchschnittsalter von 49 Jahren (IQR:

39 - 59 Jahre, 48 % Manner) in die Analyse einbezogen.
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Abb.2 Studiendesign: Flowchart der Ausschlusskriterien

2.2 Interview, medizinische und Laboruntersuchung

Die Daten zum Alter, dem Geschlecht und zur medizinischen Vorgeschichte wurden durch
standardisierte computergestltzte personliche Interviews erhoben. Alle Teilnehmer*innen
wurden einer umfassenden standardisierten medizinischen Untersuchung unterzogen. Die
anthropometrischen Messungen umfassten GrofRe und Gewicht auf der Grundlage der
Empfehlungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO). Der Body-Mass-Index (BMI) wurde
berechnet, indem das Gewicht (kg) durch das Quadrat der KorpergréRRe (m) geteilt wurde.
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Allen Probanden und Probandinnen wurde zwischen 7 Uhr morgens und 13 Uhr nachmittags
in nicht niichternem Zustand in Rickenlage eine venodse Blutprobe enthommen. Die Proben
wurden bei -80 °C in der Integrated Research Biobank (Liconic, Lichtenstein) der
Universitatsmedizin Greifswald [30] gelagert und gemdR den dortigen Bestimmungen
verwendet. Die Serumspiegel von Gesamtcholesterin, Low-Density-Lipoprotein (LDL-C),
High-Density-Lipoprotein (HDL-C) und Triglyceriden wurden photometrisch bestimmt
(Hitachi 704, Roche, Mannheim, Deutschland). Die Gal-3-Konzentrationen im Plasma wurden
mit einem quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay (R&D Systems, Abingdon, UK)
bestimmt. Die geschatzte glomerulare Filtrationsrate (eGFR) wurde nach Levey et al. berechnet
(eGFR = 186 x (Plasmakreatininkonzentration x 0,0113118) -1,154 x Alter - 0,203),
multipliziert mit 0,742 fur weibliche Probandinnen und ausgedriickt als mL/min/1,73 m [31].
Der Menopausen-Status wurde anhand eines Fragebogens zum Ausbleiben der Menorrhoe
ermittelt. Diabetes mellitus wurde definiert als ein glykosylierter Hdmoglobin-Alc-Wert
(HbAlc) > 6,5 %, eine antidiabetische Medikation (anatomischer, therapeutischer und
chemischer [ATC] Code: A10) oder als Selbstauskunft auf der Grundlage der Frage, ob eine
arztliche Fachperson jemals Diabetes mellitus diagnostiziert hatte. Der systolische und
diastolische Blutdruck wurde nach einer Ruhezeit von 5 Minuten in sitzender Position am
rechten Arm gemessen. Mit jeweils einer dreiminltigen Pause wurden die
Blutdruckmessungen dreimal durchgefiihrt. Es wird der Durchschnittswert der zweiten und
dritten Messung angegeben. Geschultes und zertifiziertes Personal verwendete ein digitales
Blutdruckmessgerat (HEM-750CP, Omron Corporation, Tokio, Japan). Hypertensive
Studienteilnehmer*innen wurden entweder durch eine selbst angegebene antihypertensive
Medikation (ATC: C02, C03, C07, C08 und C09) oder einen systolischen Blutdruck von tiber
140 mmHg und einen diastolischen Wert von mehr als 90 mmHg identifiziert.
Zweidimensionale M-Mode-Echokardiographie wurde mit dem Vivid-I-System (GE Medical
Systems, Waukesha, WI, USA) durchgefiihrt, wie an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben
[29]. Die Messung der LVEF erfolgte geméR den Richtlinien der American Society of
Echocardiography [32].
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2.3 Belastungstest

Die KRF-Parameter wurden mittels standardisiertem CPET auf einem Fahrradergometer
(Ergoselect 100, Ergoline, Bitz, Deutschland) nach einem modifizierten Jones-Protokoll [33,
34] gemessen. Auf eine drei-minutige Ruhephase folgte eine Minute Radfahren ohne Belastung
(20 Watt) bei 60 U/min. Danach wurde die Belastung in Schritten von 16 Watt pro Minute
gesteigert. Vor dem Test wurden die Probanden und Probandinnen ermutigt bis zur maximalen
Erschopfung weiterzumachen, anschlielende wurde wahrend der Belastung keine weitere
Ermutigung gegeben. Der Belastungstest konnte entweder von der Testperson aufgrund von
Symptomen wie Erschépfung, Dyspnoe oder Mudigkeit oder vom behandelnden Arzt/ der
behandelnden Arztin aufgrund von EKG-Auffalligkeiten abgebrochen werden. Alle Tests
wurden in Raumluft gemé&R den aktuellen Richtlinien fiir Belastungstests durchgefuhrt, wobei
das EKG, der Blutdruck und die Sauerstoffsattigung kontinuierlich Gberwacht wurden.

2.4 Gasaustausch-Variablen

Waéhrend des CPET wurde der Gasaustausch Atem fur Atem mit einem OxyconPro und einer
Rudolf-Maske (JAGER/VIASYS Healthcare System, Hoechberg, Deutschland) gemessen.
Dabei wurden folgende Parameter wurden gemessen: Tidalvolumen (VE), Sauerstoffaufnahme
(VO2) und Kohlendioxidabgabe (VCO>). Darliber hinaus wurde die Messung kontinuierlich
mit einer Pulsoxymetrie, einer Blutdruckmessung und einem EKG gekoppelt. Die maximale
Sauerstoffaufnahme wurde als der hdchste 10-Sekunden-Durchschnitt der VO, wéhrend der

Spétphase der Belastung oder der Friihphase der Erholung definiert.

2.5 Statistik

Um die mannliche und weibliche Studienpopulation zu beschreiben, wurden altersspezifische
VOomax-Quartilen verwendet. Fir die Berechnung der altersspezifischen Quartilen
unterteilten wir die Studienpopulation in Altersstrata in Schritten von zehn Jahren und
berechneten die Quartile fur jedes dieser Strata. Kontinuierliche Daten werden als Median (25.
Quiartil; 75. Quartil) angegeben. Nominale Daten werden als Prozentsatze angegeben. Die
unabhdngige Variable ist die KRF, wéhrend die abhdngige Variable Gal-3 ist. Zundchst wurde
eine mogliche Interaktion fiir das Geschlecht zwischen der Assoziation der KRF und Gal-3 in

dem vollstandig angepassten multivariablen Regressionsmodell untersucht.

