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ZUSAMMENFASSUNG

Einfihrung: Homoarginin (Harg) ist ein nicht-essentielles kationisches Aminosdurederivat,
welches hauptsachlich in der Niere aus der Vorstufe Lysin synthetisiert, aber auch in
geringen Mengen mit der Nahrung aufgenommen wird. Es spielt vermutlich eine Rolle im
Energie- und Knochenstoffwechsel, aullerdem scheint es ein Substrat der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) zu sein. Assoziationen mit anderen Biomarkern werden
vermutet. Homoarginin ist derzeit im Fokus intensiver Forschungsaktivitdaten, da niedrige
Homoargininspiegel mit einem hoéheren kardiovaskuldren Risiko assoziiert sind, wobei die

zu Grunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen grofteils noch ungeklart sind.

Studienhintergrund und Hypothese: Wir analysierten retrospektiv Daten von 192
Patientinnen der Graz endocrine causes of hypertension - Studie, einer prospektiven
Single-Center Studie bei Patientinnen mit arteriellem Hypertonus. Die primare Hypothese
war, dass die Homoargininspiegel invers mit den Spiegeln von NT-proBNP, einem Marker
der Herzinsuffizienz, korrelieren. Darliber hinaus wurden mogliche Assoziationen mit

anderen kardiovaskularen Risikofaktoren evaluiert.

Material und Methoden: Es wurde auf Assoziationen der Homoargininspiegel mit
systolischem und diastolischem Blutdruck, Kreatinin, BMI, Serum-Na, HbA;., NT-proBNP,
CRP, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin und Triglyzeriden getestet. Die Messungen wurden
mittels Gblicher Routine-Labormethoden, verschiedener RIA ASSAYs und HPLC-Methode

ausschlieBlich in den Labors der Medizinischen Universitat Graz durchgefiihrt.

Ergebnisse: Wir wiesen eine Assoziation zwischen Homoarginin und NT-proBNP nach
(Beta -0,261, p<0,001), welche selbst nach Adjustieren fir Alter, Geschlecht, syst. RR,
log(e)HbA, log()Kreatinin und Body Mass Index statistisch signifikant bleibt (Beta -0,129,
p=0,040). In der Studienpopulation war Homoarginin zudem assoziiert mit Triglyzeriden

(p=0,002), Alter (p=0,009), HDL-C (p=0,034) und BMI (p=0,041).

Résumé: Die Ergebnisse der GECOH-Studie weisen auf einen Zusammenhang zwischen
Homoarginin und Herzinsuffizienz sowie bestimmten kardiovaskuldren Risikofaktoren hin.
Weitere Studien sind angezeigt, um das Potenzial von Homoarginin beziehungsweise
seines Stoffwechsel flr die Diagnostk und Therapie kardiovaskuldarer Erkrankungen zu

erforschen.
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ABSTRACT

Introduction: Homoarginine (Harg) is a non-essential cationic amino acid, which is mainly
synthesized by the kidney from its precursor lysine but it is also contained in certain food
stuffs. Accumulating evidence suggests that Harg may be involved in energy and bone
metabolism and that it may serve as a substrate for nitric oxide synthase (NOS). Harg
could also be related to various other biomarkers. It is currently the subject of intensive
research because low Harg levels indicate a significantly increased cardiovascular risk.
Underlying pathophysiological mechanisms for this relationship remain, however, largely
unknown.

Background and hypothesis: We analyzed retrospectively data of 192 patients of the Graz
endocrine causes of hypertension - Study, a prospective single-center study including
patients with arterial hypertension. Our prime aim was to evaluate whether Harg is
associated with NT-proBNP, a marker of heart failure. In addition, we also analysed

potential associations of Harg with other cardiovascular risk factors.

Material and methods: We tested for associations of serum levels of homoarginine with
systolic and diastolic blood pressure, creatinine, BMI, serum sodium, HbA;,, NT-proBNP,
CRP, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol and triglyzerides. Measurements were performed
by routine laboratory methods, various RIA ASSAYs and HPLC-method and were exlusively

performed at the laboratories of the Medical University of Graz.

Results: We observed an association between homoarginine and NT-proBNP (beta -0.261,
p<0.001), which remained statistically significant after adjusting for age, sex, syst. blood
pressure, log)HbA;, log)creatinine and body mass index (beta -0.129, p=0.040). In our
population, Harg was furthermore associated with triglyzerides (p=0.002), age (p=0.009),
HDL-cholesterol (p=0.034) and BMI (p=0.041).

Conclusion: The results of the GECOH-Study suggest an association of homoarginine with
heart failure and some cardiovascular risk factors. Further studies are warranted to
evaluate the potential of Harg and its metabolism for the diagnosis and treatment of

cardiovascular diseases.
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1.Einleitung

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurden retrospektiv Patientendaten der Graz Endocrine
Causes of Hypertension- (GECOH-) Studie ausgewertet und primar auf einen moglichen
Zusammenhang zwischen Homoarginin, einem Metaboliten der Aminosaure Lysin, und
NT-proBNP, einem Marker der Herzinsuffizienz, untersucht. Zusatzlich versuchte man
herauszufinden, ob statistisch signifikante Assoziationen mit anderen kardiovaskuldren
Risikofaktoren wie RR, Blutfetten, Entziindungsparametern, Elektrolyten, Alter oder dem
Geschlecht bestehen. Diese Fragestellungen sind insofern von groRRer Relevanz, da erst
kiirzlich gezeigt wurde, dass niedrige Homoargininspiegel in Zusammenhang mit
erhohtem kardiovaskularem Risiko stehen. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind
noch nicht genau geklart, es wird aber ein Zusammenhang mit dem Energiestoffwechsel
des Herzens sowie mit der Metabolisierung und Synthese von Stickstoffmonoxid, einem

potenten Vasodilatator, vermutet.

1.1. Hy-Hypothese

Es wurde ein inverser Zusammenhang zwischen Homoarginin und NT-proBNP als

Primarhypothese vermutet.

1.2. GECOH-Studienhintergrund

Von Februar 2009 bis April 2011 wurde an der klinischen Abteilung fir Endokrinologie
und Stoffwechsel der Medizinischen Universitat Graz eine prospektive Single-Center-
Studie zum Thema endokrin bedingter arterieller Hypertonus durchgefiihrt. Primares Ziel
der Studie war es, die Testgenauigkeit der Aldosteron/aktivem Renin - Ratio (AARR) und
des  Kochsalzbelastungstests (SIT) beim  Screening auf einen  priméren
Hyperaldosteronismus  (PHA), sowie deren Beeinflussung durch etwaige

Zusatzmedikationen (wie zum Beispiel Beta-Blocker) zu evaluieren.

Wahrend der bisherigen Studienlaufzeit wurden 192 Patienten rekrutiert, welche
beziglich ihres kardiovaskuldaren Risikoprofils untersucht wurden. Die bisherigen
Auswertungen der GECOH-Studie fokussierten sich hauptsdchlich auf maogliche

gegenseitige Einflisse zwischen den Serumspiegeln von 25(0OH)D und 1,25(0OH),D,




sytolischem und diastolischem Blutdruck, sowie der Aktivitat des Renin-Angiotensin-

Aldosteron-Systems.

