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Einleitung

1 Einleitung

Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurden erhebliche Fortschritte in der Behandlung
kardiovaskularer  Erkrankungen erzielt, insbesondere im  Bereich der
Herzinsuffizienztherapie. Dennoch bleiben kardiovaskulare Erkrankungen eine
weltweit fuhrende Ursache fur Morbiditat und Mortalitat [1-4].

Das Herzmuskelgewebe besitzt die Fahigkeit, sich an verédnderte physiologische
oder pathologische Konditionen anzupassen [5]. Aus pathophysiologischer Sicht ist
kardiales Remodeling durch Veranderungen auf molekularer, zellularer und
interstitieller Ebene gekennzeichnet, die sich klinisch in Verdnderungen der kardialen
Morphologie und Funktion manifestieren [6].

Sphingosin-1-phosphat (S1P) ist an wesentlichen zellularen Prozessen wie
Migration, Apoptose, Wachstum und Proliferation beteiligt [7] und konnte daher
physiologische Funktionen aufweisen, die das kardiale Remodeling beeinflussen. In
friheren Studien zeigte sich bereits eine Assoziation niedrigerer S1P-
Konzentrationen mit ungunstigen kardiovaskularen Outcomes wie peripherer
arterieller Verschlusskrankheit, Karotisstenose und erniedrigter linksventrikularer
Ejektionsfraktion (LVEF) bei ischamischer Kardiomyopathie [8, 9]. Nach einem
Myokardinfarkt wird S1P mit myokardialen Regenerationsprozessen [10-12] und
Teilaspekten der ginstigen Wirkungen kardioselektiver (-Blocker in Verbindung
gebracht [13]. S1P vermittelt dartber hinaus protektive Mechanismen bei
Schadigungen von Kardiomyozyten im Rahmen von Ischamie und Reperfusion [14-
19]. Diese Befunde unterstitzen die Hypothese, dass Verdnderungen der Serum-
S1P-Konzentration sowie insbesondere niedrigere Konzentrationen mit unginstigen

kardiovaskularen Outcomes assoziiert sein kdnnten.

Der Zusammenhang zwischen der Serum-S1P-Konzentration und der kardialen
Morphologie und Funktion wurde bisher in keiner bevdlkerungsbasierten Studie
untersucht. Entsprechend bestand das Ziel der vorliegenden Studie darin, die
Assoziation der Serum-S1P-Konzentration mit linksventrikularer und linksatrialer
Morphologie und systolischer Funktion anhand von Magnetresonanztomographie

(MRT) in einer bevolkerungsbasierten Stichprobe zu analysieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienpopulation

Die Daten der vorliegenden Studie entstammen der ,Study of Health in Pomerania®
(SHIP), einer bevolkerungsbasierten Kohortenstudie, die im Raum Vorpommern im
Nordosten Deutschlands durchgefiihrt wurde. Ausfiihrliche Informationen zu
Methodik, Datenerhebung und Studiendesign sind bereits zuvor an anderer Stelle
veroffentlicht worden [20].

Fur diese Analyse wurden die Daten der Basiserhebung einer Teilstichprobe der
zweiten SHIP-Kohorte (SHIP-TREND-0) verwendet, die im Zeitraum von 2008 bis
2012 erhoben wurden [21]. Fur SHIP-TREND-O wurde aus der Bevdlkerung
Vorpommerns eine stratifizierte Zufallsstichprobe von 8826 Erwachsenen im Alter
von 20 bis 79 Jahren bestimmt. Hiervon waren 4420 Erwachsene zur Teilnahme an
der Studie bereit, was einer Teilnahmequote von 50.1 % entspricht. Insgesamt 957
Teilnehmer (427 Frauen, 44.6 %) im Alter von 21 bis 81 Jahren erfillten die
Voraussetzungen und waren mit der Durchfihrung einer Ganzkorper-MRT-
Untersuchung, einschlieBlich der kardialen MRT-Teilstudie, einverstanden. Um eine
geeignete Stichprobe zu erhalten, wurden Personen ausgeschlossen, die bereits
einen Myokardinfarkt oder Schlaganfall erlitten hatten (n = 17), eine mittels Kardio-
MRT bestimmte LVEF von unter 40 % aufwiesen (n = 9), einen Linksschenkelblock
(n = 1) oder ein implantiertes Schrittmachersystem hatten (n = 1). Weiterhin wurden
Teilnehmer mit fehlenden Werten fiar S1P (n = 61) oder einer der in den
Regressionsanalysen verwendeten Kovariablen ausgeschlossen (n = 10). Die
abschlieRende Stichprobe setzte sich aus 858 Teilnehmern (391 Frauen, 45.6 %) im
Alter von 22 bis 81 Jahren zusammen. Nach einer Qualitdtsanalyse waren 838 MRT-
Datensatze fur den linken Ventrikel (n = 838) sowie 775 MRT-Datensatze fur den

linken Vorhof (n = 775) geeignet.

Das SHIP-Studiendesign entspricht den Prinzipien der Deklaration von Helsinki. Die
Durchfiihrung wurde durch die Ethik-Kommission der Universitatsmedizin Greifswald

genehmigt [21]. Alle Teilnehmer erteilten zudem ihr schriftliches Einverstandnis.
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2.2 Magnetresonanztomographie

Die kardiale MRT-Untersuchung wurde in Rickenlage auf einem 1.5-Tesla-MRT-
Gerat (Magnetom Avanto; Siemens Medical Systems, Erlangen, Deutschland) [22]
durchgefihrt. Die Auswertungen des linken Ventrikels erfolgten gemalf den Leitlinien
der Gesellschaft fur kardiovaskulare Magnetresonanztomographie (Society for
Cardiovascular Magnetic Resonance) [23]. Die linksventrikulare Konzentrizitat (LVC)
wurde durch das Verhdltnis von linksventrikularer Masse (LVM) zum
enddiastolischen Volumen des linken Ventrikels (LVEDV) ermittelt. Zur Berechnung
des linksventrikularen Schlagvolumens (LVSV), der linksventrikularen Schlagarbeit
(LVSW) [24], des linksventrikularen Herzzeitvolumens (LVCO) und der LVEF wurden

folgende Formeln verwendet:

LVSV (ml) = LVEDV - LVESV (linksventrikuléares endsystolisches Volumen)
LVSW (cJ) = Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) x LVSV x 0.0133

LVCO (I/min) = LVSV x Herzfrequenz

LVEF (%) = (LVEDV - LVESV) / LVEDV

Fur die Auswertung des linken Vorhofs sowie zur Ermittlung des linksatrialen
enddiastolischen Volumens (LAEDV) und des linksatrialen endsystolischen
Volumens (LAESV) erfolgte die Bestimmung der Endokard-Grenzen in der
Transversalachse in allen Phasen. Die folgenden Berechnungen wurden fir das
linksatriale Schlagvolumen (LASV), das linksatriale Herzzeitvolumen (LACO) und die

linksatriale Ejektionsfraktion (LAEF) vorgenommen:
LASV (ml) = LAEDV - LAESV
LACO (I/min) = LASV x Herzfrequenz

LAEF (%) = (LAEDV - LAESV) / LAEDV

2.3 OQuantifizierung von Sphingosin-1-phosphat

Fur die Quantifizierung wurden zunadchst vendse Blutproben entnommen. Diese
Proben wurden entweder direkt analysiert oder bei —80 °C in der integrierten

Forschungsbiobank der Universitatsmedizin Greifswald aufbewahrt [25]. Die Serum-

3
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S1P-Konzentrationen wurden durch Flissigkeitschromatographie in Kombination mit
Tandem-Massenspektrometrie bestimmt, wobei geringfligige Anpassungen an

etablierte Methoden vorgenommen wurden [8].

Die Proben wurden nach Zugabe von 20 ul der Standardlésung (1 pumol/l S1P-d7
[Avanti Polar Lipids; Alabaster, AL, USA]) zu 20 pl Serum deproteinisiert, zentrifugiert
und anschlieRend einer Umkehrphasen-Chromatographie sowie einer positiven
Elektrospray-lonisation unterzogen. Die Bestimmung von S1P erfolgte nach der
Elution mittels Tandem-Massenspektrometrie. Dabei wurde die Fragmentierung des
Mutterions (Masse-/Ladungsverhaltnis [m/z] 380) zum spezifischen Tochterion (m/z
264) erfasst und zur Quantifizierung herangezogen. Zur Korrektur von
Abweichungen in der Geratesensibilitdt und in der Aufbereitung der Proben diente
die interne Standardlésung (S1P-d7) mit der Fragmentierung des Mutterions (m/z
387) zum Tochterion (m/z 271). Die absolute S1P-Konzentration wurde anhand von
Kalibrationskurven  berechnet. Wahrend der Analysen wurden zudem
Qualitatskontrollen durchgefuhrt und Ergebnisse mit einem Variationskoeffizienten
unterhalb von 15 % als gultig betrachtet [8, 26].

2.4 Datenerhebung

Zur  Erhebung von personlichen Merkmalen wie Alter, Geschlecht,
soziobkonomischem  Hintergrund und Rauchverhalten [27] wurden die

Studienteilnehmer in einem standardisierten Interview befragt.