15



Danach wurden geschlechtsspezifische lineare Regressionsmodelle verwendet, um KRF-
Parameter und Serum-Gal-3 in Beziehung zu setzen. Alle Modelle wurden flr das Alter, den
aktuellen Raucherstatus und die eGFR angepasst. Die Normalitat und Homoskedastizitat der
Residuen wurden anhand von Histogrammen, Kernel-Density-Plots, Q-Q-Plots und Residuen-
vs-fitted-Plots bewertet. Potenzielle nichtlineare Zusammenhénge wurden mit eingeschréankten
kubischen  Splines [35] getestet. Um  festzustellen, ob die beobachteten
Geschlechtsunterschiede mit dem Menopausen-Status zusammenhingen, wurde eine
Sensitivitatsanalyse durchgefiihrt, bei der die weiblichen Studienteilnehmerinnen auf der
Grundlage ihres Menopausen-Status stratifiziert wurden. Alle Berechnungen wurden in SAS
9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA) durchgefiihrt. Statistische Signifikanz wurde definiert als
p < 0,05.
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Abb. 3 Gerichteter azyklischer Graph zur Darstellung des potentiellen Zusammenhangs der
kardiorespiratorischen Fitness und Galektin-3. Confounder sind in Rot gekennzeichnet [27].
BMI, body mass index; KRF, kardiorespiratorische Fitness; eGFR, glomerulare
Filtrationsrate; LVEF, linksventrikulare Ejektionsfraktion
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3. Ergebnisse

3.1 Deskriptive Statistik

Insgesamt wurden 1515 Teilnehmende mit einem Medianalter von 49 Jahren (IQR: 39 - 59
Jahre, Maénner 48%) in die Analyse einbezogen. Die deskriptive Beschreibung der
Studienpopulation nach VO2max-geschlechts- und altersspezifischen Quartilen fur Manner
und Frauen wird jeweils in Tabelle 1 und Tabelle 2 dargestellt. Studienteilnehmende mit einer
niedrigeren VO;max zeigten eine signifikant héhere korperliche Inaktivitat, hatten einen
héheren BMI und rauchten haufiger, unabhéngig des Geschlechts. Zusatzlich war eine hohere
VVO2max auch mit einer htheren Magermasse verbunden. Unterschiede in der VO,max standen
in keinem signifikanten Zusammenhang mit einem Bluthochdruck, der eGFR oder dem
metabolischen Syndrom. Bei den Mannern korrelierte die VOzmax nicht mit der Fettmasse,
wahrend hohere VO,max-Level bei Frauen mit einer groReren Fettmasse verbunden waren.
Dariiber hinaus waren die Gal-3-Plasmaspiegel bei Frauen im Allgemeinen hoher als bei

Mannern.
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Tabelle 1 Deskriptive Charakteristika der mannlichen Stichprobe nach alters- und

geschlechtsspezifischen VO2max Quartilen

VO, max Quartilen

| 1 11 v
mL/min 1687 - 2200 2100- 2633 2363- 2968 2813- 3447 p for trend
n 178 177 188 184
Alter (Jahre) 49 (39; 59) 48 (39;59) 50 (40;60) 49 (39; 59) 0.91
Galektin-3 (ng/mL) 7.31(5.37;9.07)  7.02 (5.60: 8.49) 7.02 (5.66;8.30) 6.63 (5.32; 7.96) 0.12
KorpergroRe (cm) 175 (170; 180) 176 (172; 180) 177 (174; 181) 180 (175; 184) <.01
Kdrpergewicht (kg) 81.9 (75.1; 91.5) 82.4(76.9; 92.7) 86.8 (79.8; 95.6) 88.9 (81.6; 98.6) <.01
Taillenumfang (cm) 93.0(86.2;102.3)  93.0(85.6;99.4)  94.1(87.0;104.0) 94.0 (86.6; 101.5) 0.59
Hiftumfang (cm) 99.5(95.5; 103.9)  99.5(94.5,104.0)  100.8 (96.6; 106.2) 101.1 (97.3; 107.8) <.01
Risikofaktoren eGFR (mL/min/1,72 mm?) 89.9 (88.7;110.7)  99.4 (91.0; 109.2)  98.9(91.1;106.3)  97.6 (88.9; 108.4) 0.64
Bluthochdruck (%) 47.46 52.54 49.20 40.76 0.15
Diabetes (%) 8.99 791 7.98 5.98 0.75
Metabolisches Syndrom (%) 35.84 26.86 32.80 22.95 0.03
Korperliche Inaktivitat (%) 44.38 24.86 26.06 16.30 <.01
BMI (kg/m?) 27.0 (24.5; 29.5) 27.1(24.8;29.4) 27.7 (25.5; 30.7) 27.8(25.3; 30.4) 0.04
HbAlc (%) 5.3 (4.9;5.7) 5.3 (5.0;5.6) 5.3 (5.0;5.5) 5.2 (4.9; 5.6) 0.30
Raucherstatus Nicht-Raucher (%) 21.91 28.81 29.79 44,57 <.01
Ex-Raucher (%) 36.52 46.33 49.47 46.20 <.01
Raucher (%) 41.57 24.86 20.74 9.24 <.01
BIA Fettmasse (kg) 19.2(15.2;23.8)  19.3(15.6;24.4)  20.8 (15.5; 25.4) 19.7 (15.6; 24.8) 0.42
Magermasse (kg) 63.3 (58.2; 68.4) 64.3 (59.7; 70.6) 67.4 (63.0; 72.5) 69.5 (64.8; 74.7) <.01
CPET Watt max 164 (132; 180) 196 (164; 228) 212 (180; 244) 244 (212; 276) <01
HF max 154 (137; 171) 166 (150; 181) 166 (147; 179) 171 (162; 181) <.01
VO,@AS (mL/min) 900 (850; 1000) 1100 (1000; 1250) 1200 (1100; 1350) 1400 (1300; 1550) <.01
VEICO, 35 (31; 40) 35(31; 38) 35(31; 38) 35 (31; 38) 0.28
VE/CO2@AT 27 (25; 30) 26 (24; 28) 25 (24; 28) 25 (23; 27) <.01
VE/CO, max 30 (27; 33) 30 (27; 29) 30 (26; 32) 30 (27;33) 0.32
VE/CO; slope 28 (25; 30) 27 (24; 29) 26 (24; 29) 26 (24;28) <.01

Die kontinuierlichen Werte werden als Median mit 25. und 75. Perzentil, kategorische

Variablen als Prozentsatz angegeben. eGFR, estimated glomerular filtration rate; BMI, Body-