Im Rahmen der GECOH-Studie wurde nach genauer Abklarung des endokrinen
Hypertonus bei 182 Patientlnnen die Diagnose Essentieller Hypertonus (EH) gestellt und
bei 10 Patientlnnen ein Primarer Hyperaldosteronismus (PHA) diagnostiziert. Im Rahmen
der diesbeziiglichen Abklarung auf einen PHA wurde sowohl die Bestimmung der aktiven
Aldosteron zu Renin Ratio (AARR) durchgefiihrt als auch ein Kochsalzbelastungstest
(=Saline Infusion Test [SIT]) gemacht. Als Grenzwerte hierfir wurden eine AARR >
5,7ng/dL/ng/L bzw. eine Aldosteronkonzentration, welche nach SIT > 10ng/dL betragt,
entsprechend internationaler Richtlinien festgelegt, wobei zur Diagnosstellung PHA

sowohl die AARR als auch der SIT pathologisch erhohte Werte aufweisen mussten.

In die Studie eingeschlossen wurden volljahrige Patientlnnen kaukasischer Herkunft,
welche im Sinne eines sogenannten ,written informed consent” nach entsprechender
Aufklarung in die Studie eingewilligt hatten. Es wurden ausschliefllich Patientinnen mit
arteriellem Hypertonus in der GECOH-Studie untersucht, wobei dazu zumindest eines der

folgenden Kriterien erfillt sein musste;

= zweimalig gemessener Blutdruck tiber 140/90mmHg,

mittlerer ambulanter arterieller 24h-Blutdruck Gber 125/80mmHg,

= zu Hause gemessener Blutdruck iber 130/85mmHg

oder laufende antihypertensive Therapie.

Als Ausschlusskriterien wurden eine signifikant eingeschrankte Nierenfunktion
(GFR<30mL/min/1,73m?), schwere Leberinsuffizienz (Child-Pugh B und C), schwere
Herzinsuffizienz (NYHA 3 und 4), ein akutes Coronarsyndrom (ACS) innerhalb der letzten
zwei Wochen, Therapie mit Immunsuppressiva, Glucocorticoidtherapie, Chemotherapie,
Schwangerschaft und Komorbiditdten mit einer voraussichtlichen Lebenserwartung von
unter einem Jahr festgelegt. Bei Bedarf wurden auch die behandelnden Arztinnen und
Arzte der Studienteilnehmerinnen konsultiert und nach moglichen weiteren Faktoren

befragt, welche die Teilnahme an einem SIT unmoglich machen kénnten.




Dieses Patientenkollektiv wurde wahrend der Laufzeit der Studie auf Unterschiede in den
zwei Diagnosegruppen beziglich der Parameter des RAAS untersucht. Dabei konnten
signifikant hohere Parathormonspiegel (67,8 +/- 26,9 pg/ml vs. 46,5 +/- 20,9 pg/ml,
p=0,002) und signifikant niedrigere Claciumkonzentrationen (2,35 +/- 0,10 vs. 2,26 +/-
0,10 mmol/L, p=0,013) bei den Patientinnen mit PA detektiert werden. Zudem wurde ein
statistisch signifikanter inverser Zusammenhang zwischen Vitamin D und dem arteriellen
Hypertonus nachgewiesen, der vermutlich nicht, beziehungsweise nicht ausschlieBlich,

Uber das RAAS-System mediiert sein durfte!®.




2. Allgemeiner Teil

2.1. Homoarginin

2.1.1. Struktur und Eigenschaften

Homoarginin ist ein nicht essentielles kationisches Aminosdurederivat. Bisherige

Forschungsarbeiten (ber den Homoargininstoffwechsel deuten darauf hin, dass

Homoarginin hauptsachlich in der Niere durch Metabolisierung seiner Vorstufe Lysin

entsteht. Dem zufolge weisen Patientinnen mit verringerter Nierenfunktion auch

niedrigere Homoargininspiegel auf, was in einer rezenten Studie bei Dialysepatientinnen
(2)

auch eindrucksvoll gezeigt werden konnte'”. Strukturell unterscheidet sich Harg von

Arginin durch eine zusatzliche Methylgruppe in der Kohlenstoffseitenkette (siehe Abb.2).

Homoarginin scheint aber nicht nur endogen im Stoffwechsel synthetisiert zu werden
sondern kommt aulRerdem in geringen Mengen natirlich in der Nahrung, so zum Beispiel
im Samen der Platterbse (Lathyrus cicera und Lathyrus sativus), vor. Bisher konnte
Homoarginin zudem in einigen Korperflissigkeiten (Harn, Plasma und Liquor)
nachgewiesen und in Leber, Niere sowie dem Gehirn bestimmt werden.

Die physiologische Plasmakonzentration liegt in etwa zwischen 0,4 pmol/L und 0,8

umol/L®.
O O
H2N—CH-g—OH H2N—CH-y)—OH

CIJHZ (|3H2

CHy CHy

IIIH (|3Hz

(IJ =NH l;l H

NH, ? =NH
NH,

Abb.1: Chemische Struktur von Arginin Abb.2: Chemische Struktur von Homoarginin




2.1.2. Metabolismus

Es wird vermutet, dass Homoarginin bei der enzymatischen Umwandlung von Ornithin als
Nebenprodukt eines alternativen Harnstoffzyklus gebildet wird, beziehungsweise dass es
durch eine andere enzymatische Amidierungsreaktion im Koérper entsteht. Somit scheint
es zwei Stoffwechselwege zu geben, die zur Synthese von Homoarginin fiihren kénnen.

Diese beiden Moglichkeiten werden im Folgenden kurz dargestellt(3);

1. in einem alternativen Harnstoffzyklus (Abb.3) oder

2. in einer Amidierungsreaktion durch das Enzym AGAT (Abb.4).

NO

NO-Synthase t
Arginin Homoarginin

/ —_— \

Arcini . ) Homo-
rginino- Harnstoff  Ornithin Lysin arginino-

succinat @I‘y succinat

Ornithin-
Transcarbamoylase Homo-

Citrullin citrullin

Mitochondrium

Abb.3: Moglicher Stoffwechselweg von Homoarginin in einem alternativen Harnstoffzyklus.

In diesem Modell eines moglichen Homoarginin-Stoffwechselweges (siehe Abbildung 3)
wird Lysin, welches als Homolog von Ornithin zu betrachten ist, mittels Ornithin-
Transcarbamoylase (=mogliches Schliisselenzym der Homoargininsynthese) analog zum
klassischen Harnstoffzyklus verstoffwechselt. Dieses Enzym katalysiert neben seiner
hohen Affinitdt zu Ornithin ebenfalls die Transaminierung von Lysin. Dadurch wird die
Synthese von Homoarginin initiiert und es kommt in weiterer Folge Uber das

Stoffwechselzwischenprodukt Homoargininosuccinat zur Entsehung von Homoarginin(z’g).




Mithilfe des abgebildeten Schemas lasst sich zudem der Einfluss von Homoarginin auf den
NO-Stoffwechsel erkldaren (siehe Abbildung 3). Durch Hemmung der Arginase und der
daraus resultierenden hoheren Verfligbarkeit von Arginin, dem Hauptsubstrat der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS), kommt es namlich zu einer vermehrten Produktion
von NO, wodurch wiederum moglicherweise die antihypertensive Potenz von
Homoarginin zu erkldaren ware, da NO als starker Vasodilatator fungiert (zur genaueren

Erkldrung siehe Kapitel 2.1.3.1)?.

Reaktionen der L-Arginin:Glycinamidinofransferase

Arg + H-Arg + H-Arg + Arg +
Ghycin Glycin Glycin Alanin
ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ -.---um-
GAA+ GAA + GPA + GPA +
Omithin Lysin Omithin Omithin
GAA, Guanidinoessigsaure Arg, Arginin
GPA, Guanidinopropionsdure H-Arg, Homoarginin

Abb.4: Moglicher Syntheseweg von Homoarginin (hauptsachlich in der Niere) durch die AGAT.