Es erfolgte eine umfangreiche medizinische Untersuchung aller Studienteilnehmer,
einschliellich  anthropometrischer Messungen und einer Analyse der
Korperzusammensetzung mittels bioelektrischer Impedanzmessung. Zudem wurden
Blutproben sowohl ohne als auch nach mindestens achtstiindiger Nahrungskarenz
entnommen [28], um Parameter wie Glucosekonzentration, glykiertes Hamoglobin
(HbAlc), Serumkreatinin, geschéatzte glomerulére Filtrationsrate (eGFR, berechnet
nach der Chronic Kidney Disease-Epidemiology-Collaboration [CKD-EPI]-Gleichung
[29]), Gesamt-Cholesterin sowie Lipoprotein niedriger Dichte (LDL)-Cholesterin und

Lipoprotein hoher Dichte (HDL)-Cholesterin zu bestimmen.
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Blutdruck und Herzfrequenz wurden bei sitzender Korperhaltung dreimal am rechten
Arm mit einem oszillometrischen digitalen Blutdruckmessgerat (HEM-705CP; Omron
Corporation, Tokio, Japan) gemessen. Zwischen den einzelnen Messungen lag ein
Intervall von jeweils drei Minuten. Vor Beginn der Messungen musste zudem eine
Ruhezeit von mindestens funf Minuten eingehalten werden. Der Durchschnittswert

der zweiten und dritten Messung wurde fiir die Analyse verwendet.

Als Definition einer arteriellen Hypertonie wurde ein systolischer Blutdruck = 140
mmHg und/oder ein diastolischer Blutdruck = 90 mmHg und/oder die aktuelle
Einnahme einer antihypertensiven  Medikation  (anatomisch-therapeutisch-
chemisches Klassifikationssystem Code C02, C03, C07, C08 und C09) festgelegt.

2.5 Statistische Methoden

Um die Stichprobe zu beschreiben, wurden kategoriale Variablen in Prozent und
kontinuierliche Variablen als Median mit den entsprechenden 25. und 75. Perzentilen
angegeben. Dabei erfolgte eine Stratifizierung nach Geschlecht und den Terzilen der
Serum-S1P-Konzentration.

Die Assoziationen von S1P mit Parametern des linken Ventrikels und des linken
Vorhofs wurden mittels multivariabel adjustierter linearer Regressionsanalyse

untersucht.

In der Interaktionsanalyse zeigte sich, dass das Alter keinen signifikanten Einfluss
auf die Assoziation von S1P-Konzentrationen und LVM hatte (p-Wert fur Interaktion =
0.369). Es bestand jedoch eine signifikante geschlechtsspezifische Interaktion (p-
Wert fur Interaktion = 0.013). Alle folgenden Assoziationen von S1P mit Parametern
des linken Ventrikels und des linken Vorhofs wurden daher nach Geschlecht
stratifiziert bewertet. Adjustierungen erfolgten hierbei fiir Alter, KorpergroRe?’,
fettfreie Korpermasse, Korperfettmasse, systolischen Blutdruck, Einnahme
antihypertensiver und antidiabetischer Medikation, glykiertes Hamoglobin (HbAlc),

Raucherstatus und eGFR.

Um die Robustheit der Ergebnisse hinsichtlich der Stichprobenauswahl zu priifen,
wurde eine inverse Wahrscheinlichkeitsgewichtung [30] basierend auf der Annahme
eines ,Missing at Random“-Mechanismus durchgefiihrt [31]. Die Berechnung der

5
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inversen Wahrscheinlichkeitsgewichte erfolgte durch logistische
Regressionsanalysen mit Teilnahme an der MRT-Untersuchung als Ergebnisvariable
und soziodemographischen sowie gesundheitsbezogenen Vorhersagevariablen. Zur
Untersuchung moglicher nichtlinearer Zusammenhange zwischen den S1P-
Konzentrationen und den Ergebnisvariablen wurden fraktionale Polynome verwendet
[32].

Die Assoziationen zwischen S1P und LVM wurden in einer Sensitivitatsanalyse
kategorisiert nach dem Vorliegen einer arteriellen Hypertonie (ja/nein) und dem

Raucherstatus (Nichtraucher, ehemaliger Raucher, aktiver Raucher) untersucht.

Ein zweiseitiger p-Wert < 0.05 galt als Kriterium fir statistische Signifikanz. Die
statistischen Auswertungen wurden mithilfe des Statistikprogramms Stata 17.0 (Stata
Corporation; College Station, TX, USA) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

In der untersuchten Stichprobe bestand bei beiden Geschlechtern kein signifikanter
Unterschied des medianen Alters zwischen den Terzilen der Serum-S1P-
Konzentration. Bei Mannern war der Anteil derjenigen, die blutdrucksenkende
Medikamente einnahmen, im ersten Terzil der S1P-Konzentration hoher als in den
anderen Terzilen. Bei Frauen zeigte sich in dieser Hinsicht kein signifikanter
Unterschied. Die Werte fur Gesamt-, LDL- und HDL-Cholesterin waren bei M&nnern
im ersten Terzil niedriger als in den ubrigen Terzilen. Gleichzeitig war in diesem
Terzil jedoch auch der Anteil derjenigen hoher, die eine lipidsenkende Medikation
einnahmen. Bei Frauen gab es bezuglich der Cholesterinwerte keine signifikanten
Unterschiede. Im ersten Terzil war jedoch der Anteil derjenigen, die eine
lipidsenkende Medikation einnahmen, ebenfalls erhoht. Manner im ersten Terzil der
S1P-Konzentration wiesen zudem eine niedrigere eGFR auf. Bei den Ubrigen
Merkmalen bestanden zwischen den Terzilen weder bei M&nnern noch bei Frauen

signifikante Unterschiede (Tabelle 1).

Tabelle 1: Charakteristika der Stichprobe. Stratifiziert nach Terzilen der Serum-

Sphingosin-1-phosphat (S1P)-Konzentration und Geschlecht (n = 858).

Parameter 1. Terzil 2. Terzil 3. Terzil Gesamt p-Wert*
N (%) Manner 156 (54.4) 156 (54.6) 155 (54.4) 467 (54.4)
Frauen 131 (45.6) 130 (45.5) 130 (45.6) 391 (45.6)
Sphingosin-1-phosphat (umol/l) ~ Mé&nner 0.65 (0.60, 0.69) 0.81 (0.77,0.84) 0.97 (0.93,1.06) 0.81 (0.69, 0.93)
Frauen 0.66 (0.60, 0.70) 0.82 (0.79, 0.85) 1.00 (0.93,1.09) 0.82 (0.70, 0.93)
Alter (Jahre) Ménner 52 (39, 65) 48 (40, 59) 47 (40, 49) 49 (40, 60) 0.145
Frauen 52 (52, 61) 51 (39, 58) 49 (40, 59) 50 (40, 59) 0.412
Korpergewicht (kg) Ménner 87.7 (80.3,96.6) 85.3(77.8,95.4) 85.9(78.0,96.6) 86.4 (78.5,96.3) 0.375
Frauen 68.4 (61.1, 78.9) 70.2 (63.9,79.1) 72.7(64.1,82.0) 70.1(63.0,79.8) 0.164
Fettfreie Korpermasse (kg) Manner 67.0 (62.7, 72.2) 66.9 (61.7, 71.0) 66.0 (60.4, 72.8) 66.7 (61.6, 72.2) 0.688
Frauen 46.0 (43.8,50.5) 47.0 (43.9,50.5) 47.4(44.2,51.2) 46.9 (43.9,50.7) 0.717
Korperfettmasse (kg) Manner 21.4 (16.4, 25.3) 19.4 (16.2,24.5) 20.0 (16.4, 25.1) 20.1 (16.3,25.1) 0.234
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GroRe (cm)

Body-Mass-Index (kg/m?)

Taillenumfang (cm)

Taillenumfang / GréRe-Verhaltnis

Systolischer Blutdruck (mmHg)

Diastolischer Blutdruck (mmHg)

Hypertension (%)

Antihypertensive Medikation (%)

Glykiertes Hamoglobin (%)

Diabetes Mellitus Typ 2 (%)

Antidiabetische Medikation (%)

Gesamtcholesterin (mmol/l)

LDL-Cholesterin (mmol/l)

HDL-Cholesterin (mmol/l)

Gesamtcholesterin / HDL-
Cholesterin-Verhaltnis

Hypercholesterindmie (%)

Lipidsenkende Medikation (%)

eGFR (ml/min/1.73 m?)

Rauchen (%)
Nichtraucher
Aktive Raucher

Ehemalige Raucher

Frauen
Méanner
Frauen
Manner
Frauen
Ménner
Frauen
Ménner
Frauen
Manner
Frauen
Manner
Frauen
Méanner
Frauen
Méanner
Frauen
Méanner
Frauen
Méanner
Frauen
Méanner
Frauen
Méanner
Frauen
Manner
Frauen
Manner

Frauen

Manner

Frauen
Manner
Frauen
Manner
Frauen
Manner
Frauen

Manner

21.8 (17.1, 28.6)
177 (173, 182)
164 (159, 169)
28.2 (25.8, 30.5)
25.7 (22.6, 28.9)
95.9 (88.5, 104)
80.0 (73.0, 89.7)
0.55 (0.49, 0.58)
0.50 (0.44, 0.54)
132 (125, 142)
116 (106, 127)
78 (73, 85)

74 (67, 79)

53.9

38.9

37.2

321

5.3 (4.9, 5.5)
5.1 (4.7, 5.4)
10.9

7.63

6.41

3.05

5.20 (4.50, 6.00)
5.50 (5.00, 6.20)
3.34 (2.73, 3.86)
3.33 (2.84, 3.77)
1.25 (1.08, 1.45)
1.59 (1.29, 1.87)
4.18 (3.53, 4.83)
3.37 (2.89, 4.29)
436

38.2

14.1

9.16

90.2 (79.3, 103)
93.5 (82.6, 104)

33.3
16.7
50.0

23.4(17.9, 30.8)
179 (174, 183)
165 (161, 169)
27.3 (24.9, 30.1)
25.8 (22.8, 30.6)
93.4 (86.6, 103)
80.0 (73.5, 92.0)
0.53 (0.48, 0.58)
0.49 (0.44, 0.56)
133 (123, 142)
116 (108, 127)
80 (75, 86)

74 (68, 81)