Mass-Index; HF max, maximale Herzfrequenz; VO.@AT, maximale Sauerstoffaufnahme an

der anaeroben Schwelle; BIA, bioelektrische Impedanz-Analyse.
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Tabelle 2 Deskriptive Charakteristika der weiblichen Stichprobe nach alters- und

geschlechtsspezifischen VO2max Quartilen

VO,max Quartilen

| 1 11 [\
mL/min 1104- 1373 1390- 1650 1559- 1878 1882- 2200 p for trend
n 195 194 198 201
Alter (Jahre) 49 (39; 60) 48 (39; 59) 49 (39; 60) 49 (39; 60) 0.98
Galektin-3 (ng/mL) 7.34(6.01;9.32)  7.33(5.86;8.83)  7.78(6.14;9.05)  7.50 (6.24; 9.15) 0.52
KorpergroRe (cm) 163 (158; 167) 164 (159; 168) 165 (161; 169) 167 (163; 171) <.01
Korpergewicht (kg) 64.8(57.4;73.6)  68.5(62.3;75.2)  73.0(63.6;80.7)  74.7(66.4; 83.0) <01
Taillenumfang (cm) 78.5(71.7; 87.5) 79.5(72.5;87.7) 81.6 (75.0; 91) 82.8 (75.1; 92.0) <.01
Hiftumfang (cm) 96.0(90.8; 104.4)  98.0(93.5;106.5) 101.5(94.0;108.0) 101.5(94.0;108.0) <01
Risikofaktoren eGFR (mL/min/1,72 mm?) 985 (89:1;108:5)  99.1(87.0;109.1)  97.4(86.4;106.4)  97.3 (84.9; 107.4) 0.42
Bluthochdruck (%) 3333 29.53 33.84 30.35 0.74
Diabetes (%) 4.62 7.22 8.08 2.99 011
Metabolisches Syndrom (%) 15.38 15.71 16.92 11.50 0.46
Korperliche Inaktivitét (%) 40.51 26.29 24.75 12.94 <.01
BMI (kg/m?) 24.3(21.8;27.8) 25.7(23.1; 28.1) 26.4 (23.4;30.1) 26.9 (24.0; 30.6) <.01
HbAlc (%) 5.1 (4.8;5.4) 5.1 (4.8;5.4) 5.2 (4.8;5.6) 5.2 (4.8;5.5) 0.28
Rauchstatus Nicht-Raucher (%) 40.00 48.45 47.98 48.26 0.06
Ex-Raucher (%) 28.72 30.93 32.83 32.84 0.06
Raucher (%) 31.28 20.62 19.19 18.91 0.06
BIA Fettmasse (kg) 20.7 (15.4;26.6) 227(17.6;27.1)  24.9(18.3;314) 258 (19.7;31.4) <.01
Magermasse (kg) 44.1 (41.0; 47.7) 46.5 (43.6; 48.5) 47.2 (44.5; 51.5) 49.3 (46.5; 52.6) <.01
CPET Watt max 116 (84; 116) 132 (116; 132) 148 (116; 148) 164 (148; 180) <01
HR max 155 (133; 169) 160 (142; 173) 164 (146; 173) 164 (151; 176) <.01
VO2@AT (mL/min) 700 (650; 800) 800 (750; 900) 900 (800; 950) 1050 (900; 1200) <.01
VEICO, 35(31; 38) 35 (32; 40) 35(31; 37) 35(31;38) 0.18
VE/CO2@AT 28 (25; 30) 27 (24; 29) 26 (25; 28) 26 (24;28) <.01
VE/CO, max 30 (27;33) 29 (26; 33) 29 (26; 32) 29 (26; 31) 0.02
VE/CO; slope 28 (25; 30) 27 (25; 29) 27 (24; 28) 26 (24;28) <.01

Die kontinuierlichen Werte werden als Median mit 25. und 75. Perzentil, kategorische

Variablen als Prozentsatz angegeben. eGFR, estimated glomerular filtration rate; BMI, Body-

Mass-Index; HF max, maximale Herzfrequenz; VO.@AT, maximale Sauerstoffaufnahme an

der anaeroben Schwelle; BIA, bioelektrische Impedanz-Analyse.
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3.2 Assoziation zwischen der kardiorespiratorischen Fitness mit Galektin-3

Die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse werden in Tabelle 3 dargestellt. Bei Mannern
war die maximale Sauerstoffaufnahme invers mit Gal-3 assoziiert. Insbesondere war eine um 1
I/min hohere VO2peak signifikant mit 0,50 ng/mL niedrigerem Gal-3 verbunden. Ahnlich war
eine um 1 ml/min/kg héhere VOpeak, die an das Korpergewicht angepasst war, bei Mannern
mit -0,0286 ng/mL weniger Gal-3 assoziiert. Wenn die VOzpeak an die Magermasse angepasst
war, war eine um 1 ml/kg/min héhere VO2peak mit einem um -0,0022 ng/mL geringeren Gal-
3 korreliert. In Bezug auf die Leistung war eine 1 Watt héhere Leistung mit -0,0078 ng/mL
niedrigerem Gal-3 assoziiert. Bei der fir das Gewicht adjustierten Leistung, war eine
Steigerung um 1 Watt pro kg mit einem um 0,3983 ng/mL niedrigeren Gal-3 assoziiert. Wir
fanden keine signifikante Assoziation der VOzpeak, oder der VOzpeak adjustiert fir die
Magermasse, mit Gal-3 bei den Frauen. Im Gegensatz dazu war eine um 1 ml/min/kg héhere
fiir das Korpergewicht adjustierte VO2peak signifikant mit einem um -0,0064 ng/mL geringeren
Gal-3 assoziiert. Hinsichtlich der maximalen Leistung war eine Steigerung um 1 Watt mit
einem um -0,0049 ng/mL geringeren Gal-3 assoziiert. Wenn die Leistung an das Kdérpergewicht
angepasst wurde, war ein Anstieg um 1 Watt mit einem um 0,8718 ng/mL reduzierten Gal-3

assoziiert.

Table 3 Assoziation der kardiorespiratorischen Fitness mit Galektin-3 bei Méannern und
Frauen

Ménner Frauen
Estimate 95% ClI p-Wert | Estimate 95% ClI p-Wert
VOzpeak (I/min) -0.5003  -0.8068; -0.1938 <.01| -0.2046 -0.6541; 0.2449 0.37
VVOypeak/kg (ml/min/kg) -0.0286  -0.0052; -0.0005 0.02| -0.0064  -0.0092; -0.0035 <.01
VO,peak/Magermasse (ml/min/kg) -0.0022  -0.0043; -0.0007 0.04| -0.0019 -0.0421; 0.0050 0.12
Watt max (W) -0.0078  -0.1174; -0.0038 <.01| -0.0049 -0.0011; 0.0007 0.09
Watt max/kg (W/kg) -0.3983  -0.6920; -0.1046 <.01] -0.8718 -1.2145;-0.5292 <.01
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3.3 Einfluss der Menopause auf die Assoziation zwischen der kardio-
respiratorischen Fitness mit Galektin-3

Die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse fir die Assoziation zwischen der KRF und Gal-
3 bei Frauen, die nach dem Menopausen-Status stratifiziert sind, werden in Tabelle 4
dargestellt. Insgesamt waren 367 Frauen pra- und 421 postmenopausal. Bei den
pramenopausalen Frauen war eine um 1 L/Minute héhere VOzmax nicht mit Gal-3 assoziiert.
Wenn die VO2max fiir das Gewicht adjustiert wurde, war eine um 1 ml/min/kg hthere KRF mit
einem um -0,0640 ng/mL geringeren Gal-3 assoziiert. Bei prdmenopausalen Frauen fuhrte die
Anpassung der VOzmax an die Magermasse zu einer nicht signifikanten Beziehung zwischen
der KRF und Gal-3. Ebenso war bei den pramenstrualen Frauen die maximale Leistung nicht
mit Gal-3 assoziiert, wahrend die flir das Korpergewicht adjustierte Leistung signifikant mit
einem um -0,9412 ng/mL niedrigeren Gal-3 assoziiert war. Bei den postmenopausalen Frauen
war die VO2max nicht mit Gal-3 assoziiert. Eine um 1 ml/kg/min héhere fur das Korpergewicht
adjustierte VOomax, war mit einem um -0,0460 ng/mL geringeren Gal-3 verbunden. Die
Adjustierung an die Magermasse annullierte diese signifikante Assoziation. Die maximale
Leistung war nicht mit Gal-3 assoziiert. Eine um 1 Watt/kg hohere Leistung, die an Gewicht

angepasst wurde, war signifikant mit einem um -0,5748 ng/mL geringeren Gal-3 assoziiert.