Wie aus Abbildung 4 hervorgeht, ist die AGAT (L-Arginin:Glycinamidinotransferase),
welche auch GATM abgekiirzt werden kann, ein wichtiges Enzym fir die
Kreatinbiosynthese. Sie katalysiert den Umbau von Arginin und Glycin zu Guanidinoacetat
(GAA) und Ornithin, welches wiederum zu Kreatinin weiterverarbeitet wird®. Kreatinin
selbst dient dem Organismus auf der einen Seite als pH-Puffer und agiert andererseits als

»Energy Shuttle” fiir phosphatgebundene Energieformen, in erster Linie ATP),

Das seltene Krankheitsbild des angeborenen AGAT-Mangels wurde im Jahr 2000 erstmals
von Bianchi et al. beschrieben. Als Symptome wurden unter anderem nicht-spezifische
Entwicklungsstérungen, mentale Retardierung, autistisches Verhalten, Fieberkrampfe und
Hypotonie beschrieben. Die Erkrankung manifestiert sich tblicherweise schon vor dem
ersten Lebensjahr. Diagnostisch findet man in diesem Fall unter anderem niedrige
PIasma—Kreatininspiegel(s). Die AGAT-Enzymaktivitat lasst sich mittels spezifischer
Flissigchromatographie oder Massenspektrometrie in Herzmuskel- und Nierenproben

messen'®. Ob die bei dieser Erkrankung vorhandenen niedrigen Blutdruckwerte mit




einem Energiedefizit im Herzen und folglich erniedrigter Herzleistung in Zusammenhang
stehen, ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht untersucht worden. Dies ware aber eine

interessante Hypothese fir zuklinftige Forschungsarbeiten.

2.1.3. Assoziation mit anderen Biomarkern

Da man bisher davon ausgegangen ist, dass die Homoargininspiegel weitestgehend
konstant sind, kam es als ReferenzgroRe und endogener Standard bei etlichen
Analyseverfahren zum Einsatz®). Neueste Forschungsergebnisse zeigten jedoch eine teils
reversible Hochregulation der AGAT bei Patienten und Patientlnnen mit Herzinsuffizienz,
was vermutlich auf den erhdéhten Energiebedarf des in seiner Funktion eingeschrankten
oder dekompensierten Myokards zurlickzufiihren ist und sich ebenfalls auf den

Homoargininspiegel auswirken misste!”’

. Wenn die Homoargininspiegel nun jedoch
physiologischen Schwankungen unterworfen sind, schlagt sich das natirlich auch auf den
errechneten Wert der ZielgroRe nieder und es kommt zu einer Verfalschung dieser,
sofern bei den Messungen Homoarginin als Standard genommen wurde. Der auftretende
Fehler ist umso groBer, je niedriger die Homoargininkonzentration und die Konzentration
der zu bestimmenden Substanz des Patienten ist?. Deshalb ist Homoarginin als

ReferenzgrolRe bei der Bestimmung anderer Biomarker suboptimal und sollte hier nach

Moglichkeit nicht mehr eingesetzt werden.

Verschiedenste Studien der letzten Jahre haben einige signifikante Assoziationen
zwischen Homoarginin und anderen Biomarkern, v.a. kardiovaskuldren Risikofaktoren,
gezeigt. Allgemein wird vermutet, dass Homoarginin eine entscheidende Rolle im NO- und
Energiestoffwechsel spielt. Statistische Analysen haben ergeben, dass niedrige
Homoargininspiegel mit einer erhéhten Mortalitdt verbunden sind, wobei der genaue
Pathomechanismus bis dato noch grofiteils unbekannt ist. Dazu gibt es jedoch einige
interessante Ansatze, welche weiter unten etwas detaillierter angefiihrt und diskutiert

werden.

2.1.3.1. Homoarginin und Stickstoffmonoxid
Die Stickstoffmonoxid-Synthase, welche das NO freisetzt beziehungsweise synthetisiert,
setzt Arginin als Hauptsubstrat um. Stickstoffmonoxid induziert die endotheliale

Relaxation und agiert somit in gewisser Weise als eine Art kardiovaskularer




Schutzfaktor®. Erst kirzlich wurde in experimentellen Beobachtungsstudien
nachgewiesen, dass Homoarginin neben einigen anderen Aminosdurederivaten ebenfalls
als Reaktionspartner der NOS (siehe Abb.3) agiert und somit, wie Arginin, als NO-
Vorlaufersubstanz kardiovaskular protektiv wirken kénnte. Auch wurde zum Beispiel in
Zellversuchen gezeigt, dass die Homoarginin-Umsetzungsrate durch die NOS circa 75%
derer des Arginins erreicht®?). Im Tierversuch konnte nach intravendser Applikation von
Homoarginin der arterielle Mitteldruck von Ratten von 145(+/- 3) auf 122(+/- 5) mmHg
gesenkt werden, wodurch eine antihypertensive Potenz von Homoarginin nahegelegt

d™®. Zum anderen bewiesen Studien, dass Homoarginin einen geringgradig

wir
inhibitorischen Effekt auf Arginase besitzt, was im Tierversuch mit Ratten durch eine
beobachtete signifikante Senkung der Harnstoffausscheidung entdeckt wurde™*? Durch
diese Hemmung von Arginase kdnnte der Arginin-Abbau im Korper reduziert werden

wodurch dann vermehrt Arginin zur NO-Synthese durch die NOS verfligbar ware.

2.1.3.2. Einfluss auf die kardiovaskuldare Mortalitat

Nach gemeinsamer Auswertung der Daten von 3305 kaukasischen Patientlnnen der
LURIC- (Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health Study, eine prospektive
Kohortenstudie zur Erhebung von Risikofaktoren fiir die koronare Herzerkrankung) und
der 4D- (Die Deutsche Diabetes Dialyse Studie, welche Patienten und Patientinnen mit
Typ 2 Diabetes Mellitus und einer Dialysedauer von unter zwei Jahren rekrutierte) Studie,
wurde die allgemeine Beeinflussung der kardiovaskularen Mortalitdat durch Homoarginin
statistisch quantifiziert und graphisch dargestellt (siehe Tabelle 1). Das Patientenkollektiv

wurde in vier Quartilen, entsprechend ihrer Homoargininspiegel, eingeteiItB).

Quartile Gesamtmortalitat Kardiovaskuldare Mortalitat

LURIC-Studie 4D-Studie LURIC-Studie 4D-Studie
1 3,0(2,3-3,8)a 2,0(1,6-2,6)a 4,1(3,0-5,7)a 2,0(1,4-2,9)a
2 1,7 (1,3-2,2)a 1,8 (1,4-2,3)a 2,2(1,6-3,2)a 2,1(1,5-3,0)a
3 1,2 (0,9-3,4) 1,2 (1,0-1,6) 1,6 (1,1-2,2) 1,4 (1,0-2,0)
4 1 1 1

Tab.1: Gesamtmortalitdit und kardiovaskuldre Mortalitdit nach Meinitzer et al. in Abhangigkeit von der

Homoargininkonzentration (95% Cl, a=adjustiert).




Die Quartilsgrenzen fiir Studienteilnehmer aus der LURIC-Studie wurden nach
aufsteigenden Homoargininwerten wie folgt eingeteilt;

von Gruppe 1 mit Serumhomoargininspiegeln von <1,85umol/L bis Gruppe 4 mit Spiegeln
von >3,1umol/L. Dabei ergaben sich fir Patientinnen und Patienten aus der ersten
Quartile gegentliber derer aus der vierten, ein dreifach hoheres Gesamt- und ein 4,1-fach

erhéhtes kardiovaskuldres Mortalitatsrisiko®.