44.2

30.8

23.7

22.3

5.3 (5.0, 5.7)
5.2 (4.8, 5.5)
6.41

6.15

3.85

0.00

5.30 (4.70, 6.10)
5.50 (4.60, 6.30)
3.43 (2.86, 3.96)
3.25 (2.63, 4.14)
1.30 (1.11, 1.51)
1.60 (1.38, 1.83)
4.17 (3.37, 5.05)
3.32 (2.73, 4.15)
455

35.4

6.41

1.54

94.9 (81.9, 105)
92.6 (79.5, 102)

32.7
224

44.9

24.8 (18.5, 32.3)
177 (173, 181)
164 (160, 168)
27.4 (25.0, 30.0)
26.7 (23.8, 30.5)
93.6 (87.0, 103)
81.3 (76.0, 90.2)
0.53 (0.50, 0.58)
0.50 (0.46, 0.56)
135 (125, 145)
119 (109, 131)
81 (74, 88)

74 (69, 81)

50.3

33.1

21.9

26.2

5.3 (5.1,5.7)
5.3 (4.9, 5.5)
7.74

4.62

1.94

0.00

5.50 (4.80, 6.20)
5.40 (4.90, 6.20)
3.59 (2.85, 4.06)
3.42 (2.79, 4.00)
1.33 (1.13, 1.52)
1.61 (1.36, 1.87)
4.29 (3.37, 4.96)
3.51 (2.86, 4.17)
445

32.3

5.16

3.08

94.6 (86.1, 107)
92.4 (84.8, 105)

32.9
28.4

38.7

23.0 (18.0, 30.5)
178 (173, 182)
164 (159, 169)
27.7(25.3,30.2)
26.0 (23.1, 30.1)
94.0 (87.4, 103)
81.0 (73.8, 90.5)
0.54 (0.49, 0.58)
0.50 (0.45, 0.55)
133 (124, 143)
117 (108, 128)
80 (74, 86)

74 (68, 81)

50.5

34.3

27.6

29.9

5.3 (4.9, 5.6)
5.2 (4.8, 5.5)
8.35

6.14

4.07

1.02

5.30 (4.70, 6.10)
5.50 (4.90, 6.20)
3.44 (2.83, 3.98)
3.33 (2.76, 3.95)
1.28 (1.11, 1.49)
1.60 (1.35, 1.86)
4.19 (3.41, 4.93)
3.38 (2.86, 4.17)
445

35.3

8.57

4.60

93.9 (81.9, 105)
91.7 (82.6, 104)

33.0
22.5

44.5

0.063
0.361
0.326
0.097
0.219
0.192
0.550
0.122
0.532
0.583
0.333
0.243
0.236
0.228
0.358
0.004
0.201
0.159
0.107
0.375
0.629
0.146
0.036
0.026
0.941
0.046
0.485
0.053
0.802

0.957

0.569
0.943
0.612
0.013
0.011

0.039
0.650

0.136
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Frauen

Nichtraucher 51.9 51.5 40.8 48.1
Aktive Raucher 21.4 20.0 26.9 22.8
Ehemalige Raucher 26.7 28.5 32.3 29.2 0.350

Kontinuierliche Variablen sind als Median (25.—-75. Perzentil) und kategoriale Variablen in Prozent angegeben. Ein p-Wert
<0.05 wurde als statistisch signifikant betrachtet und entsprechend hervorgehoben. Die p-Werte basieren bei kategorialen
Variablen auf dem Chi-Quadrat-Test (bei erwarteten Zellfrequenzen < 10 wurde der exakte Fisher-Test angewendet) sowie bei

kontinuierlichen Variablen auf dem Kruskal-Wallis-Test.

Umkehrunqg der x-Achse fur die Serum-Sphingosin-1-phosphat-Konzentration

Die Analyse der gesamten Studienpopulation (n = 4194) zeigte, dass ein hdheres
Alter bei beiden Geschlechtern mit niedrigeren S1P-Konzentrationen assoziiert war
(Abbildung I im Anhang). Vor diesem Hintergrund war das Ziel der Analyse, die
Assoziationen niedrigerer S1P-Konzentrationen mit Parametern der Kkardialen
Morphologie und systolischen Funktion nach Adjustierung fur das Alter und andere
Kovariablen zu wuntersuchen. Um eine verstandlichere Interpretation der
Zusammenhéange zu ermdglichen, wurden alle Assoziationen von S1P und kardialen

Parametern auf einer umgekehrten x-Achse abgebildet.

3.1 Morphologische Parameter des linken Ventrikels

Abbildung 1 zeigt den Zusammenhang der S1P-Konzentration mit den
morphologischen Parametern des linken Ventrikels (LVEDV, LVESV, LVWT, LVM
und LVC).

Bei Mannern ergab die multivariabel adjustierte Regressionsanalyse eine
signifikante, inverse Assoziation zwischen der S1P-Konzentration und den
Parametern LVEDV, LVWT und LVM. Konkret war eine um 1 pmol/l niedrigere S1P-
Konzentration mit einem um 18.1 ml (95 %-Konfidenzintervall [KI]: 3.66 bis 32.6; p =
0.014) hoheren LVEDV, einer um 0.46 mm (95 %-KI. 0.04 bis 0.89; p = 0.034)
grolReren LVWT und einer um 16.3 g (95 %-KI: 6.55 bis 26.1; p = 0.001) gro3eren
LVM assoziiert (Tabelle 2). Bei Frauen konnte jeweils kein Zusammenhang

nachgewiesen werden. Ebenso konnte fur beide Geschlechter kein signifikanter
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Zusammenhang zwischen der S1P-Konzentration und den Parametern LVESV und

LVC festgestellt werden.

In der Sensitivitatsanalyse zeigte sich bei Mannern, dass eine um 1 pmol/l niedrigere
S1P-Konzentration bei hypertensiven Probanden mit einer um 21.6 g gréReren LVM
(95 %-KI: 6.46 bis 36.7; p = 0.005) verbunden war. Bei normotensiven Probanden
ergab sich hingegen keine Assoziation (p = 0.306). Weder bei hypertensiven noch
bei normotensiven Frauen konnten Zusammenhange zwischen der S1P-

Konzentration und LVM nachgewiesen werden.

Weiterhin zeigte sich bei rauchenden M&nnern, dass eine um 1 pmol/l niedrigere
S1P-Konzentration mit einer um 27.9 g (95 %-KI: 9.76 bis 46.0; p = 0.003) groReren
LVM assoziiert war. Diese Assoziation galt ebenfalls fur friihere Raucher, bei denen
eine um 1 pmol/l niedrigere S1P-Konzentration mit einer um 17.3 g (95 %-Kl: 1.73
bis 32.8; p = 0.030) grof3eren LVM verbunden war. Bei Teilnehmern, die nie geraucht
hatten, konnten keine Assoziationen nachgewiesen werden (p = 0.270). Auch bei

Frauen waren keine signifikanten Zusammenhénge feststellbar.

Zusatzliche Sensitivitatsanalysen wurden durchgefiihrt, um die Assoziationen von
S1P und LVM in Abhéngigkeit von der Menopause zu untersuchen. Dabei konnten
weder bei pra- noch bei postmenopausalen Frauen signifikante Zusammenhange

nachgewiesen werden.

Abbildung 1: Morphologische Parameter des linken Ventrikels. Adjustierte*
Kurve (95 %-KIl) des Zusammenhangs zwischen der Sphingosin-1-phosphat (S1P)-
Konzentration und den Mittelwerten des durch MRT bestimmten linksventrikularen
enddiastolischen Volumens (LVEDV), des linksventrikularen endsystolischen
Volumens (LVESV), der linksventrikularen Wanddicke (LVWT), der linksventrikularen
Masse (LVM) und der linksventrikularen Konzentrizitat (LVC) stratifiziert nach
Geschlecht (Manner = 457; Frauen = 381).
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teilnahmen.
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3.2 Funktionelle Parameter des linken Ventrikels

Abbildung 2 zeigt den Zusammenhang der S1P-Konzentration mit den systolischen
Funktionsparametern des linken Ventrikels (LVSV, LVSW, Herzfrequenz, LVCO,
LVEF).

Fir Manner konnte eine inverse Assoziation der S1P-Konzentration mit den
systolischen Funktionsparametern LVSV und LVSW nachgewiesen werden. Bei einer
um 1 umol/l niedrigeren S1P-Konzentration zeigte sich ein um 13.3 ml (95 %-KI: 4.49
bis 22.1; p = 0.003) hoheres LVSV und eine um 18.7 cJ (95 %-KI: 6.43 bis 30.9; p =
0.003) groRRere LVSW (Tabelle 2). Bei Frauen konnte keine Assoziation dieser
Parameter festgestellt werden. Weiterhin ergab sich fur beide Geschlechter keine

Assoziation der S1P-Konzentration mit der Herzfrequenz, dem LVCO und der LVEF.

Abbildung 2: Funktionelle Parameter des linken Ventrikels. Adjustierte* Kurve
(95 %-Kl) des Zusammenhangs zwischen der Sphingosin-1-phosphat-Konzentration
und den Mittelwerten des durch MRT bestimmten linksventrikularen Schlagvolumens
(LVSV), der linksventrikularen Schlagarbeit (LVSW), der Herzfrequenz (HR), des
linksventrikularen ~ Herzzeitvolumens  (LVCO) und der linksventrikularen
Ejektionsfraktion (LVEF) stratifiziert nach Geschlecht (Manner = 457; Frauen = 381).
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geschatzte glomerulare Filtrationsrate (eGFR). Die Daten wurden nach Probanden gewichtet, die nicht an der Untersuchung

teilnahmen.

3.3 Morphologische und funktionelle Parameter des linken Vorhofs

Abbildung 3 zeigt den Zusammenhang der S1P-Konzentration mit den
morphologischen und funktionellen Parametern des linken Vorhofs (LAEDV, LAESV,

LASV, LACO, LAEF).