Tabelle 4 Assoziation der kardiorespiratorischen Fitness mit Galektin-3 in der weiblichen
Stichprobe pré- und postmenopausal

Pramenopausal Postmenopausal
Estimate 95% ClI p-Wert | Estimate 95% ClI p-Wert
VOypeak (I/min) 0.3737 -0.5202; 0.5950 0.90| -0.2095 -0.9331;0.5140 0.57
VVOypeak/kg (ml/min/kg) -0.0640  -0.0099; -0.0293 <.01| -0.0460 -0.0927; 0.0009 0.05
VO,peak/Magermasse (ml/min/kg) | -0.0194 -0.0049; 0.0103 0.20| -0.0054 -0.0420; 0.0313 0.77
Watt max (W) -0.0021 -0.0095; 0.0053 0.58| -0.0036 -0.0012; 0.0050 0.41
Watt max/kg (W/kg) -0.9412  -1.3733; -0.5090 <.01| -0.5748 -1.1125;-0.0372 0.04
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4. Diskussion

Eine Reihe von Studien konnten bereits eine signifikante Assoziation zwischen Gal-3 mit
kardiovaskularen Risikofaktoren nachweisen. Jedoch gab es nur wenige Untersuchungen zum
Verhéltnis zwischen der KRF und Gal-3. Die meisten Studien konzentrierten sich dabei auf
Probanden mit manifesten Erkrankungen wie die Herzinsuffizienz [15-19]. Andere Studien
umfassten Patienten und Patientinnen mit Lungen- [23,36,37], Nieren- [22] oder Leberfibrose
[21], sowie einem erhdhtem Risiko fur chronische Nierenerkrankungen [22]. Im Gegensatz
dazu haben wir Daten aus einer bevolkerungsbasierten Kohorte verwendet und schlossen
Personen mit verschiedenen manifesten Erkrankungen aus, um das Verhaltnis der KRF und
Gal-3 zu untersuchen. Nach Anpassung an das Korpergewicht und andere Confounder, konnten
wir eine inverse Assoziation zwischen der KRF und Gal-3 bei Mé&nnern und Frauen finden.
Zudem konnten wir zeigen, dass die beobachteten Assoziationen bei Frauen unabhéngig vom
Menopausen-Status sind.

Interessanterweise zeigte eine frihere randomisierte kontrollierte klinische Studie bei
postmenopausalen Frauen, dass Hochintensitéts-Intervalltraining im Vergleich zu moderatem
kontinuierlichem Ausdauertraining die Genexpression von Gal-3 im Blut deutlich reduziert
[38]. In beiden Trainingsgruppen sank Gal-3 im Vergleich zum Ausgangswert, wéhrend Gal-3
in der Kontrollgruppe zunahm. Niedrigere Gal-3-Konzentrationen aufgrund von
Trainingsmalinahmen konnten daher ein modglicher Mechanismus fur die antifibrotischen
Wirkungen von Sport sein. In einer weiteren Studie, der HF-Action-Studie, war in den
Basischarakteristika eine niedrigere KRF mit einer hdheren Gal-3-Konzentration verbunden
[39]. Neben den bereits erwédhnten positiven Auswirkungen von Trainingsinterventionen
konnten die Ergebnisse der HF-Action-Studie einen zusétzlichen Mechanismus fir die
schadlichen fibrotischen Auswirkungen einer niedrigen KRF aufzeigen, der mdglicherweise
durch Gal-3 vermittelt wird. Leider wurde fir die HF-Action-Studie nicht berichtet, ob
Anderungen der VOzpeak in Zusammenhang mit Gal-3 stehen.

Bei Ausdauersportler*innen, die in der Regel eine hohere KRF als die Allgemeinbevolkerung
aufweisen, sind Gal-3-Werte zwar innerhalb des Normbereichs, aber hoher als bei gesunden,
vor allem sitzenden Kontrollpersonen [40]. Dies deckt sich mit der Annahme, dass ein lang
andauerndes Hochintensitatstraining das Risiko fiir eine kardiale Fibrose erhdhen kann. Bei
Patienten und Patientinnen mit chronischer Herzinsuffizienz erhthte das kdrperliche Training
die KRF, jedoch war diese Erhohung nicht mit Verdnderungen der Gal-3-Konzentration

assoziiert [41]. Die Autoren und Autorinnen kamen sogar zu dem Schluss, dass die

23



inkonsistenten unabhéngigen Assoziationen zwischen der KRF und Gal-3 den Nutzen flr die
Patienteniiberwachung einschranken. Insgesamt stlitzen sowohl unsere, als auch vorherige
Ergebnisse die Rolle von Gal-3 als Biomarker fir die KRF. Diese Beziehung kann jedoch vom
Geschlecht der Patient*innen, des Trainings- und Krankheitsstatus beeinflusst werden.