Fir die Dialysepatientlnnen aus der 4D-Studie, deren Quartilsgrenzen von Gruppe
1(<0,87umol/L) bis Gruppe 4(>1,4umol/L) lagen, ergab sich ein zweifach erhohtes Risiko
flir beide Ereignisse. Diese Daten zeigen einen statistisch signifikanten, indirekt
proportionalen Zusammenhang zwischen dem Homoargininspiegel und der Mortalitat,
insbesondere durch kardiovaskuladre EreignisseB). Zusammengefasst zeigen diese
Auswertungen, dass Homoarginin bei Dialysepatientinnen und -patienten deutlich

vermindert ist und dass niedrige Homoargininwerte ein signifikanter und unabhangiger

Risikofaktor fir Mortalitat und kardiovaskulare Ereignisse ist.

2.1.3.3. Homoarginin im Knochenstoffwechsel

Als bekannter Hemmfaktor der BALP (bone alkaline phosphatase) und TNALP (tissue-
nonspecific alkaline phosphatase) ist es nicht verwunderlich, dass Homoarginin auch im
Knochenstoffwechsel eine Rolle zu spielen scheint. Es wurde festgestellt, dass ein inverser
Zusammenhang zu beta-CTxs (r=-0,26; p<0-001) und Osteocalcin (r=-0,21; p<0,001)
bestent und Homoarginin somit moglicherweise den Knochenstoffwechsel etwas
bremsen kénnte. AuBerdem scheint Homoarginin die Frakturhaufigkeit signifikant zu
senken, was nicht zuletzt auf eine relativ hohere Knochendichte bei relativ héheren
Homoargininspiegeln zurickzufihren ist. Es sind weitere Studien angezeigt um eindeutig
zu bestdtigen, dass Homoarginin an der Pathogenese von muskuloskelettalen
Erkrankungen beteiligt ist beziehungsweise zu evaluieren, ob auch eine
Supplementierung mit Homoarginin einen positiven Einfluss auf den Knochenstoffwechsel

hatte*?),




2.1.3.4. Assoziation mit anderen Risikofaktoren

Ebenfalls nach Auswertung des Patientenkollektives dieser beiden oben angefiihrten
Studien  (LURIC und 4D) konnte eine positive Korrelation zwischen
Homoargininkonzentration und angiographischer Auswurfleistung des Herzens (ejection
fraction = EF) detektiert werden (r=0,20, p<0,001). Diese Studien wurden auch zur
Untersuchung eines moglichen Zusammenhanges zwischen Homoarginin und
Nierenfunktion und anderen Biomarkern herangezogen und es stellte sich heraus, dass
eine Assoziation mit GFR (r=0,25, p<0,001), Fibrinogen (r=-0,25, p<0,001), D-Dimer
(r=-0,28, p<0,001) und AP (r=-0,22, p<0,001) besteht. Experimentelle Studien haben
dariiber hinaus ergeben, dass Homoarginin antihypertensive und antithrombotische
Potenz besitzt und die Insulinsekretion steigern kann, wobei diese v.a. in Zell- und

Tierstudien erhobenen Erkenntnisse erst beim Menschen untersucht werden miissen'? 7

14)

Zudem zeigte sich eine signifikant negative Korrelation mit endothelialen
Adhasionsmolekiilen intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)(r=-0,16, p<0,001) und
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)(r=-0,23, p<0,001). Diese Daten legen einen
Zusammenhang von Homoarginin mit endothelialer Dysfunktion nahe, wobei dies durch
eine Beeinflussung des NO Stoffwechsels mediiert sein kdnnte. Aufgrund des oben
dargestellten Metabolismus von Homoarginin ist eine hier ebenfalls entdeckte
signifikante Beeinflussung der Spiegel von Lysin und Arginin durch Homoarginin nicht

verwunderlich®,

Weiters besteht ein signifikanter Zusammenhang mit dem Entziindungsparameter CRP
(r=-0,27, p<0,001) und dem BMI (r=0,19, p<0,001). Schlussendlich wurde eine besonders
signifikante ebenfalls inverse Korrelation mit NT-proBNP festgestellt (r=-0,33, p<0,001),

was zum Kernthema dieser Arbeit tiberleitet®.

Das alles qualifiziert Homoarginin moglicherweise dazu, bald als neuer kardiovaskularer
Risikofaktor in der klinischen Routinediagnostik bestimmt zu werden und erdffnet
vielleicht auch neue therapeutische Ansatzmoglichkeiten zur Senkung der

Gesamtmortalitat kardiovaskularer Erkrankungen.




2.2. NT-proBNP

2.2.1 Struktur und Eigenschaften

NT-proBNP ist das aus 76 Aminosauren bestehende Aminoterminalpeptid des kardialen
Peptidhormons proBNP, wirkt nach seiner Aufspaltung allgemein als vasodilatatorischer
Botenstoff und fordert die Salz- und Harnausscheidung in der Niere. Dieser Effekt wird

auch teilweise liber eine Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)

(15, 16)

vermittelt

proBNP

[1-108 AS, pro brain natriuretic peptide]

. B

biologisch aktives BNP

[77-108 AS]
und
1 1 70 %
H coon NT-proBNP
NEpro-BNP {1-76) M BNP (77-108} Q00H [1-76 AS, n-terminales proBNP]

Abb.5: Struktur von proBNP und Aufspaltung durch Proteasen in NT-proBNP und aktives BNP

2004 wurden in einer Publikation von McDonagh et al. Serumkonzentrationen von NT-
proBNP von gesunden Probandinnen, Patientinnen mit links-ventrikuldrer Dysfunktion
(LVD) und Patientlnnen mit Herzinsuffizienz (HI) verglichen. Es wurden folgende mittlere

Serumkonzentrationen gemessen (siehe Tabelle 2)(17);

Konzentrationen von NT-proBNP bei

gesunden Probandinnen, LVD-Patientinnen und Herzinsuffizienz-PatientInnen:

gesunde Individuen: 20 pg/ml
Patientinnen mit LVD: 117,3 pg/ml
Patientinnen mit HI: 269,6 pg/ml

Tab.2: NT-proBNP-Spiegel bei variablen Komorbiditdten

Zudem wurden in verschiedensten klinischen Studien héhere Spiegel von NT-proBNP bei

Individuen hoheren Alters beobachtet, ebenso scheint weibliches Geschlecht fiir eine

hohere Konzentration pradispositionierend zu sein*”),




2.2.2. Metabolismus

ProBNP agiert als eine Art ,biochemischer Dehnungsmarker”, wird im Rahmen eines
Kompensationsmechanismus bei Ventrikel(iber)dehnung vom Myokard ausgeschittet
und ist dann im Blut nachweisbar. Die Synthese wird durch die Starke und die Dauer der
mechanischen Beanspruchung reguliert, es wird auRerdem nach neurohumoraler

Stimulation durch Noradrenalin und Angiotensin Il vermehrt produziert(16).

Die Bildung erfolgt somit praktisch ausschlieBlich im Herzen. Dadurch qualifizieren sich
BNP und seine Spaltprodukte als gute Marker zur Beurteilung des kardialen Zustandes
und lassen Rickschlisse auf die myokardiale Funktion beziehungsweise den

Volumenstatus der Patientin oder des Patienten zu (siehe Kapitel 2.2.3.).