Bei Mannern ergab sich in den Analysen ein signifikanter, inverser Zusammenhang
der S1P-Konzentration mit dem LAEDV. Eine um 1 pmol/l niedrigere S1P-
Konzentration war mit einem um 12.6 ml (95 %-KI: 1.03 bis 24.3; p = 0.033) hoheren
LAEDV assoziiert (Tabelle 2). Bei Frauen konnte diesbezuglich kein Zusammenhang
nachgewiesen werden. Weiterhin lie3 sich fir beide Geschlechter kein
Zusammenhang der S1P-Konzentration mit dem LAESV, dem LASV, dem LACO und

der LAEF feststellen.
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Abbildung 3: Morphologische und funktionelle Parameter des linken Vorhofs.

Adjustierte* Kurve (95 %-KI) des Zusammenhangs zwischen der Sphingosin-1-

phosphat-Konzentration und den Mittelwerten des durch MRT bestimmten

linksatrialen enddiastolischen Volumens (LAEDV), des linksatrialen endsystolischen
Volumens (LAESV), des linksatrialen Schlagvolumens (LASV), des linksatrialen
Herzzeitvolumens (LACO) und der linksatrialen Ejektionsfraktion (LAEF) stratifiziert

nach Geschlecht (Manner = 421; Frauen = 354).
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"Lineare Regression adjustiert fiir Alter, Korperfettanteil, fettfreie Korpermasse, KérpergroRe??, Blutdruck (systolisch), Einnahme
antihypertensiver Medikation, Einnahme antidiabetischer Medikation, glykiertes Hamoglobin (HbAlc), Raucherstatus und
geschatzte glomerulare Filtrationsrate (eGFR). Die Daten wurden nach Probanden gewichtet, die nicht an der Untersuchung

teilnahmen.

Tabelle 2: R-Koeffizient der Assoziation von Sphingosin-1-phosphat.
Adjustierter* [3-Koeffizient (95 %-KI) der Assoziationen von Sphingosin-1-phosphat
und den durch MRT bestimmten linksventrikularen und linksatrialen Parametern der
kardialen Morphologie und systolischen Funktion stratifiziert nach Geschlecht (linker
Ventrikel: Manner = 457, Frauen = 381, linker Vorhof: Ma&nner = 421, Frauen = 354).

Ménner Frauen

Parameter 3-Koeffizient (95 %-Kl), p-Wert 3-Koeffizient (95 %-Kl), p-Wert

Linksventrikulares enddiastolisches Volumen (ml) - 18.1 (- 32.6 bis — 3.66), p =0.014  1.78 (- 7.34 bis 10.9), p = 0.703

Linksventrikulares endsystolisches Volumen (ml) - 4.63 (- 13.9 bis 4.63), p=0.327 - 1.19 (- 7.77 bis 5.40), p = 0.723
Linksventrikuldre Wanddicke (mm) - 0.46 (- 0.89 bis — 0.04), p = 0.034 - 0.25 (- 0.58 bis 0.09), p = 0.144
Linksventrikulare Masse (g) -16.3 (- 26.1 bis - 6.55), p = 0.001 - 0.21 (- 6.37 bis 5.94), p = 0.946
Linksventrikulare Konzentrizitat (g/ml) - 0.02 (- 0.09 bis 0.04), p=0.510 - 0.02 (- 0.07 bis 0.03), p = 0.392
Linksventrikuléres Schlagvolumen (ml/Schlag) -13.3 (- 22.1 bis - 4.49), p =0.003  3.10 (- 4.03 bis 10.2), p = 0.393
Linksventrikuldre Schlagarbeit (cJ) -18.7 (- 30.9 bis - 6.43), p =0.003  5.10 (- 3.78 bis 13.9), p = 0.260
Herzfrequenz (Schlage/min) 3.91 (- 2.20 bis 10.0), p =0.209 - 1.72 (- 8.52 bis 5.10), p = 0.619
Linksventrikulares Herzzeitvolumen (I/min) - 0.62 (- 1.27 bis 0.03), p = 0.061 0.08 (- 0.53 bis 0.70), p = 0.800
Linksventrikulare Ejektionsfraktion (%) -1.91 (- 5.00 bis 1.13), p = 0.218 1.14 (- 2.55 bis 4.82), p =0.544
Linksatriales enddiastolisches Volumen (ml) -12.6 (- 24.3 bis - 1.03), p = 0.033 - 3.07 (- 11.6 bis 5.41), p = 0.477
Linksatriales endsystolisches VVolumen (ml) - 7.42 (- 15.9 bis 1.03), p = 0.085 2.19 (- 4.60 bis 8.95), p = 0.524
Linkatriales Schlagvolumen (ml/Schlag) -4.03 (- 9.85bis 1.80), p=0.175 -4.29 (- 12.6 bis 4.02), p = 0.311
Linksatriales Herzzeitvolumen (I/min) - 0.10 (0.59 bis 0.40), p=0.706 - 0.39 (- 1.05 bis 0.27), p = 0.242
Linksatriale Ejektionsfraktion (%) 1.08 (- 3.12 bis 5.28), p = 0.613 - 0.34 (- 4.82 bis 4.13), p = 0.880

Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant betrachtet und entsprechend hervorgehoben. "Lineare Regression adjustiert
fur Alter, Korperfettanteil, fettfreie Korpermasse, KorpergroRe??, Blutdruck (systolisch), Einnahme antihypertensiver Medikation,
Einnahme antidiabetischer Medikation, glykiertes Hamoglobin (HbAlc), Raucherstatus und geschatzte glomerulare

Filtrationsrate (eGFR). Die Daten wurden nach Probanden gewichtet, die nicht an der Untersuchung teilnahmen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden bevolkerungsbasierten Stichprobe zeigte sich eine Assoziation
der Serum-S1P-Konzentrationen mit den im Kkardialen MRT bestimmten
morphologischen und funktionellen Parametern des linken Ventrikels und des linken
Vorhofs, die auf Veranderungen im Sinne eines kardialen Remodelings hinweisen
konnten. Konkret waren niedrigere S1P-Konzentrationen bei Mannern mit einer
hoheren Wanddicke und Masse des linken Ventrikels, grof3eren Kammervolumina
des linken Ventrikels und des linken Vorhofs sowie mit einem hdheren
Schlagvolumen und einer grél3eren Schlagarbeit des linken Ventrikels verbunden.
Bei Frauen konnten diesbezuglich keine signifikanten Zusammenhange

nachgewiesen werden.

In einigen Studien [33, 34] waren hohere S1P-Konzentrationen mit einem
ungunstigen Outcome wie dem vermehrten Auftreten einer Adipositas oder einer
koronaren Herzkrankheit assoziiert. Andererseits ergaben andere Studien,
vergleichbar mit den vorliegenden Ergebnissen, eine Assoziation von niedrigeren
S1P-Konzentrationen mit unginstigen kardiovaskularen Outcomes wie peripherer
arterieller  Verschlusskrankheit, Karotisstenose und erniedrigter LVEF Dbei

ischamischer Kardiomyopathie [8, 9].

In der zuvor genannten klinischen Studie [9] mit 74 an ischamischer Kardiomyopathie
erkrankten Patienten (68 % Manner, mittleres Alter 73 Jahre) wurden niedrigere S1P-
Konzentrationen mit echokardiographisch geringerer LVEF in Verbindung gebracht.
Die vorliegenden Ergebnisse konnten weder fur Manner noch fur Frauen einen
Zusammenhang von S1P mit den Parametern LVEF und LVCO nachweisen. Dies
kénnte jedoch darauf zurtickzufihren sein, dass Teilnehmer mit reduzierter LVEF in
der verwendeten Stichprobe ausgeschlossen waren, wodurch die Ergebnisse auf ein
subklinisches Stadium beschrankt sind. Zudem unterscheidet sich die vorliegende
Analyse in methodischer Hinsicht. Sie basierte auf einer kardialen MRT-Bildgebung,
die als objektivere Methode im Vergleich zur Echokardiographie betrachtet werden
kann [35, 36]. Weiterhin handelte es sich um eine bevdlkerungsbasierte Studie mit
einer hohen Teilnehmerzahl, einem breiten Altersspektrum und einer

geschlechtsspezifischen Auswertung.
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Die Ergebnisse waren ausschlie3lich bei Mannern signifikant, was auf einen Einfluss
von Sexualhormonen zurtickgefiihrt werden kénnte. Besonders hervorzuheben ist in
diesem Zusammenhang Ostrogen, dessen kardioprotektive Wirkungen bereits gut
belegt sind [37]. Im Tiermodell zeigten Ratten nach Ovarektomie sowohl eine
reduzierte Expression der fur die S1P-Synthese essentiellen Schlisselenzyme, als
auch eine reduzierte S1P-Konzentration im Aortengewebe [38]. Hingegen konnte in
der Sensitivitatsanalyse weder bei pra- noch bei postmenopausalen Frauen ein
signifikanter Zusammenhang von S1P-Konzentration und LVM festgestellt werden.
Anzumerken ist jedoch, dass die Analysegruppen nach dieser Stratifikation zu klein

wurden, wodurch die Ergebnisse beeinflusst sein kénnten.