Besonders interessant sind die geschlechtsspezifischen Assoziationen zwischen der KRF und
Gal-3. Eine vorherige Studie berichtete auch geschlechtsbezogene Unterschiede in der
Assoziation von Gal-3 mit Herzinsuffizienz [26]. Die Analyse nutzte Daten von vier Kohorten
einer  bevolkerungsbasierten  Langsschnittstudie mit  22.756  Teilnehmern.  Die
Plasmakonzentrationen von Gal-3 waren bei Frauen stérker mit Herzinsuffizienz assoziiert als
bei Ménnern. Eine andere Studie untersuchte die Beziehung zwischen der Schwere von
Schlafapnoe und den Plasmaspiegeln von Gal-3, da Schlafapnoe mit einem erhéhten Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen verbunden ist [42]. Die Kohorte der Querschnittstudie umfasste
471 hispanische Amerikaner. Bei den Frauen mit mittelschwerer bis schwerer Schlafapnoe
konnten signifikant hohere Gal-3-Spiegel gefunden werden, nicht jedoch bei Mannern. Wir
konnten zeigen, dass die KRF, unabhangig der Adjustierung fiir andere Parameter, bei Mé&nnern
negativ mit Gal-3 assoziiert war, wahrend bei Frauen nur die Adjustierung an das
Korpergewicht eine signifikante inverse Assoziation zwischen der KRF und Gal-3 aufwies.
Demnach unterstitzen unsere Ergebnisse weiterhin die Hypothese, dass Gal-3 mdglicherweise
ein geschlechtsspezifischer Marker im Hinblick auf kardiovaskulére Risikofaktoren wie die
KRF oder Schlafapnoe sein konnte. Der spezifische biologische Mechanismus, der unseren
Beobachtungen zugrunde liegt, ist bisher unklar. Es gibt mehrere generelle Unterschiede
zwischen Frauen und Méannern, die die beobachteten Assoziationen beeinflussen kdnnen, wie
die Korperzusammensetzung, die Fettverteilung, die unterschiedliche
Muskelzusammensetzung oder die spezifischen Geschlechtshormone [43]. Daruber hinaus
konnten wir feststellen, dass die Gal-3-Spiegel bei Frauen im Allgemeinen héher sind als bei
Mannern. Diese Ergebnisse konnten zu der Annahme fiihren, dass Geschlechtshormone eine
Rolle bei den geschlechtsspezifischen Assoziationen von Gal-3 und dem kardiovaskuléren
System spielen. Wie zuvor erwdhnt, wird Gal-3 im Allgemeinen als Marker fir
organspezifische sowie systemische Fibrose betrachtet. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin,
dass geschlechtsspezifische Unterschiede beztiglich einer systemischen und organbezogenen
Fibrose vorliegen [44]. Es gibt starke Argumente daflr, dass die dieser Beobachtung
zugrundeliegende Biologie von Geschlechtshormonen gesteuert wird. Wahrend auch wir
geschlechtsspezifische Assoziationen zwischen der KRF und dem Fibrosemarker Gal-3 fanden,

fanden wir jedoch keine Hinweise darauf, dass diese Beobachtung auf den Status der

24



Menopause zurlckzufiihren war, da wir Kkeine Unterschiede zwischen pra- und
postmenopausalen Frauen fanden. Die KRF kann durch regelméaRige korperliche Betétigung
und Sport gesteigert werden, wodurch auch die Herzgesundheit verbessert werden kann. Die
Mechanismen, die diesen Beobachtungen zugrunde liegen, wurden von Tiermodellen
unterstitzt [45]. Ein groRer Nachteil ist jedoch, dass die meisten Untersuchungen ausschlief3lich
an mannlichen Tieren durchgefiihrt wurden. Daher sollte zukunftige Forschung mehr weibliche
Tiere einbeziehen, um unser Verstandnis der potentiellen geschlechtsbezogenen Bedeutung von
Gal-3 besser zu verstehen. Insgesamt sollten die geschlechtsspezifischen Assoziationen
zwischen kardiovaskuldrem Risiko und Gal-3, die von anderen [26] und von uns selbst

identifiziert wurden, in Zukunft weiter erforscht werden.

Die Stéarken unseres Studiendesigns sind die grolRe StichprobengréRe (n= 1.515) und der
bevolkerungsbasierte Ansatz. Diese konnten es ermdglichen, aus unseren Ergebnissen auf die
allgemeine Bevolkerung zu schlieBen. Zusétzlich wurden wahrend der Studie
hochstandardisierte Qualitatskontrollen durchgefiihrt. Allerdings mussen die Ergebnisse dieser
Studie dennoch im Kontext einiger Einschrankungen interpretiert werden. Da es sich um eine
Beobachtungsstudie mit Querschnittsanalyse zu einem Zeitpunkt handelt, konnen wir die
Richtung der untersuchten Assoziation nicht abschlieBend bestimmen. Eine weitere
Einschrankung ist, dass die Ergebnisse nicht direkt auf andere Ethnien anwendbar sind, da an
SHIP hauptsachlich Kaukasier*innen teilgenommen haben. Zuletzt kénnen wir zudem nicht

ausschlieBen, dass es noch weitere Storfaktoren gibt, die die Ergebnisse beeinflussen kdnnten.
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5. Schlussfolgerung

Zusammenfassend berichten wir, dass in unserer bevélkerungsbasierten Stichprobe, nach
Ausschluss von Probanden und Probandinnen mit einer Vielzahl bereits manifester
Krankheiten, die KRF invers mit Gal-3 assoziiert ist. Bei Mannern waren die VO.max-Werte
invers mit Gal-3 assoziiert, wéhrend die an das Korpergewicht adjustieren VO.max-Werte
unabhéngig vom Geschlecht invers mit Gal-3 assoziiert waren. Unsere Ergebnisse konnten flr
die praventive Kardiologie von Interesse sein. Inshesondere ist bekannt, dass korperliches
Training sowohl die VO>max verbessert als auch Fibrose reduziert [45]. Unsere Ergebnisse
deuten darauf hin, dass niedrigere Gal-3-Konzentrationen méglicherweise einen potenziellen
Mechanismus darstellen, der diese Beobachtung erklaren kénnte. Weitere Untersuchungen sind
erforderlich, um mogliche geschlechtsspezifische Assoziationen und deren zugrunde liegenden
Mechanismen zwischen der KRF und Gal-3 zu bestatigen und vollstandig zu verstehen. Gal-3
konnte somit das Potential haben zukinftig als prognostischer geschlechtsspezifischer

kardiovaskularer Risikofaktor genutzt zu werden.
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Abstract

Aims Low cardiorespiratory fitness (CRF) is associated with greater mortality and morbidity. Galectin-3 (Gal-3) is a prognostic
biomarker for fibrosis and heart failure. Gal-3 is also associated with a greater risk for cardiovascular mortality. Whether CRF is
related with Gal-3 is unclear. The objective of this study was to assess the sex-specific associations of CRF and Gal-3 levels in
the general population.

Methods Gal-3 concentrations were determined using a sandwich enzyme immunoassay in the population-based Study of
Health in Pomerania (SHIP-TREND-0). Sex-stratified linear regression models adjusted for age, current smoking status, and
renal function were used. Individuals with left ventricular ejection fraction (LVEF) <40%, previous myocardial infarction, atrial
fibrillation, chronic lung disease, severe renal disease (estimated glomerular filtration rate <30 mL/min/mm?), a history of
cancer, and extreme values for Gal-3 (<1st percentile; >99th percentile) were excluded.