Wahrend der Freisetzung aus den Kardiomyozyten wird es durch Proteasen in das
biologisch aktive BNP und in das (hormonell inaktive) n-terminale proBNP (NT-proBNP)
aufgespalten, welche dann dquimolar im peripheren Blut vorliegen und gemessen werden

konnen (siehe Tabelle 3)18).

2.2.3. Diagnostische Aussagekraft

BNP und NT-proBNP bei chronischer Hl:

BNP <100pg/ml 100-400pg/mll >400pg/ml
NT-proBNP <400pg/ml 400-2000pg/ml >2000pg/ml
Beurteilung: HI unwahscheinlich HI moglich HI sehr wahrscheinlich

Tab.3: Serumkonzentrationen bei chronischer Herzinsuffizienz

Wie aus Tabelle 3 ersichtlich, eignen sich sowohl NT-proBNP als auch BNP selbst zur
Diagnostik und Verlaufskontrolle der Herzinsuffizienz, jedoch wird bevorzugt auf
NT-proBNP zurlickgegriffen, da es in hoherer Konzentration im peripheren Blut vorliegt
und mit zirka 60-120 Minuten eine langere Halbwertszeit hat (BNP hat eine HWZ von zirka

20 Minuten)(lg'zo).

In den aktuellen Richtlinien der Europdischen Kardiologischen Gesellschaft (ESC) wird
NT-proBNP zur Ausschlussdiagnostik der Herzinsuffizienz empfohlen und kann auch bei

Untersuchungen zur Verlaufskontrolle bestimmt werden.




Der Test zur Bestimmung dieser Substanzen hat eine hohe diagnostische Sensitivitat
sowie vor allem auch einen hohen negativ-pradiktiven Wert von >97%8 21 Allgemein ist
zu bemerken, dass der BNP-Spiegel (und auch der NT-proBNP-Spiegel) mit zunehmender
Herzinsuffizienz steigt. Die vorliegenden Konzentrationen sind jedoch von einigen
Faktoren abhdngig. So misst man zum Beispiel falsch hohe Werte bei Patientinnen mit
Niereninsuffizienz, COPD oder Myokarditis, zu niedrige Werte liegen unter anderem bei

adipdsen Patientlnnen vor.

Deshalb sollten die erhobenen Befunde (wie alle Laborwerte) stets kritisch hinterfragt
werden und nur im Zusammenhang mit Anamnese, Klinik und Echokardiographiebefund
interpretiert werden??. Zusitzlich muss bedacht werden, dass Markerkonzentrationen im
Blut auch durch verschiedenste andere Faktoren wie zum Beispiel Geschlecht,

Lebensalter, Grad der Kompensation oder Nierenfunktion beeinflusst werden.

Eine Herzinsuffizienz kann somit bei unterschwelligen Werten vorhanden, muss aber auch

nicht die (alleinige) Ursache fiir eine Erhéhung dieser lber den Grenzwert sein”),

Zuletzt ist zu erwahnen, dass sich in der taglichen klinischen Routine die Bestimmung von
NT-proBNP, vor allem im Hinblick auf die Differentialdiagnose einer kardialen und
pulmonalen Dyspnoe, sehr gut etabliert hat. Eine weitergehende kardiologische

Abklarung ist bei erhéhten Spiegeln zur Sicherung der Diagnose erforderlich.




2.3. Herzinsuffizienz

2.3.1. Definition und Klassifikation

Als Herzinsuffizienz wird die Unfahigkeit des Herzens zur Forderung des fiir den
Organismus notigen Herzzeitvolumens bezeichnet. Nach der WHO ergibt sich dadurch
eine verminderte physische Belastbarkeit aufgrund der ventrikuldaren Funktionsstorung.
Klinisch liegt deswegen dann eine HI vor, wenn die fiir eine Funktionsstérung des Herzens

typischen Symptome wie Belastungsdyspnoe, Beinddeme und Midigkeit bestehen® 23,

Prinzipiell kann zwischen Linksherzinsuffizienz, Rechtsherzinsuffizienz und kardialer
Globalinsuffizienz unterschieden werden. Klassifizieren kann man die HI mittels NYHA-
Klassifikation der New York Heart Association (siehe Tab.4)(22) oder

Herzinsuffizienzklassifikation der American Heart Association (siehe Tab.5)!%).

NYHA - Stadium | Subjektive Beschwerden bei Herzinsuffizienz
I Beschwerdefreiheit unter HI-Therapie

Il Beschwerden bei starkerer korperlicher Belastung
Il Beschwerden bei leichterer kérperlicher Belastung

\Y) Beschwerden in Ruhe

Tab.4: NYHA-Klassifikation der Herzinsuffizienz

Die NYHA-Klassifikation beurteilt die subjektive Leistungsfahigkeit der Patientinnen. Im
NYHA-Stadium | liegt dementsprechend zwar eine objektivierbare kardiale Dysfunktion
vor, der oder die PatientIn ist unter Therapie jedoch asymptomatisch. In den Stadien II-IV
hingegen fiihlen sich die Patientinnen bei starkerer, beziehungsweise leichterer Belastung

oder sogar schon in Ruhe korperlich eingeschrankt.

AHA-Stadien

Stadium A | hohes Risiko, an HI zu erkranken, weil verschiedene Risikofaktoren
vorhanden sind, die mit HI assoziiert werden, noch nie symptomatisch
Stadium B | strukturelle Herzerkrankung, eng mit HI assoziiert, (noch) asymptomatisch
Stadium C | war schon/ist gerade symptomatisch, strukturelle Herzerkrankung

Stadium D | fortgeschrittene strukturelle Herzerkrankung bei schwerer Symptomatik in
Ruhe trotz laufender maximaler Therapie

Tab.5: AHA-Klassifikation der Herzinsuffizienz




Die HI-Klassifikation der American Heart Association, welche Pathogenese und
Progredienz der Erkrankung beurteilt, bietet eine Alternative zur Einteilung der HI, wird

aber in unseren Breiten eher selten verwendet.

2.3.2. Epidemiologie

Die Herzinsuffizienz stellt eine der haufigsten Morbiditaten der immer starker alternden
Bevolkerung in den Industriestaaten dar. In Europa wird die Zahl der Betroffenen
mittlerweile schon auf zirka 10 Millionen geschétzt(23). Die Pravalenz dieser Erkrankung
nimmt mit dem Alter zu und betrdgt in der finften Lebensdekade noch unter 1%, in der
sechsten und siebenten Lebensdekade bereits 2-5% und ab der achten Lebensdekade fast
10%%*. Manner sind gleichmaRig in jeder Altersgruppe um etwa 50% haufiger davon

betroffen als Frauen'®”,

2.3.3. Pathogenese

In 80-90% der Falle resultiert die Symptomatik der Herzinsuffizienz aus einer
ventrikularen Funktionsstérung, in ca. 60% liegt eine systolische Dysfunktion mit einer
EF <40% vor®®. Liegen hingegen Kklinische Zeichen einer Herzinsuffizienz trotz
Uiberwiegend erhaltener systolischer Auswurfleistung des Myokards vor (bei in etwa 40%