Insgesamt muss die Bedeutung von S1P in der kardialen (Patho-) Physiologie als
komplex betrachtet werden. S1P wird nicht nur in unterschiedlichen Zelltypen wie
Thrombozyten, Erythrozyten und Endothelzellen synthetisiert, sondern auch durch
verschiedene Tragermolekile wie Albumin, LDL- und HDL-Cholesterin transportiert
[39]. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass S1P uber eine Aktivierung des
Sphingosin-1-phosphat-Rezeptors (S1PR)-1 die Hypertrophie von Kardiomyozyten
verhindert [40]. Eine Aktivierung des S1PR-3 stimuliert die Proliferation kardialer
Fibroblasten, verringert jedoch gleichzeitig auch deren Kollagen-Sekretion [41, 42].
S1P induziert die Zelldifferenzierung, wie beispielsweise die Differenzierung von
humanen mesenchymalen Stammzellen zu Kardiomyozyten und hemmt andererseits
die Proliferation verschiedener muskulérer Zelltypen durch Aktivierung des S1PR-2
[43-45]. Die kurzfristige Gabe des S1PR-1,3-5-Agonisten Fingolimod (FTY720)
induziert Bradykardie [46]. Eine langfristige Gabe schitzt in Tiermodellen nach
Herztransplantation oder bei Druckiberlastung vor kardialer Fibrose, was auf eine
funktionelle Antagonisierung des S1PR-1 in Immunzellen zuriickzufiihren sein kénnte
[47, 48].

Dariiber hinaus hat S1P eine wesentliche Bedeutung in der Regulation von Blutdruck
und Gefal3tonus [49, 50]. Die Aktivierung des S1PR-1, dem vorherrschenden
Rezeptor-Subtyp auf Endothelzellen, fuhrt durch Stimulation der endothelialen
Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase zu einer erhdhten Freisetzung von NO und
nachfolgender Vasodilatation [50, 51]. Niedrigere S1P-Konzentrationen kdnnten
entsprechend eine verminderte Freisetzung von NO zur Folge haben und eine
endotheliale Dysfunktion sowie letztlich eine Erh6hung des Gefal3tonus bewirken.
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Dies wirde einen Anstieg der kardialen Nachlast und der LVSW bedeuten. Hierdurch
kdme es zu ansteigender myokardialer Wandspannung mit Zunahme der LVWT und
des LVEDV. Folglich wirden LVSV und LAEDV sowie im letzten Schritt die LVM

zunehmen.

Die Ergebnisse der Sensitivitdtsanalyse, in der niedrigere S1P-Konzentrationen bei
hypertensiven und rauchenden Mannern mit einer erhéhten LVM verbunden waren,
deuten zudem darauf hin, dass die Assoziationen niedrigerer S1P-Konzentrationen
unter Kklinischen Bedingungen, die mit endothelialer Dysfunktion einhergehen,

maoglicherweise noch ausgepragter sein kénnten.

Die vorliegende Studie hat einige Limitationen, die die Ergebnisse der Analyse
beeinflusst haben kénnten und bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet
werden sollten. Da nur eine Subgruppe der SHIP-TREND-0-Teilnehmer an der MRT-
Untersuchung teilgenommen hat, koénnen Verzerrungen aufgrund eines
Selektionsbias  nicht ausgeschlossen werden. Weiterhin  bestand die
Studienpopulation ausschlie3lich aus Teilnehmern kaukasischer Abstammung,
wodurch die Ubertragbarkeit der Studienergebnisse auf andere Ethnien
eingeschrankt sein konnte. Trotz umfassender Informationen zu morphologischen
Parametern und zu Parametern der systolischen Funktion lagen keine MRT-Daten
zur diastolischen Funktion vor. Kausale Schlussfolgerungen konnen aufgrund des
Querschnittdesigns der Studie sowie der bestehenden Mdglichkeit verbliebener

Konfundierungseffekte zudem nur eingeschrankt erfolgen.

Andererseits zeichnet sich die vorliegende Studie durch einige wesentliche Starken
aus. Es standen eine standardisierte MRT-Bildgebung mit praziser Bestimmung der
kardialen  Morphologie und systolischen Funktion sowie eine grol3e,
bevolkerungsbasierte Stichprobe zur Verfigung. Weiterhin boten die umfassenden
Studiendaten die Moglichkeit, verschiedene metabolische Risikofaktoren in den

Analysen zu bertcksichtigen.
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5 Schlussfolgerung und Aussicht

Dies ist die erste bevdlkerungsbasierte Studie, die den Zusammenhang zwischen der
Serum-S1P-Konzentration und MRT-basierten morphologischen sowie funktionellen

Parametern des Herzens untersucht.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass S1P bei Mannern mit
Parametern assoziiert ist, die auf Veranderungen im Sinne eines kardialen

Remodelings hinweisen kénnten.

Um die Zusammenhange zwischen S1P und kardialer Morphologie und Funktion
sowie den vorliegenden Geschlechtsdimorphismus weiterfihrend zu untersuchen,
sind longitudinale Studien erforderlich. Experimentelle und klinische Studien mit der
Zielsetzung, die Bedeutung von S1P in der kardiovaskuldren Pathologie zu
untersuchen, sollten insbesondere Geschlechtsunterschiede und die Auswirkungen
von Sexualhormonen bericksichtigen. Es ist notwendig, dass zukinftige Studien
sowohl méannliche als auch weibliche Individuen einschlie3en, insbesondere da die
meisten experimentellen Studien derzeit ausschlieBlich an mannlichen Tieren
durchgefuihrt werden [7]. Diese Studien sollten unter Bedingungen erfolgen, die
wiederum Veranderungen der kardialen Morphologie und Funktion bewirken. Die
Verwendung von S1PR-Agonisten/Antagonisten kénnte dazu beitragen, potentielle
pharmakologische Interventionen praziser zu bestimmen. Durch den Einsatz
genetischer Rezeptor-Knockouts kénnten zudem kausale Mechanismen aufgedeckt

werden.
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7 Anhang

7.1 Abbildung |

Univariable Kurve (95 %-KI) der Assoziation von Alter und Sphingosin-1-phosphat
(S1P) stratifiziert nach Geschlecht (Manner = 2024; Frauen = 2170) in der SHIP-
Trend-0-Kohorte (n = 4194).
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Abstract

Aims Sphingosine- 1-phosphate (S1P) is a signaling lipid, which is involved in several cellular processes including cell
growth, proliferation, migration and apoptosis. The associations of serum S1P levels with cardiac geometry and function
are still not clear. We investigated the associations of S 1P with cardizc structure and systolic function in a population-based
sample.

Methods and results We performed cross-sectional analyses of 858 subjects (467 men; 54.4%), aged 22 to 81 years, from
a sub-sample of the population-based Study of Health in Pomerania (SHIP-TREND-0). We analyzed the associations of
serum S1P with structural and systolic function left ventricular (LV) and left atrial {LA) parameters as determined by
magnetic resonance imaging {MRI) using sex-stratified multivariable-adjusted linear regression models. In men, MRI data
showed that a | pmol/L lower 5 1P concentration was associated with an 18.1 mL (%5% confidence interval [C1] 3.66-32.6;
p=0014) larger LV end-diastolic volume (LVEDV), a 0.46 mm (95% CI 0.04-0.89; p=0.034) greater LV wall thickness
(LVWT)and a 16.3 g (95% CI 6.55-26.1; p=0001) higher LV mass (LVM). 51P was also associated with a 13.3 mL/beat
(95% CI 4.49-22.1; p=0.003) greater LV stroke volume (LVSV), an 18.7 cJ (95% CI 6.43-30.9; p=0.003) grealer LV stroke
work (LVSW ) and a 12.6 mL (95% C1 1.03-24.3; p=0.033) larger L A end-diastolic volume (LAEDVY). We did not find any
significant associalions in women.

Condusions In this population-based sample, lower levels of S1P were associated with higher LY wall thickness and mass.
larger LV and LA chamber sizes and greater stroke volume and work of the LV in men, but not in women. Our results indicate
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that lower levels of S1P were associated with parameters related with cardiac geometry and systolic function in men, but
not in women.

Graphical abstract
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Introduction

The last decades brought significant advances in the therapy
of cardiovascular diseases (CVDs) and in particular in the
field of heart failure. On the other hand, the prevalence of
cardiovascular (CV) morbidity and its consequent health
loss burden is still increasing, which is attributable in par-
ticular to an aging population [1, 2]. CVDs remain the most
common reason of morbidity and mortality in Europe, USA
and Asia with a significant economic impact on health and
social security systems [ 1, 2.

The ability of the heart muscle to adapt to either patho-
logical or physiclogical conditions is known as cardiac
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plasticity [3]. In a pathophysiclogical perspective, adverse
remodeling of the heart is characterized by modification of
cardiac shape, size, structure and function [4]. Sphingosine-
I-phosphate (S1P) seems 1o possess physiologic functions
that might influence cardiac remodeling.

S1P is a bioactive sphingolipid, transducing its endocrine
effects through a group of G-protein coupled cell surface
sphingosine- I-phosphate receptors (S1PR 1-5) [5, 6] and
is involved in essential cellular processes including cell
growth, proliferation, migration and apoptosis [7]. The mole
of S1P in the field of CV Ds is becoming increasingly inves-
tigated [8-16]. Previous studies showed, that lower S1P con-
centrations were associated with deleterious cardiovascular
outcomes [12, 14]. Furthermore, S1P mediates protective
mechanisms against ischemic and reperfusion injury in
cardiomyocytes [8-10, 13, 17, 18], enhances myocardial
regeneration after myocardial infarction [11, 19] and is even
attributed to be partially responsible for the advantageous
effects of B-blockers in patients with heart failure and car-
diac remodeling after myocardial infarction [ 16, 20]. Alto-
gether, these previous findings support the hypothesis that
alterations of serum S 1P levels, mainly lower levels, might
be related to deleterious cardiovascular outcomes.

To the best of our knowledge, no previous population-
based study has investigated the association of SI1P con-
centrations with heart geometry and function. Therefore,
the aim of the present study was to investigate the relation
betwesn lower S1P and LV and LA parameters of structure
and systolic function as assessed by magnetic resonance
imaging (MRI) in a large population-based sample.