Results A total of n = 1515 participants with a median age of 49 (IQR: 39-60 years, 48% males) were included. In men, a
1 L/min greater VO,peak was significantly related to 0.50 ng/mL (95% Cl —0.8068 to —0.1938, P < 0.01) less Gal-3. In males,
a 1 mL/min/kg higher VO,peak adjusted for body weight was associated with —0.0286 ng/mL (95% Cl —0.0052 to —0.0005,
P = 0.02) less Gal-3. When VO,peak was adjusted for lean mass 1 mL/kg/min more was correlated with a —0.0022 ng/mL
(95% Cl —0.0043 to -0.0007, P = 0.04) less Gal-3. In women, VO,peak (B —0.2046 95% Cl —0.6541 to 0.2449, P = 0.37) and
VO,peak adjusted for lean mass (f —0.0019 95% Cl —0.0421 to —0.0050, P = 0.12) were not related with Gal-3, whereas a
1 mL/min/kg higher VO,peak adjusted for body weight was significantly associated with a —0.0064 ng/mL lower Gal-3
(95% CI —0.0092 to -0.0035, P < 0.01). There were no differences between pre-menopausal and post-menopausal women.
Conclusions VO,peak was associated with Gal-3 only in men, but VO,peak adjusted for body weight in women and men. Our
results suggest that the adverse consequences of low CRF may be mediated by Gal-3. Further research is needed to
understand the sex-specific association between CRF and Gal-3 and whether they are clinically relevant.

Keywords Cardiorespiratory fitness; Galectin; Epidemiology
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Introduction Galectin-3 (Gal-3) is a member of the lectin family contain-
ing a carbohydrate-recognition-binding domain. This domain

Cardiovascular diseases are considered the most common enables the specific binding of B-galactosides to regulate the

cause of death worldwide.™? Low levels of cardiorespiratory
fitness (CRF) are related to a greater risk for cardiovascular
diseases, mortality, and morbidi‘cy.a'4 Further, a reduced CRF
is a strong predictor of cardiovascular diseases and all-cause
mortality.”

activity of glycoproteins. Through this, Gal-3 exerts pleiotropic
responses.® Gal-3 is secreted by macrophages into the
extracellular space where an interaction with cell surface
receptors takes place. This induces transmembrane signalling
pathways.” Gal-3 influences cell proliferation, cell adhesion
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and migration, apoptosis, angiogenesis, and especially organ
specific and systemic fibrosis.2 Recent research explores the
role of Gal-3 as a prognostic biomarker for organ fibrosis and
heart failure.® Higher Gal-3 levels are also associated with
increased cardiovascular mortality.'°™** More specifically with
regard to heart failure, higher circulating Gal-3 levels were
associated with greater mortality in acute and*® compensated
heart failure.** Therefore, Gal-3 may serve as an early
biomarker for various diseases allowing for earlier prevention
measures. The therapeutic use of Gal-3 inhibitors previously
demonstrated potential for prevention of cardiovascular
diseases.*>*’ Gal-3 inhibitors prevent cardiac remodelling by
interfering with myocardial fibrogenesis attenuating myocar-
dial fibrosis, left ventricular dysfunction, and potentially heart
failure.® Interestingly, potentially sex-specific effects of Gal-3
have been suggested due to greater adipose tissue in women.
In the general population, therefore, Gal-3 levels are higher in
women compared with men. Albeit, this is not true in patients
with heart failure.'® If sex modifies the association of Gal-3
and cardiovascular endpoints is yet to be determined.

Whether low CRF is related with Gal-3 is unclear. The
objective of this study was to explore the association of CRF
with Gal-3 in a large sample from the population-based Study
of Health in Pomerania (SHIP-TREND-0). Parameters for CRF
were peak oxygen uptake (VO,peak), VO,peak per kg
body weight (VO,peak/kg), and VO,peak per kg lean mass
(VO,peak/lean mass).

Methods
Study design and participants

We used data of the population-based Study of Health in
Pomerania (SHIP-TREND-0) from Northeast Germany.
Recruitment strategy and study design have been reported
elsewhere.?® Briefly, SHIP-TREND-0 was carried out between
2008 and 2012. A stratified random sample of 8826 individ-
uals aged 20-79 years was drawn from population registries.
A total of 4420 individuals participated in the baseline
examination. The study was approved by the ethics commit-
tee of the University of Greifswald and complies with the
Declaration of Helsinki. All study participants provided
informed written consent prior to participation.

Initially all subjects who chose to participate in cardiopul-
monary exercise testing (CPET) were included. Individuals
with left ventricular ejection fraction (LVEF) <40% (n = 18),
previous myocardial infarction (n = 31), atrial fibrillation
(n = 86), chronic lung disease (n = 183), severe renal disease
(estimated glomerular filtration rate [eGFR] < 30 mL/min/
mm?) (n = 36), a history of cancer (n = 111), and extreme
values for Gal-3 (<1st percentile; >99th percentile) (n = 21)
were excluded (Figure 1).

Figure 1 Flow chart of the analysis sample.

v

v

Interview and medical and laboratory
examination

Data on age, sex, and medical histories were obtained by
standardized computer-assisted personal interviews. All
participants underwent an extensive standardized medical
examination. Anthropometric measurements included height
and weight based on recommendations of the World Health
Organization (WHO). Body mass index (BMI) was calculated
by dividing weight (kg) by height (m) to the square. A
non-fasting venous blood sample was drawn from all subjects
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in supine position (between 7 a.m. and 1 p.m.). Samples were
stored at —80°C in the Integrated Research Biobank (Liconic,
Liechtenstein) of the University Medicine of Greifswald?** and
were used in accordance with its regulations. Plasma Gal-3
concentrations were determined using a quantitative
sandwich enzyme immunoassay (R&D Systems, Abingdon,
UK). The estimated glomerular filtration rate (eGFR) was
calculated according to Levey et al. [eGFR = 186 x (plasma
creatinine concentration x 0.0113118) 1*%* x age %299
multiplied by 0.742 for female subjects and expressed as
mL/min/1.73 m?.2*> Menopause status was assessed with a
questionnaire regarding absence of menorrhoea. Diabetes
mellitus was defined as a glycosylated haemoglobin Alc level
>6.5%, anti-diabetic medication [anatomic, therapeutic, and
chemical (ATC) code: A10] or as self-reported based on the
question of whether a physician had ever diagnosed diabetes
mellitus. Systolic and diastolic blood pressures were assessed
after a resting period of 5 min in a sitting position on the right
arm. With 3-min rest in between, the blood pressure
measurements were taken three times. The average of the
second and third measurements is reported. Trained and
certified staff used a digital blood pressure monitor
(HEM-750CP, Omron Corporation, Tokyo, Japan). Hyperten-
sive patients were identified by either self-reported antihy-
pertensive medication (ATC: C02, C03, C07, C08, and C09)
or a systolic blood pressure above 140 mmHg or a diastolic
value of more than 90 mmHg. Two-dimensional, M-Mode
echocardiography was performed using the Vivid-l system
(GE Medical Systems, Waukesha, WI, USA) as described in
detail elsewhere.?’° Measurement of the LVEF was performed
according to the guidelines of the American Society of
Echocardiography.®®

Exercise testing

CRF parameters were measured using standardized CPET on a
bicycle ergometer (Ergoselect 100, Ergoline, Bitz, Germany)
according to a modified Jones protocol.>*?® In short, 3 min
of rest was followed by 1 min of unloaded cycling (20 W) at
60 rpm. Afterwards, the workload was increased in steps of
16 W every minute. Prior to the test, subjects were
encouraged to reach maximal exhaustion, whereas no en-
couragement was provided during exercise. Exercise testing
was terminated by the subject due to exhaustion or by the
attending physician due to ECG abnormalities.