der Betroffenen), geht man von einer diastolischen Funktionsstérung aus'®),

Die koronare Herzerkrankung wird mit bis zu 70% als die haufigste Ursache einer Hl
gefliihrt, diese ist bei bis zu 50% der betroffenen Patientinnen von einer arteriellen
Hypertonie begleitet. Bei den restlichen Patientlnnen werden ein arterieller Hypertonus
selbst, koronare Herzerkrankungen mit Myokardischdamie, Kardiomyopathien,
Klappenvitien und metabolische Erkrankungen wie Schilddrisenfehlfunktionen als
ursachlich fir die Herzinsuffizienz angenommen. Nach initialer druck- oder
volumenbedingter myokardialer Schadigung kommt es nach wiederholtem myokardialen
Remodelling und weiteren Zellschaden zu peripherer Vasokonstriktion, massiver
FlUssigkeitsretention und starker Arrhythmieneigung, was die Symptomatik der HI

erklart'®),




2.3.4. Klinische Symptomatik®®

v'  Linksherzinsuffizienz
e Riickstauung in den kleinen Kreislauf (Dyspnoe, Orthopnoe, Asthma cardiale,
Lungenddem, Zyanose)

e Low output (Schwache, Leistungsminderung, zerebrale Minderperfusion)

v' Rechtsherzinsuffizienz

e Halsvenenstauung

e Gewichtszunahme (periphere Odeme)

e Stauungsleber (besonders bei akuter Dekompensation; eventuell Ikterus,
Bilirubin- und Transaminasenerh6hung, Vena cava und Lebervenen
sonographisch geweitet, , kardiale Zirrhose®)

e Stauungsgastritis (Appetitlosigkeit, Meteorismus, , kardiale Kachexie”)

e Stauungsnieren (Proteinurie)

v' Gemeinsame Symptome bei Links- und Rechtsherzinsuffizienz
e Nykturie (Riickresorption der Odeme)
e Sympathikusaktivierung (Tachykardie, Rhythmusstérungen, dritter Herzton
(Galopprhythmus), Pulsus alternans)

e Herzvergroflerung
e Pleuraerguss (Stauungstranssudate)

2.3.4.1. Framingham-Kriterienm)

Zum Stellen der Diagnose HI miissen entweder mindestens zwei Kriterien 1. Ordnung

oder ein Kriterium 1. Ordnung und mindestens zwei Kriterien 2. Ordnung erfillt werden.

Kriterien 1. Ordnung: akutes Lungenédem

= paroxysmal nachtliche = 3. Herzton

Dyspnoe/Orthopnoe = erhohter zentraler Venendruck
= Halsvenenstauung = Zirkulationszeit 225 Sekunden
= pulmonale Rasselgerausche = hepatojuguladrer Reflux

=  Kardiomegalie




Kriterien 2. Ordnung:

= Unterschenkel6deme
= npachtlicher Husten
= Belastungsdyspnoe

= Hepatomegalie

2.3.5. Diagnostik

= Pleuraergisse

=  Tachykardie 2120/Minute

= Vitalkapazitat vermindert

= Gewichtsabnahme >4,5 kg in 5

Tagen unter Therapie

1) Klinik (Framingham-Kriterien und/oder NYHA-Stadium und/oder AHA-Stadium,

Belastungstests)

2) BNP und NT-proBNP

3) Bildgebung: Echokardiographie, Dopplersonographie, Rontgen-Thorax, MRT

4) Invasive Diagnostik (Herzkatheter)

5) EKG, Blutblid, klinische Chemie, Urinstatus

ad 1) Framingham-Kriterien
NYHA-Stadium
AHA-Stadium

Belastungstests

Tab.6: Diagnostik der Herzinsuffizienz

- siehe Kapitel 2.3.4.1.
-> siehe Kapitel 2.3.1.
- siehe Kapitel 2.3.1.

- Belastungstests spielen bei der Diagnostik der Herzinsuffizienz

mittlerweile eine untergeordnete Rolle und kommen hauptsachlich zur

Objektivierung der kardialen Leistungsfahigkeit und zur Beurteilung des

Therapieerfolges bei chronischer HI zum Einsatz. Dazu eignet sich zum

Beispiel der 6-Minuten-Gehtest, zur subjektiven Beurteilung der Dyspnoe

durch den Patienten wird unter anderem die sogenannte Borg-Skala

eingesetzt. Es werden die maximale Sauerstoffaufnahme und die

Belastungszeit gemessen. Eine VO,<10ml/kgKG/min spricht hier fir ein

hohes Risiko®*.
ad2) BNP und NT-proBNP

ad 3) Bildgebung(zz)

- siehe Kapitel 2.2.3.

- Nachweis einer systolischen/diastolischen Dysfunktion, planimetrische

Ermittlung der EF, Messung des transmitralen Flusses (pulsed wave




Doppler), Erfassung kausaler Faktoren/Zeichen einer HI wie Vitien,

Hypokinesien des Myokards sowie Hypertrophie- und Dilatationszeichen

ad4)  Invasive Diagnostik?>?*

Der Herzkatheter ist aufgrund der mittlerweile hohen Aussagekraft der
nicht-invasiven Verfahren (vor allem Echokardiographie) nur noch bei
speziellen Fragestellungen wie der Beurteilung der Koronararterien,

prdaoperativer Vitiendiagnostik oder unklarer Dekompensation indiziert.

2.3.6. Therapie

Behandlungsziele bei Herzinsuffizienz sind vor allem die Senkung von Sterblichkeit sowie
Hospitalisationsrate, eine Progressionshemmung der Erkrankung, die Besserung der

subjektiven Beschwerden der Patientlnnen und die gilinstige Beeinflussung eventueller

Komorbiditaten®.

Therapiembglichkeiten(zz’B):
A) Kausal (Therapie des arteriellen/pulmonalen Hypertonus, einer Kardiomyopathie,

einer Rhythmusstorung, Revaskularisation, operative Therapie eines Vitiumes,...)

B) Symptomatisch

a. Allgemeinmalnahmen (Reduktion kardiovaskularer Risikofaktoren,
sporttherapeutisches Trainingsprogramm, Diat, Nikotin- und Alkoholkarenz,
begrenzte Kochsalzzufuhr, moderates korperliches Ausdauertraining,
Vermeidung von Fern-/Flugreisen,...)

b. ACE-Hemmer, Betablocker, Diuretika (Thiazide oder Schleifendiuretika),
Aldosteronantagonisten, AT;-Blocker oder Herzglykoside (fir genauere
Informationen bezlglich der Indikationen siehe Kapitel 2.3.6.1.)

c. Kardiale Resynchronisationstherapie (CRT)

d. Implantierbarer Kardioverter-Defibrillator (ICD)

C) Herztransplantation (Ultima Ratio)




2.3.6.1. Stufentherapie bei systolischer linksventrikuldarer Dysfunktion

MEDIKAMENT | NYHAI | NYHA II | NYHAIIL | NYHA IV
ACE-Hemmer ++
B-Blocker (ohne

St.p. Ml t.H.
ISA) p-MI/ar
Thiazide* art.H. bei Flussigkeitsretention ++
Schleifendiuretika - bei Flussigkeitsretention ++
Aldoster?n- St.p. M o
Antagonisten
ATy-Rezeptor- bei ACE-Hemmer-Intoleranz
Blocker
Herzglykoside bei tc VHFA bei tc VHFA /im SR nach | mit niedrigen Spiegeln

Besserung schwerer Sy.

++ indiziert

+ nur bei stabilen Patientinnen und unter engmaschigen Kontrollen
*  bei NYHA Il und IV zur Potenzierung der Schleifendiuretika-Wirkung

Tab.7: Stufentherapie der Herzinsuffizienz
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3. Material und Methoden

3.1. Patientenkollektiv

Wie schon in der Einleitung erwahnt, hat man im Zuge dieser Diplomarbeit
Patientendaten aus dem Kollektiv der GECOH-Studie ausgewertet (siehe Kapitel 1.2.). Es
wurde retrospektiv auf mogliche Zusammenhange zwischen dem nicht-essentiellen
kationischen Aminosaurederivat Homoarginin, NT-proBNP und anderen Risikofaktoren

des kardiovaskularen Systems, sowie des Fett- und Energiestoffwechsels untersucht.