Materials and methods
Study population

The present cross-sectional analysis is based on data
from the population-based Study of Health in Pomerania
(SHIP). The study design and recruitment strategy have
been described elsewhere in detail [21]. Our analyses were
based on data obtained from a sub-sample of the second
SHIP cohort (SHIP-TREND-0) established between 2008
and 2012 [22]. In brief, a stratified random sample of 8,826
adults, aged 2079 years, was selected from the population
of West Pomerania, the north-gastern region of Germany.
Participation in the first SHIP-START cohort was an exclu-
sion criterion. In total 4,420 subjects participated in SHIP-
TREND-0 (response 50.1%). Among them, 957 subjects
(427 women, 4£.6%), aged 21 to 81 years, who were eligible
and willing to undergo whole-body MRI participated in the
cardiac MRI substudy (Supplementary Figure I).

We excluded participants with previous self-reported
myocardial infarction or stroke (m=17). pacemaker (n= 1),

lzft bundle block (m=1) and a LVEF lower than 40% as
determined by MRI (n=9). We also excluded participants
with missing values for S1P (n=~61) or any of the covari-
ables used in the m gression models (n= 10) (Supplementary
Figure I). The final analytical sample comprised 858 sub-
jects (391 women: 45.6%), aged 22-81 years (individuals
with good quality images for the LV, n= 838 and for the LA,
n="T75) (Supplementary Figurs I).

All study participants gave written informed consent. The
study was approved by the ethics committee of the Univer-
sity of Greifswald [22] and complies with the Declaration
of Helsinki.

Cardiac MRI

Cardiac MRI was performed on a 1.5-T MR system (Mag-
netom Avanto; Siemens Medical Systems, Erlangen, Ger-
meany} [23] with subjects in a supine position.

LV analysis was performed according to the post-process-
ing guidelines of the Society for Cardiovascular Magnetic
Resonance [24]. LV concentricity (LVC) was calculated as
laft ventricular mass (LVMWleft ventricular end-diastolic
volume (LY EDV ). Left ventricular stroke volume (LVSV),
left ventricular stroke work (LY SW) [23]. left ventricular
cardiac output (LVCO) and left ventricular ejection fraction
(LVEF) were calculated following the formulas described in
the supplemental material.

For LA analysis, contours of end-diastolic and end-sys-
tolic endocardial borders were marked in transversal-axis
in all phases. LA stroke volume (LASV), LA cardiac out-
put (LACO) and LA ejection fraction (L AEF) were calcu-
lated following the formulas deseribed in the supplemental
material.

serum sphingosine-1-phosphate

Blood samples were taken from the cubital vein and ana-
tyzed directly or stored at — 20 °C in the Inte grated Research
Biobank of the University Medicine Greifswald [26]. Serum
S1Pwas guantified by liguid chromatography tandem mass
spectrometry {LC-MS/MS) with minor modifications as
previously described [12]. After addition of 20 pL. of the
internal standard (1 pmolL S1P-d; [Avanti Polar Lipids,
Alabaster, AL, USA]) to 20 pL serum, proteins were pre-
cipitated and passed to centrifugation. The sample isolates
were subjected to reverse-phase chromatography and posi-
tive elecirospray ionization. After elution with a binary gra-
dient 1P was quantified by MS/MS in the multiple reaction
made, monitoring the (M +H) S1P parent ion {m/z=380)
fragmentation to the daughter ion (m/z=264). The inter-
nal standard 51P-d5 with the m/z 387 to 271 transition was
used to correct for variations in sample preparation and
instrument response. Calibration curves were generated to
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29



Anhang

1590

Clinical Research in Cardiclogy (2023) 112158715590

calculate absolute S1P concentrations in the serum sample
and guality controls were included and accepted with a coef-
ficient of variation below 15% [12, 27].

Interview, medical and laboratory examination

Information on age, sex, socic-economic variables and
smoking status [28] was collected by trained and certifi-
cated medical staff during a standardized computer-assisted
intarview.

All participants underwent an extensive standardized
medical examination, including anthropometric measure-
ments and bicelectrical impedance analysis. Blood pressure
was measured after a resting period of at least five minutes.
Systolic and diastolic blood pressures as well as heart rate
were measured three times on the right arm of szated sub-
jects using an oscillometric digital blood pressure monitor
(HEM-705CP, Omron Corporation, Tokyo, Japan) with an
interval of three minutes betwesn readings. The mean of the
second and third measurements for the systolic and diastolic
blood pressures and for the heart rale was caleolated and
usad for the present analyses. Hypertension was defined as
systolic blood pressurez 140 mm Hg and'or diastolic blood
pressure = %0 mm Hg andfor current self-reported use of any
anti-hypertensive medication.

Additionally, fasting and non-fasting blood samples
were obtained from all study participants [29], to determine
glycated hemoglobin, glucose concentrations, total serum
cholesterol, low and high density lipoprotein-cholesterol
{LDL-C, HDL-C), serum creatinine and estimated glomeru-
lar filtration rate (eGFR).

Statistical analysis

To characterize the study sample, data was reported as the
median (25th and 75th percentile) for continuous variables
and as percentages for categorical variables stratified by ter-
tiles of S1P and sex.

While the association of SIP concentrations with MRI
determined LVM was not modified by age (p-value for inter-
action=10.369), it was modified by sex (p-value for interac-
tion =0.013). Consequently, we decided to evaluate all the
associations of SIP with LV and LA parameters stratified
by sex and adjusted for age, body fat mass, body fat-free
mass_ height™”, systolic blood pressure, use of antihyperten-
sive medication, glycated hemoglobin, use of hypoglycemic
medication, smoking status and estimated glomerular filtra-
tion rate (eGFR, calculated by the Chronic Kidney Disease-
Epidemiology Collaboration [CKD-EP1] equation[30]). In
order to evaluate the robustness of our findings in light of
individuals that did not take part in the MRI examination,
we performed inverse probability weighting[3 1], assuming a
missing at random mechanism [32]. The inverse probability

€1 Springer

weights were calculated in logistic regression models with
participation in the MRI examination as cutcome and soci-
odemographic and health-related variables as predictors.
We used fractional polynomials to test polential non-linear
rlationships betwezn SIP levels and the cutcome variables
[33].

In sensitivity analyses, we explored the associations of
S1P with LVM stratified by hyperiznsion {yes/mo) and by
smoking status (never, former or current smoker). Hyper-
tznsion was defined as systolic blood pressure = 140 mmHg
and/for diastolic blood pressure > 90 mmHg andfor current
selE-reported use of any anti-hypertensive medication (Ana-
tomical Therapeutic Chemical code €02, C03, CO7, CO8
and C09).

A two-sided p-value p <0035 was considerad as statisti-
cally significant. Statistical analyses were performead using
Stata 17.0 (Stata Corporation. College Station, TX, USA).

Results

Table | shows descriptive data of the study participants
stratified by sex-specific tertiles of serum S1P concenira-
tions. The median age was similar between the tertiles for
men and women. While the use of hypertensive medica-
tion was higher in the first tertile than in the other groups
for men, it was similar in all groups in women. The levels
of total cholesterol. LDL-cholesterol and HDL-cholesterol
were lower in the first tertile than in the other groups for
men, but the use of lipid-lowering medication was also
higher in this group, when compared to the others. In women
the use of lipid-lowering medication was higher in the first
tertile group than the others, but there was no significant
difference regarding the cholesterol levels. Men also showed
@ lower eGFR in the first tertike than the others groups. All
other characteristics did not differ relevantly between the
groups for men and women.