Gas exchange variables

During CPET, breath-by-breath gas exchanges were measured
by using an Oxycon Pro with a Rudolf's mask (JAGER/VIASYS
Healthcare System, Hoechberg, Germany). The following
parameters were assessed: tidal volume (VE), oxygen uptake

(VO,), and carbon dioxide uptake (VCO,). Furthermore, CPET
is coupled continuously with pulse oximetry, blood pressure,
and electrocardiogram. The VO,peak was defined as the
highest 10 s average of VO, during late exercise or early
recovery.

Statistics

Age-specific VO,peak quartiles are used to describe the male
and female study population, respectively. For the
age-specific quartiles, we stratified the study population by
10-year age strata and calculated the quartiles for each
stratum. Continuous data are presented as median (25th
quartile; 75th quartile). Nominal data are given as percent-
ages. The response variable was CRF, whereas the outcome
was Gal-3. Sex-specific linear regression models were used
to relate CRF parameters and serum Gal-3. All models were
adjusted for age, current smoking, and eGFR (Figure 2). The
normality and homoscedasticity of residuals were assessed
using histograms, kernel density plots, Q-Q plots, and resid-
uals-vs.-fitted plots. Potential non-linear associations were
tested with restricted cubic splines.?’” To assess whether the
observed sex differences were related to menopause status,
a sensitivity analysis that stratified female study participants

Figure 2 Directed acyclic graph for the potential association between
cardio-respiratory fitness and galectin-3. BMI, body mass index; CRF,
cardio-respiratory fitness; eGFR, estimated glomerular filtration rate;
Gal-3, galectin 3; LVEF, left ventricular ejection fraction.?®
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based on their menopause status was performed. All the cal-
culations were done in SAS 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA).
Statistical significance was defined as P < 0.05.

Results
General characteristics

A total of 1515 participants with a median age of 49 (IQR:
39-59 years, male 48%) were included in the analysis. The
population description according to VO,peak sex-specific
and age-specific quartiles for men and women are presented
in Tables 1 and 2, respectively. Study participants with low
VO,peak showed significantly greater levels of physical inac-
tivity, had a greater BMI, and smoked more often indepen-
dent of sex. In addition, higher VO,peak was also related to
more lean mass. Differences in VO,peak were not related
to hypertension, eGFR, or metabolic syndrome. In men,
VO,peak was not correlated to fat mass, whereas higher
VO,peak levels were associated with greater fat mass in
women. Furthermore, plasma Gal-3 levels in women were
generally higher than in men.

The association between CRF and Gal-3

The results of the linear regression analysis are shown in
Table 3. In men, VO,peak was inversely associated with
Gal-3. Specifically, a 1 L/min greater VO,peak was signifi-
cantly related to 0.50 ng/mL (95% Cl -0.8068 to -0.1938,
P < 0.01) less Gal-3. Similarly, a 1 mL/min/kg higher VO,peak
adjusted for body weight in males was associated to
—0.0286 ng/mL (95% Cl —0.0052 to —0.0005, P = 0.02) less
Gal-3. When VO,peak was adjusted for lean mass one
ml/kg/min more was correlated with a —0.0022 ng/mL
(95% ClI —0.0043 to -0.0007, P = 0.04) lower Gal-3. With
regard to workload, a 1 W greater resistance was associated
with —0.0078 ng/mL (95% ClI —0.1174 to —0.0038,
P < 0.01) less Gal-3. When workload was adjusted for body
weight, a 1 W per kg greater was related with 0.3983 ng/mL
(95% Cl -0.6920 to —0.1046, P < 0.01) less Gal-3.

We found no significant association of VO,peak (B
—0.2046 95% Cl —0.6541 to 0.2449, P = 0.37) and VO,peak
adjusted for lean mass (B —0.0019 95% Cl —0.0421 to
0.0050, P = 0.12) with Gal-3 in women. Contrary, a
1 mL/min/kg higher VO,peak adjusted for body weight was
significantly inversely associated with a —0.0064 ng/mL lower
Gal-3 (95% ClI —0.0092 to —0.0035, P < 0.01). With respect
to the maximum power output a 1 W higher resistance was
associated with a —0.0049 ng/mL less Gal-3 (95% ClI
—0.0011 to 0.0007, P = 0.09). But when normalized for body
weight, a 1 W higher resistance adjusted for body weight was

related to a 0.8718 ng/mL (95% CI —1.2145 to —0.5292,
P < 0.01).

Effect of menopause on the association between
CRF and Gal-3

The results of the linear regression analysis for the associa-
tion between CRF and Gal-3 in women stratified by meno-
pause status are presented in Table 4. Overall, 367 women
were pre-menopause and 421 were post-menopause. In
pre-menopausal women, a 1 L for minute higher VO,peak
was not related to Gal-3 (B 0.3737 95% Cl —0.5205 to
0.5950, P = 0.90). When VO,peak was adjusted for body
weight a 1 mL/min/kg higher CRF was related to a
—0.0640 ng/mL lower Gal-3 (95% ClI —0.0099 to —0.0293,
P < 0.01). Adjusted of VO,peak for lean mass in pre-meno-
pausal women resulted in a non-significant relationship
between CRF and Gal-3 (B —0.0194 95% Cl —0.0049 to
0.0103, P = 0.20). In these women, maximal workload was
also not related to Gal-3 (B —0.0021 95% ClI —0.0095 to
0.0053, P = 0.58), whereas adjusted workload for body weight
was significantly associated with a —0.9412 ng/mL lower
Gal-3 (95% Cl —1.3733 to —0.5090, P < 0.01).

In post-menopausal women VO,peak was not associated
with Gal-3 (B —0.2095 95% Cl —0.9331-0.5140, P = 0.57).
A 1 mlL/kg/min higher VO,peak adjusted for body weight
was related to a —0.0460 ng/mL lower Gal-3 (95% ClI
—0.0927 to 0.009, P = 0.05). Adjustment for lean mass nulli-
fied this association (f —0.0054 95% ClI —0.0420 to 0.0313,
P = 0.77). Maximal workload was not related to Gal-3 (B
—0.0036 95% CI —0.0012 to 0.0050, P = 0.41). A 1 W/kg
higher workload corrected for body weight was significantly
associated with a —0.5748 ng/mL (95% Cl —1.1125 to
—0.0372, P = 0.04) less Gal-3.