Die Untersuchungen wurden ausschlieflich an routinemaRig an die klinische Abteilung flr
Endokrinologie und Stoffwechsel der Universitatsklinik Graz bestellten Patientlnnen
durchgefihrt, welche von erfahrenem Personal auf hormonell bedingten arteriellen
Hypertonus gescreent wurden. Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Studienteilnahme sind

bitte ebenfalls dem Kapitel 1.2. zu entnehmen.

3.2. Untersuchte Variablen und Messmethodik

Es sind Zusammenhdnge der Homoargininspiegel mit systolischem und diastolischem
Blutdruck, Kreatinin, BMI, Serum Natrium, HbAlc, NT-proBNP, CRP, HDL-Cholesterin, LDL-
Cholesterin und Triglyzeriden untersucht worden. Es wurde bei den Analysen fir
potentielle Confounder adjustiert und es wurden auch stratifizierte Analysen fir beide

Geschlechter durchgefiihrt.

3.2.1. Durchfiihrung der Blutabnahmen

Alle Patientlnnen mussten mindestens 12 Stunden vor der Blutabnahme niichtern sein
und auf den Genuss von Tabak sollte ebenso verzichtet werden, wie auf die Einnahme
jeglicher antihypertensiver Medikation am Morgen der Untersuchung. Die Blutabnahmen
fir die Bestimmung der AARR und ARR wurden immer morgens zwischen 08:00 und 11:00
durchgefihrt, nachdem die Patientlnnnen mindestens 10 Minuten gesessen waren. Alle
Blutproben wurden innerhalb einer Stunde nach Abnahme zentrifugiert und bei -20°C bis
zur Analyse, welche entweder taglich oder wochentlich durchgefiihrt wurde, eingefroren.
Bei taglich durchgefiihrten Laborbestimmungen hat man alle Proben bis zur Messung bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Nur zur Bestimmung von Aldosteron wurde aufgrund der

Instabilitat gleich auf 4°C gekihlt.




3.2.2. Labormethoden

Die Homoargininspiegel wurden mittels Routinelabor und der HPLC-Methode

(Hochleistungsfliissigkeitschromatografie) gemessen. Bei der HPLC-Methode kommen ein

Gemisch aus wassriger Pufferlésung und dem organischen Losungsmittel als mobile Phase
und feste Partikel in einer Stahlkartusche als stationdre Phase zum Einsatz. Das Gemisch
wird dabei mit einem Druck von bis zu 150 bar durch die Kartusche gepresst, dadurch
erfolgen Trennung beziehungsweise quantitative Bestimmung der zu untersuchenden
Substanz. Mit dieser Methode kodnnen unter anderem biogene Amine im Urin,
Hamoglobinspiegel, Vitamine, Medikamentenspiegel (zum Beispiel von Antiepileptika)

und Aminosauren nachgewiesen und deren genaue Konzentration bestimmt werden'®®,

Die Serumspiegel des aktiven Renins und des Aldosterons, beide abgenommen in EDTA-
Plasma, wurden mittels spezieller RENIN [l GENERATION RIA ASSAY und ACTIVE
ALDOSTERONE RIA gemessen. Die Plasma Renin-Aktivitdt, ebenfalls in EDTA-Plasma

abgenommen, wurde mittels Angiotensin-1-RIA bestimmt. Der Radioimmunoassay (RIA)

ist ein direkter Bindungstest fiir Antikérper beziehungsweise Antigene. Dieses Verfahren
wird hauptsachlich zur Bestimmung von Hormonspiegeln im Blut oder in anderen
Korperflissigkeiten angewandt. Mit dieser Methode kénnen jedoch auch schon geringste
Mengen von Enzymen, Tumorantigenen, Arzneimitteln oder DANN zuverldssig und
spezifisch bestimmt werden. Es werden dazu gereinigte Antikdrper von zuvor speziell
immunisierten Tieren gegen das Antigen der zu bestimmenden Substanz radioaktiv

1210d) markiert. Die nicht markierte Komponente wird auf eine

(meistens mit
Mikrotiterplatte aus Kunststoff aufgebracht. Danach ldsst man Antikdrper und Antigen
aneinander binden, wascht das nichtgebundene Material ab und berechnet Uber die
zurlickgebliebene Menge an Radioaktivitdt auf der Oberflaiche die Konzentration der

Substanz'®.

Zusatzlich sind Ubliche Standardlabormethoden zur Bestimmung der Routineparameter
fur die Diagnostik endokriner arterieller Hypertension angewandt worden und es wurden
laborchemisch diverse kardiovaskuldare Risikomarker wie zum Beispiel bestimmte
Lipidfraktionen bestimmt. Alle Laboranalysen im Zuge dieser Diplomarbeit wurden in

Labors der Medizinischen Universitat Graz durchgefihrt.




3.3. Statistische Analyse

Es wurde im Zuge dieser Diplomarbeit bei allen kontinuierlichen Variablen auf
Normalverteilung getestet. Werte, die anders verteilt waren, sind fiir parametrische Tests

log(e) transformiert worden, um sich einer GaulR’‘schen Verteilung zumindest anzunéhern.

Zuerst wurden dann einige Regressionsanalysen durchgefiihrt, als abhangige Variable hat
man dazu meist den natirlichen Logarithmus von NT-proBNP (logentprobnp) gewéhlt. In
diesen Analysen sind dann auch potentielle Confoundingvariablen als Kovariaten
berlicksichtigt worden. Um die einzelnen Gruppen besser miteinander vergleichen zu
kénnen, wurden dann auch noch ANOVA- (Analysis of Variance-) Auswertungen
gerechnet. Zuletzt wurden Kreuztabellen angefertigt, um die absoluten und relativen

Haufigkeiten darzustellen.

Die gesamten statistischen Auswertungen wurden mit der IBM-Software SPSS Statistics
16.0 durchgefiihrt. Einige Grafiken und Tabellen wurden mittels Microsoft Excel (Office
Enterprise 2007) erstellt.

Im Zuge der gesamten Diplomarbeit wurde ein p-Wert von unter 0,05 als statistisch
signifikant angenommen, es sind in den Interpretationen somit alle Ergebnisse mit einem

p-Wert unter diesem ,,cut-off” als statistisch signifikant gewertet worden.




4. Ergebnisse

4.1. Datensatze

Aus den Regressionsanalysen, welche zur quantitativen Beschreibung der
Zusammenhange verschiedenster Variablen mehrmals im Zuge dieser Diplomarbeit
durchgefiihrt wurden, ergibt sich unter anderem ein statistisch signifikanter indirekt
proportionaler Zusammenhang zwischen dem natirlichen Logarithmus von NT-proBNP
(logentprobnp) und dem Homoargininspiegel bei einem standardisierten Koeffizienten 3

(Beta) von -0,261 und einer Signifikanz (Sig.) von p<0,001.

Es wurde in den folgenden Modellen fir diverse Kovariaten wie Alter und Geschlecht
(siehe Tabelle 8) adjustiert. Danach bleibt der Zusammenhang ebenfalls erhalten

(standardisierter Koeffizient Beta=-0,149 und p=0,015).