Reversion of the x-axis scale for serum S1P levels

While a previous study[27] of our research group. designed
to define reference values with a sub-sample of 1339 healthy
participants from the SHIP-TREND-0 cohort, showed that
S1P concentrations were not associated with aging for men
and women, the analyses of the whole population sample
with all subjects with 5 1P measurements (n=4194) showed
that older age was related to lower values of S$1P in both
men and women (Supplementary Figure I1), probably as a
result of the presence of unhealthy participants. In line with
that, the core objective of our study were the associations
of lower values of 51P concentrations with parameters of
cardiac geometry and systolic function, after adjustme nt for
ape and other covariates. Accordingly, all relations between
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Table 1 Charscteristics of the study sample stratified by tertiles of serum sphingosine- 1-phosphate (S 1P) kewels and sex (r=g&5E)
Prarameter First tertile Second tertile Third tertile Total p-valoe*
N (%) Men 156 (54.4) 156 (54.6) 155 (54.4) 46T (534.4)
Women 131 (45.6) 130 (45.5) 130 (45.6) 391 (45.6)
Sphingosine- 1-phosphate (uM) Men 0.65 0060, 069) 081 (07708 097093, 1.06) 0EI(0.69093)
Women 066 (060, 070)  OE2 (079 0.85) 100 093, 109 082 (070, 0.93)
Ape (years) Men 52 (39, 65) 45 (40, 5% 47 (40, 49 49 (40, 60) 0.145
‘Women 52 (52, 61) 51 (39, 58) 49 (40, 59 50 (40, 59) 0.412
Total body weight (kg) Men BT.7 (803, 96.6) B5.3(T7.8.954)  B3.9(7T3.0, 96.6) BG4 (TES 96.3) 0375
Women 68.4 (611, TS TO2{63.9.791)  T2T (641, 820) TON (630, T8  0.064
Biody fat-free mass (kg) Men 6700627, 722y  669(GLT.TIOD 660 (604, T1E) 66T (61.6.72.2)  0.GEE
Women 460 (438 50.5)  47T0(43.9.505) 4744432 51.2) 4690439, 50T 0717
Biody fat mass (kg) Men 21.4(164, 25.3) 194 {16.2,.245)  20.0(164, 25.1) 20.1(16.3,25.1) 02
Women ZLE(IT, 2860 2340179, 308)  24.8(185,323) 230(180.305 0063
Height {cm) Men 177 {173, 182) 179 (174, 183) 17T {173, 181) 178 (173, 182) 0.361
Women 164 (159, 1690 165 (161, 169y 164 (160, 168) 164 (159, 169) 0.326
Body mass index (kg/m®) Men JR2(I58,305)  IT3(240 30y IT.4025.0, 3000) T7(253,30.2) 00w
Women 57 (226,289) D5E(ZIE M6 267 (238 305) 260023.1, 3.1y 0219
Waist circumierence {cm) Men 05.9 (885, 10d) 93,4 (B6.6, 103) 93.6 (870, 103) 4.0 (BT4, 103) 0192
Women BOO T30, 89T BDO(TIS 9200 BL3 (760, 90.2) 31.0(73.8 %05 0550
‘Waist-to-height mtio Men 0.55 (049, 0.58) 053 (D.48, D.58) 0.53 (D50, 0.58) 054 (0,49, 0.58) 0.122
Women 050044, 054) 049 (0.44.056) 030 046 0560  050(0.45.055)  0.532
Systolic blood pressure (mmHg) Man 132 (125, 143) 133 (123, 142) 135 (125, 145) 133 (124, 143) 0.583
Women 116 (106, 127) 116 (108, 127) 119109, 131) 117 (108, 128) 0.333
Diastolic blood pressure (mmHg)  Men TE({73, £5) BO (T3, B6) Bl (74, B¥) BO (74, 86) 0.243
Women T4 (67, T T4 (68, 81) T4 (69, B1) T4 (68, 81) 0.236
Hyperiension (%) Men 539 4472 0.3 50.5 0228
‘Women 389 30.8 331 343 0.358
Antibypertensive medication (%) Men 72 17 21.9 176 0.0
Women 32.1 23 26.2 99 0.2m
Glycated hemoglohin (%) Men 5.3(4.9,5.5) 53(50.5™ 53(5.1,57) 53049.56) 0.159
Women 5.1(4.7,5.4) 52(48, 55) 5.3(4.9,5.5) 5.2{48.55) 0.1o7
Type I dizhetes mellitus (%) Men 0.9 641 7.74 B35 0.375
‘Women Th3 6.15 4.62 614 0.629
Hypoglycemic medication (%) Men 6.41 385 1.94 407 0.1446
Women 3.05 L] 0.00 102 0,036
Totzl cholesteral {mmol1) Men 5200450, 600% 5300470 6100 5500480, 6.20) 530070 6100 D026
Women 5500500, 6200 530460, 6300 5400490 620 5500490 6200 D941
LDL-~cholesterol {(mmolT) Men 3340273, 3860 343(286,396) 3590285 406) 3440283 398) D046
Women 3330284, 377 325(263.4.14) 34202794000  333(276,395) 0485
HIDL-cholestero] {mmolfT) Men 125 (108, 1.45) L300 (111, 1.51) 133(1.13, 1.52) 1.2ZB (111, 14%  0.053
Women 159(1.29, 1L.87) 160 (1.38, 1.83) 161 (1.36, 1.87) 160 (1.35, 1.86)  ODED2
Totzl cholesterolHIDVL-C ratio Men 4. 18(3.53, 4.83) 4.17(337.505 429337 496) 4.19(341.493) 0957
Women 3370289, 429  332{273. 415 3510286, 4.17) 33B(286. 4.17) 0569
Hypercholesterolemic (%) Men 43.6 45.5 445 44.5 0943
Women 382 354 323 353 0612
Lipid-lowering medication (%) Men 14.1 641 516 T [LE 1]
‘Women al6 1.54 308 460 0011
Estimated glomerular filtration rate  Men 0.2 (793, 103) 4.9 (1.9, 105) 4.6 (861, 10T 93.9(81.9, 105) 003
(mLmin/1.73 o) Women 935 (826, 10d4)  926(79.5. 102) 924 (348 1050  9LT (LG 14) 0650
Smoking (%) Man
Mever 333 327 319 330
£\ Springer
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Table 1 (continoed)

Parameter First tertile Second tertile Third tertile Tuotal pvaloe*
Current 167 24 284 225
Former 500 44.9 3BT 44.5 0136
Women
Mever 519 51.5 40.8 48.1
Current 214 00 26.9 228
Former 267 285 323 292 0.350

Diata are expessed as median 25th and 75th percentile (continuous data) or percentage (cabegorical data)
A pvaloe p < 005 was considered as statistically significant and therefore highlighted in bold
*p-values are based on the chi-sguared test (for cells with bess than 10 individuals the p-values are based on the Fisher's exact test) for categori-

cal variables and the Kruskal-Wallis tests for continuous variables

S1P and heart variables were plotted with a reverse x-axis
Lo permit a more intuitive analysis of the results.

Assoclations of S1P values with structural
parameters of LV

Figure | shows the associations of S 1P concentrations with
MRI determined LVEDV, LVWT, LVM and LVC. In mul-
tivariable adjusted regression analyses we observed statisti-
cally significant inverse associations of 5 1F concentrations
with LVEDV, LVWT and LVM for men. while none of
these associalions was found for women. In detail. in men,
a | pmol/L lower 5 1P conceniration was associated with an
18.1 mL (95% confidence interval [CI] 3.66-32.6; p=0014)
bigger LVEDY, a 0.46 mm {95% CI 0.04-0.89; p=0.034)
higher LVWT and a 16.3 g (95% CI 6.35-26.1; p=0.001)
greater LVM (Table 2, Supplemental Figure 111}, We could
not show significant associations of 5 1P concentrations with
LVESY and LVC for both sexes.

In sensitivity analyses, in men, we found that a 1 pmol/L
lower S1P concentration was associated with a 21.6 ¢ (95%
Cl 6.46-36.7; p=0.005) higher LVM in hypertensive
individuals, but there was no association in normotensive
subjects (p=0.306). There were no associations of 51P
levels with LVM for both hypertensive and normotensive
women. Likewise, in man, we obsarved that a 1 pmol/L
lower S1P concentration was associated with a 27.9 g (95%
CI 9.76-46.0; p=0.003) and a 17.3 g (95% CI 1.73-32.8;
p=0.030) greater LVM in current smokers and formers
smokers, respectively, but there was no association in never
smokers (p=0.270). There ware no associations of S1P lev-
els with LVM regarding smoking status in women. We also
performed sensitive analyses to evaluate the associations of
SIP with LVM stratified by menopausal status. Both pre-
menopausal and postmenopausal women had no significant
associations. Noteworthy, the analyses groups became too

&) Springer

small after stratification, which might have influenced the
msults,

Assoclations of 51P values with systolic parameters
of LV

While we found inverse associations of S1P concentra-
tions with LVSV and LVSW in men, we did not obsarve
associations of these parameters in women. Specifically, in
men, & | ymol/L lowar S1P concentration was associated
with a 13.3 mL/beat (95% CI 4.49-22.1; p=0.003) higher
LVSY and an 18.7 of (95% CI 6.43-30.9; p=0.003) higher
LYSW (Table 2, Supplemental Figure IV ). There were no
associations of 51P concentrations with HR, LVCO and
LVEF for both sexes (Fig. 2).

Assoclations of S1P values with structural
and systolic parameters of LA

Affter multivariable regression analyses we found a statisti-
cally significant inverse association of 51P concentrations
with LAEDV in men, but not in women. In detail. in men,
a | pmolL lower S1F concentration was associated with a
12.6 mL { 1.03-24.3; p=10.033) bigger LAEDV (Table 2,
Supplemental Figure V). There were no associations of
S1P concentrations with LAESV, LASV, LACO and LAEF
for both men and women (Fig. 3).

Discussion

In our community-based sample, we found inverse asso-
ciations of SIP concentrations with structural and sys-
tolic function LV and LA parameters. Importantly, these
associations were sex-specific and detectable only in men,
but not in women. Specifically, we found that, lower S1P
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Fig. 1 Adpjusted* line (95% CI) showing the associations between
sphingosine- 1- phosphate (5 1P) with mean magnetic resonance imag-
ing determined left ventricular end-diastolic volume (LVEDVY), left
veniricular end-systolic volume (LVESY), left ventricular wall-thick-
ness (LYWT), left ventricular mass (VM) and left ventricular con-
centricity (LVC) stratified by sex (men=457; women=381). *Lin-
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ear regression adjusted for age. body fat mass. body fat-free mass,
height™, systolic blood pressure, use of antihypertensive medication,
clycaied hemoglobin, use of hypoglycemic medication, smoking sta-
tus and eGFR. Data was weighted according to subjects that did not
take part in the MRl examination
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Table 2 Adjused* B-coefficient (95%-C1) of the associations of 51F with magnetic esonance imaging determined leftventricular and leftatrial
cardiac peometry and function parameders stratified by sex (LV: men= 457; women= 381, LA: men=421; women=354)

Parameter Men

B-coefficient (93% (1), p-value

‘Women
B-coefficient (95% C1), p-valoe

Left ventricular end-diastolic volume (ml.)
Left veniricular end-systolic volume (ml.)
L.eft ventricular wall-thickness (mm)

Left veniricular mass (g}

Left veniricular concentricity (g'ml.)