Discussion

Several studies have demonstrated a significant association
of Gal-3 and cardiovascular risk factors. However, very few
studies have assessed the relationship between CRF and
Gal-3. Most studies concentrated on subjects with overt dis-
eases like heart failure.5? Other studies included patients
with pulmonary,*®%2° kidney,* or liver fibrosis'* as well as
with an increased risk for chronic kidney diseases.’® In con-
trast, we used data from a community-based cohort and ex-
cluded subjects with several manifest diseases to assess the
relationship between CRF and Gal-3. After adjustment for
body weight and other confounding factors, we found an in-
verse association between CRF and Gal-3 in men and women.
We also report that the observed associations in women are
independent of menopause status. Interestingly, a previous
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Table 3 Association of cardiorespiratory fitness with Galectin-3 levels for males and females

Men Women
Estimate 95% Cl P value Estimate 95% Cl P value
VO,peak (L/min) —0.5003 —0.8068; —0.1938 <.01 —0.2046 —0.6541; 0.2449 0.37
VO,peak/kg (mL/min/kg) —0.0286 —0.0052; —0.0005 0.02 —0.0064 —0.0092; —0.0035 <.01
VO,peak/lean mass (mL/min/kg) —0.0022 —0.0043; —0.0007 0.04 —0.0019 —0.0421; 0.0050 0.12
Watt max (W) —0.0078 —0.1174; —0.0038 <.01 —0.0049 —0.0011; 0.0007 0.09
Watt max/kg (W/kg) —-0.3983 —0.6920; —0.1046 <.01 -0.8718 —1.2145; —0.5292 <.01
Table 4 Association of cardiorespiratory fitness with Galectin-3 levels for pre-menopausal and post-menopausal women
Pre-menopause Post-menopause
Estimate 95% Cl P value Estimate 95% Cl P value
VO,peak (L/min) 0.3737 —0.5202; 0.5950 0.90 —0.2095 —0.9331; 0.5140 0.57
VO,peak/kg (mL/min/kg) —0.0640 —0.0099; —0.0293 <.01 —0.0460 —0.0927; 0.0009 0.05
VO,peak/lean mass (mL/min/kg) —0.0194 —0.0049; 0.0103 0.20 —0.0054 —0.0420; 0.0313 0.77
Watt max (W) —0.0021 —0.0095; 0.0053 0.58 —0.0036 —0.0012; 0.0050 0.41
Watt max/kg (W/kg) —0.9412 —1.3733; —0.5090 <.01 —0.5748 —1.1125; —0.0372 0.04
randomized controlled clinical trial in post-menopausal community-based longitudinal cohorts with 22756

women showed that high-intensity interval training signifi-
cantly reduced whole blood Gal-3 gene expression compared
with moderate continuous exercise training.>® However, in
both exercise groups, Gal-3 decreased compared with base-
line, whereas Gal-3 increased in the control group. Hence,
lower Gal-3 concentrations due to exercise training could
be a potential mechanism for the anti-fibrotic effects of
exercise. In the baseline characteristics of the HF-Action trial,
lower CRF was related to higher Gal-3.3! In addition to the
previously mentioned positive effects of exercise training,
the findings of the HF-Action trial could highlight an
additional mechanism for the adverse fibrotic effects of low
CRF potentially mediated by Gal-3. Unfortunately, whether
exercise induced changes in VO,peak are related to Gal-3
has not been reported for the HF-Action trial. In endurance
athletes, which usually have a higher CRF compared with
the general population, Gal-3 levels are within normal range
but higher than in healthy sedentary control subjects.®? This
agrees with the notion that long-term high-level exercise
training can increase the risk for cardiac fibrosis. In patients
with chronic heart failure, exercise training increased CRF,
but this increase was not associated with changes in
Gal-3.33 The authors even concluded that the inconsistent
independent associations between CRF and Gal-3 limit the
incremental utility for patient monitoring. Overall, our results
and previous reports potentially support the notion of Gal-3
as a biomarker for CRF. However, this relationship may be
influenced by sex, training, and disease status.

The sex-specific associations between CRF and Gal-3 are
especially intriguing. A previous study also reported
sex-related differences in associations of Gal-3 with incident
heart failure.3* The analysis used data from four

participants. Plasma concentrations of Gal-3 were more
strongly associated with heart failure in women than in
men. Another study investigated the relationship between
the severity of sleep apnoea and plasma levels of Gal-3,
because sleep apnoea is associated with increased risk for
cardiovascular diseases.>®> The cohort of the cross-sectional
study included 471 Mexican-Americans. They found signifi-
cantly higher Gal-3 levels in women with moderate to severe
sleep apnoea, but not in men. We show that CRF, indepen-
dent of parameter, is inversely associated with Gal-3 in
men, whereas in women only adjustment for body weight
revealed significantly inverse associations between CRF and
Gal-3. Hence, our results further support that Gal-3 is
potentially a sex-specific marker with regard to cardiovascu-
lar risk factors like CRF and sleep apnoea. A specific biological
mechanism underlying our observations is unclear. There are
several differences between women and men that may influ-
ence the identified associations like body composition, fat
distribution, muscle composition, or sex hormones.2® Further,
we found that Gal-3 levels in women are generally higher
than in men. Although one may suggest that sex hormones
could play a role in the sex-specific associations of Gal-3
and cardiovascular outcomes, we found no evidence for
differences between pre-menopausal and post-menopausal
women. Overall, the sex-specific associations between
cardiovascular risk and Gal-3 identified by others* and
ourselves should be further explored in the future.

As mentioned above, Gal-3 is generally considered a
marker for organ-specific as well as systemic fibrosis. More
recent evidence suggests that sex-specific differences with
regard to systemic and organ-specific fibrosis are present.*’
There is rather strong evidence that the underlying biology
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for this observation is driven by sex hormones. Although we
also found sex-specific associations between CRF and the
fibrosis marker Gal-3, we found no evidence that this
observation was due to menopause status because we
found no differences between pre-menopausal and
post-menopausal women. Exercise is well known to increase
CRF and thereby improve cardiac health. The mechanisms
underlying these observational findings have been supported
by animal models.>® However, a large drawback is that most
research was carried out in male animals. Hence, future
research should employ more female animals to improve
our understanding of the potentially sex-related importance
of Gal-3.

The strengths of our study design are the large sample size
(n = 1515) and the population-based design. This may allow
drawing inference for the general population from our
results. In addition, we employed a highly standardized
quality control during the course of the study. However, the
results of this study need to be interpreted in the context
of some limitations. Based on the cross-sectional analysis of
observational data, we cannot conclusively determine the
direction of the investigated association. Another limitation
is that the results are not directly applicable to other ethnic-
ities, because SHIP consists mainly of Caucasians. Finally, we
cannot exclude possible additional residual confounding that
could influence the results.

In conclusion, we report that CRF is inversely associated
with Gal-3 in a sample from the general population, excluding
several manifest diseases. In men, absolute values of
VO,peak were inversely related to Gal-3, although body
weight normalized VO,peak was inversely associated with
Gal-3 independent of sex. Our findings may be of interest
for preventive cardiology. Specifically, exercise training is well
known to improve VO,peak as well as reduce fibrosis.*® Our
results suggest that lower Gal-3 concentrations could be a
potential mechanism underlying this observation.

Further research is required to confirm and fully under-
stand potential sex-specific associations and their underlying
mechanisms between CRF and Gal-3. Overall, our results sug-
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