Left ventricular stroke volume (ml/beat)
Left ventricular stroke work (] )

Heart rate (bpm)

Left ventricular cardiac outpat (L/min}
Left veniricular ejection fraction (%)

Left atrial end-dizstolic volume {ml.}
Left atrial end-systolic volume (mlL)

Left atrial stroke volume (mL/beat)

Left atrial cardiac output (L/min)

Laft atrial ejection fraction (%)

— 15.1 (— 326 to — 366, p=0.014
— 463 (- 139 to 4.63), p=0327
— 046 (— 0LE9 to — 0.04), p= 0034

—16.3 (— 261 tn— 6.55), p=0.001
- 002 i— 009 to 0.04), p=0.510

— 133 (- 221 to — 4.49), p=10.003

— 157 (— 309 to — 6.43), p=0.003

391 - 2.20 to 100}, p=0.209
— 062 (— 1.27 to 0.03), p=0.061
— 191 i— 500 to 113}, p=0.213

- 12.6 (- 243 to — 103), p=10.033
—7.42 (— 159 to 103}, p=0085
— 403 (— 9.85 to 1B}, p=0.175
— 0.10 {059 to 0.AD), p=0_706

108 (— 312 to 5.28), p=0.613

178 (— 7.34 to 10.9), p=0.703
— 119 (=777 to 5.400, p=0.723
— 025 (— .58 1o 0.09), p=0.144
— 021 (— 6.37 to 5.94), p=0.946
- 002 (- 007 to0.03), p=0.392
310 (- 403 o 10.2), p=10.393
5.10{— 378 i 13.9), p=0.260
- 1.72 (- £.52 to 5.100, p=0.619
008 (— 0.53 to 0.70), p=0.800
1.14 (- .55 o 4.87), p=0544
- 307 (— 116 10 5.41), p=0.4T7
219 (— 4.60 to B.95), p=0.524
- 429(— 126 0 4.02), p=0311
— 039 (— 1.05 0 0.27), p=0.242
— 034 (— 482 tn 4.13), p=0.E80

A pvaloe p < 0005 was considered as statistically significant and therefore highlighted in bold

*Linear epmession adjusted for age, body fat mass, body fat-free mass, height™, systolic blood pressure, use of antilypertensive medication,
ghycated hemoglobin, use of hypoglycemic medication, smoking status and eGFR. Data was weighted according to subjects that did not take part

in the MR examination

concentrations were associaled with larger LV and LA vol-
umes, thicker LVWT and higher LVM, LVSV and LVSW
(Fig. 4.

In the context of the published literature

Whila thera wera some studies [34, 35] that described that
higher S1P levels were related with hazardous outcomes,
several other analyses [11, 12, 14, 15, 36], in agreement
with our findings, showed the opposite, ie. that lower S1P
concentrations were associated with pathophysiologic
clinical conditions.

A previous animal study [36]. with pressure-overloaded
cardiomyocytes, showed that the use of S1P could inhibit
cardiomyocyte autophagy, thus preventing cardiomyocyte
hypertrophy and consequently, protzcting the cardiac func-
tion, mainly through the activation of the SIPRIL.

A clinical study [14] among 74 patients (68% men,
mean age of 73 years) with ischemic heart disease showed
that lower SIP levels were related to a lower LVEF, as
assessed by echocardiography, and a higher severity of
heart failure determined by NYHA class. Our findings did
not confirm the associations of S1P levels with LVEF or
LVCO in both men and women. In this context, howe ver,
it must be considered that our sample excluded partici-
pants with compromised LV function, which indicate that
our results reflect a subclinical stage. Moreover, we used

€ Springer

a population-based study with a higher number of par-
ticipants, a broad age range, sex-specific analysis and the
use of MRI to determine the cardiac parameters which is
considered to be a more accurate method as compared to
echocardiography [37. 38].

Patential mechanisms for the observed assoclations

The associations of lower S1P levels with cardiac geom-
etry and systolic function parameters might be the result
of shared multiple risk factors and comorbidities, such as
older age. obesity, hypertension, type 2 diabetes and smok-
ing which can explain these associations as parallel rela-
tions rather than direct ones. On the other hand, we have
adjusted for many risk factors in our multivariable regres-
sion models with no significant modification of our results,
which might advocate an independent association of lower
S1P kevels with these cardiac parameters. Our findings were
only significant in men, which suggest that sex hormones
might have an important influence, particularly estrogen,
which is known for cardioprotective effects. Interestingly,
ovariectomized rats experience a decrease of expression of
sphingosine kinases 1 and 2, the key enzymes involved in
S1P synthesis, alongside with decrease S1P concentrations
in aortic tissue [39]. This phenotype was rescued by estra-
diol valerate treatment. On the other hand, in our sensitive
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Fig. 2 Adjusted* line (95% CI) showing the associations belween
sphingosine- - phosphate (5 1) with mean magnetic resonance imag-
ing determined left ventricular stroke volume (LYSY), left ventricular
stroke work (LVSW), heart rate (HR), left ventricular cardiac output
(L)) and left ventricular ejection fraction (LVEF) stratified by =ex

analyses, both premenopausal and postmenopansal women
had no significant associations of S1P with LVM.
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{men=457; women= 381). *Linear regression adjusted for age, hody
fat mass, body fal-free mass, height™, systolic blood pressum, use
of antihypertensive medication, glycated bemoglobin, use of hypo-
clycemic medication, smoking status and eGFR. Data was weighted
according to subjects that did not take part in the MR 1 examination

The role of SIP in heart (patho) physiology is complex.
Synthesis of 51P involves endothelial cells, thrombocytes,
erythrocytes and other cells, being transported by various
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Fig.3 Adjusted* line (95% CI) showing the associations between
sphingosine- 1-phosphate (51F) with mean magnetic resonance imag-
ing left atrial end-diastolic volume (LAEDY), left atrial end-systolic
volume (LAESY), left atrial stroke volume (LASY), left atrial car
dizc output (LACO) and left atrial ejection fraction (LAEF) strati-
fied by sex (men=421; women=7354). *Linear regression adjusted

for age. body fat mass, body fat-free mass, haight™, systolic hlood
pressume, use of antilyperensive medication, glycated hemoglobin,
we of hypoglycemic medication, smoking status and oGFR. Data
was weighted acconding to subjects that did not take part in the MRI
examination
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Fig. 4 Associations of sphingosine- |- phosphate levels with left atrial and left ventricular peometry and systolic function parameters

carriers including albumin, LDL- and HDL-cholestzrol
[40]. Activation of the S1P receptor 3 promotes cardiac
fibroblast proliferation, but decreases collagen secretion
[41, 42]. S1P inhibits proliferation of several muscular
cell types via S1P receptor 2 activation and induces cell
differentiation, e.g. to cardiomyocytes from of human
mesenchymal stem cells [43-45]. Acute administration
of the SIPR 1, 3-5 agonist fingolimod (FTY720) induces
bradycardia [46]. but chronic administration in mouse
models of heart transplantation or pressure overload
protects against cardiac fibrosis, possibly by functional
antagonism of 31PR1 in immune cells [47, 48]. Moreo-
ver, 51P plays a substantial role in regulation of blood
pressure and vascular tone [49, 50]. S1P leads to a strong
production of the endothelial nitric oxide (NO} synthase
{eN0&)-derived NO in a similar extent like the vascular
endothelial growth factor and brady kinin [50]. Mechanis-
tically, S 1P-depended activation of S1PR1, the predomi-
nant receptor-subty pe in endothelial cells, leads through
stimulation of the PI3K/AkteNOS pathway to endothe-
lial release of NO[51] and a subsequent vasodilatation.
Accordingly, lower 51F concentrations might result in
decreased NO-liberation and facilitated endothelial dys-
function with a consequent increase in vascular tone.
This would result in a raise of the cardiac afterload and

subsequent boost of the LVSW. The concomitant increase
in the myocardial wall tension would lead to an expand in
the LVWT and LVEDV, with an accompanying enlarge-
ment of the LVSV and LAEDV, resulting in an enhanced
LV M. Interestingly, our findings in sensitivity analyses,
that S1P levels were associated with LVM in hypertensive
and smoker men might suggest that the associations of
low S1P levels could be accentuated in clinical conditions
related with endothe lial dysfunction.

Study limitations

Our study has some limitations that are needed to be men-
tioned. Our study only consisted of Caucasians, therefore,
extrapolation to other ethnicities is not appropriate. Since
we have a non-random subsample, we cannot exclude a
selection bias. Although our cardiac MRI dataset pro-
vided detailed information on structural parameters and
on parameters of systolic function, we have no data
regarding diastolic function. Additionally, while we have
adjusted as best as possible for confounding factors, causal
assumptions have still to be done with caution due to the
cross-sectional study design and the possibility of residual
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confounding. Future longitudinal studies and replication
might help to elucidate these associations.

Notwithstanding, our study has also some important
strengths including the large sample size, the standardized
assessment of MRI with detailed measurement of cardiac
geometry and function and the possibility to adjust for
multiple metabolic risk factors like body fat mass, body
fat-free mass, glycated hemoglobin, that were available
in our study.

Conclusions

Our results indicate that lower levels of S1P were associ-
ated with parameters reflecting cardiac geometry and sys-
tolic function in men. Specifically, in this population-based
sample, lower levels of S1P were associated with higher
LY wall thickness and mass. larger LV and LA chamber
sizes and greater stroke volume and work of the LV in men,
but not in women. Further experimental and clinical studies
investizating the 51P signaling pathway in cardiovascular
pathology should in particular be vigilant on sex differences
and impact of sex hormones.

Perspectives
Clinical competencies

In our study we demonstrated that lower S1P concentra-
tions were associated with larger chamber sizes and higher
will-thickness, stroke volume, stroke work and mass of the
left heart in men. We believe these results indicate that 51P
might be associated with cardisc geometry and systolic func-
lion parame [2rs in men.

Translational outlook

Future longitudinal studies are necessary to substantiate the
associations of 3 1P and heart geometry, as well as its sexual
dimorphism that we found. Since most experimental studies
investigating S1P are only performed with male animals [7],
future studies should include male and female individuals,
that would be exposed to conditions leading to modifica-
tions of cardiac shape, size, structure and function. A morne
mechanistic design, such as genetic receptor knockout or use
of SIPR- agonist/antagonist substances might clarify causal
pathways and possible pharmacological interventions.
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