Nicht standardisierte Standardisierte
Koeffizienten Koeffizienten
Regressions-

Modell koeffizientB | Standardfehler Beta T Sig.
1 (Konstante) 3,044 ,352 8,643 | ,000
Homoarginin in pM/L -,184 ,075 -,149| -2,448| ,015
Alter in Jahren ,032 ,005 ,419 6,915 | ,000
Geschlecht ,396 ,146 ,2161| 2,709| ,007

Tab.8: Fiir Alter und Geschlecht adjustierte Regressionsanalyse; abhangige Variable: logentprobnp
Selbst nach zusatzlicher Adjustierung fir systolischen Blutdruck in mmHg (RR

Homoarginin Beta= -0,140, p=0,021), HbA;. (logeHbA;. Homoarginin Beta= -0,130,
p=0,033) und Kreatinin (logeCreat Homoarginin Beta= -0,124, p=0,042) bleibt der
Zusammenhang statistisch signifikant und sogar nach Auswertung hinsichtlich des BMI
der Patientlnnen konnte diese Abhangigkeit noch nachgewiesen werden (Beta= -0,129,

p=0,040, siehe Tabelle 9).




Nicht standardisierte Standardisierte
Koeffizienten Koeffizienten
Regressions-
Modell koeffizientB Standardfehler Beta T Sig.
1 (Konstante) -,812 1,251 -,649| ,517
Homoarginin in pM/L -,157 ,076 -129| -2,068 | ,040
Alter in Jahren ,023 ,005 ,305| 4,445]| ,000
Geschlecht ,503 ,158 ,207| 3,178 ,002
Systolischer RR ,007 ,003 ,144( 2,236 ,026
in mmHg

logeHbA ;¢ 1,734 ,758 ,155| 2,286 ,023
logeCreat ,373 ,280 ,086| 1,333,184
BMI ,004 ,012 ,018 ,294 [ ,769

Tab.9: Fir Alter, Geschlecht, syst. RR, HbA,., Kreatinin und BMI adjustierte Regressionsanalyse,
abhangige Variable: logentprobnp

Homoarginintertilen Danach wurde das Patientenkollektiv

nach Hohe der Homoargininspiegel in

H Mittelwerte in pM/L

Tertilen zusammengefasst. Daraus ergab
sich die Aufschliisselung in O=niedrigste
Tertile mit einem Mittelwert von 1,61

uM/L, 1=mittlere Tertile mit einem

Mittelwert von 2,46 uM/L und 2=hochste

0 1 2

Tertile mit einem Mittelwert von 7
Abb.6: Mittelwerte in den Homoarginintertilen ertile t eine ttelwert von 3,6

uM/L (siehe Abbildung 6).

Es wurden die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen innerhalb dieser
Gruppen herangezogen und danach Vergleiche zwischen den einzelnen
Homoarginintertilen angestellt um etwaige Unterschiede beziiglich diverser Biomarker
erfassen zu kénnen. Dazu flihrte man eine univariate Varianzanalyse (ANOVA=analysis of
variance) durch. In Tabelle 10 sind alle untersuchten Variablen mit den dazugehdrigen

Mittelwerten ihren Homoarginintertilen zugeordnet worden.




95%-Konfidenzintervall

Mittel- | Standard- | Standard- fir den Mittelwert
N wert abweichung fehler Untergrenze [ Obergrenze
Homoarginin 0 74 1,6123 ,29668 ,03449 1,5436 1,6810
in uM/L 1 75 2,4588 ,22260 ,02570 2,4076 2,5100
2 72 3,6726 , 76484 ,09014 3,4929 3,8524
Ges. | 221 2,5708 ,97226 ,06540 2,4419 2,6997
Syst. RR 0 74| 158,8041 25,10933 2,91890 152,9867 164,6214
in mm Hg 1 75| 152,6467 21,50405 2,48307 147,6990 157,5943
2 71| 153,7007 22,23429 2,63872 148,4379 158,9635
Ges. | 220 155,0580 23,05989 1,55470 151,9939 158,1220
Diast. RR 0 74| 94,9730 12,82119 1,49043 92,0025 97,9434
in mm Hg 1 75| 93,7300 12,59053 1,45383 90,8332 96,6268
2 71| 96,2113 12,77076 1,51561 93,1885 99,2341
Ges. | 220| 94,9489 12,70882 ,85683 93,2602 96,6375
Alter 0 74| 52,9324 14,81515 1,72223 49,5000 56,3648
in Jahren 1 75| 48,3200 16,25985 1,87753 44,5789 52,0611
2 72| 46,2361 15,06558 1,77550 42,6959 49,7763
Ges. | 221| 49,1855 15,58312 1,04823 47,1197 51,2514
BMI 0 72| 27,8225 6,39151 ,75325 26,3206 29,3244
1 75| 28,3611 5,82586 ,67271 27,0207 29,7016
2 70| 29,9800 6,53267 ,78080 28,4223 31,5376
Ges. | 217| 28,7046 6,28616 ,42673 27,8635 29,5457
Serum-Na 0 72| 141,4167 2,27509 ,26812 140,8820 141,9513
in mmol/L 1 74| 141,2703 2,17267 ,25257 140,7669 141,7736
2 72| 141,2917 2,13909 ,25209 140,7890 141,7943
Ges. | 218| 141,3257 2,18697 ,14812 141,0337 141,6176
Serum- 0 72 1,0210 1,10481 ,13020 ,7614 1,2806
kreatinin 1 74 ,9393 ,21397 ,02487 ,8898 ,9889
in mg/dL 2 72 ,9240 ,20667 ,02436 ,8755 ,9726
Ges. | 218 ,9612 ,65616 ,04444 ,8736 1,0488
HbA,. in % 0 69 5,5565 ,60036 ,07228 5,4123 5,7007
1 71 5,5958 , 75733 ,08988 5,4165 5,7750




2 69 5,5957 ,76513 ,09211 5,4118 5,7795
Ges. | 209 5,5828 ,70893 ,04904 5,4861 5,6795
NT-proBNP 0 71 321,4507 643,16056  76,32912 169,2171 473,6843
in pg/mL 1 73] 139,1918 199,79077| 23,38374 92,5771 185,8064
2 71| 96,4789 93,90129| 11,14403 74,2528 118,7049
Ges. | 215]| 185,2744 401,39093| 27,37463 131,3160 239,2329
CRP 0 72 3,4389 5,11798 ,60316 2,2362 4,6416
in mg/L 1 74 3,6784 5,02651 ,58432 2,5138 4,8429
2 70 3,3829 5,33207 ,63730 2,1115 4,6542
Ges. | 216 3,5028 5,13514 ,34940 2,8141 4,1915
HDL- 0 71| 67,4225 19,03130 2,25860 62,9179 71,9272
Cholesterin 1 74| 58,7432 14,50372 1,68602 55,3830 62,1035
in mg/dL 2 71| 61,1549 18,81918 2,23343 56,7005 65,6094
Ges. | 216| 62,3889 17,83534 1,21354 59,9969 64,7808
LDL- 0 62| 117,0968 29,50727 3,74743 109,6033 124,5902
Cholesterin 1 67| 116,4478 29,00537 3,54357 109,3728 123,5227
in mg/dL 2 63| 116,1429 28,80124 3,62862 108,8894 123,3964
Ges. | 192| 116,5573 28,95179 2,08942 112,4360 120,6786
Triglyzeride 0 72 92,4028 41,59993 4,90260 82,6273 102,1783
in mg/dL 1 74| 131,0405 80,27716 9,33203 112,4418 149,6393
2 71| 125,1549 59,61199 7,07464 111,0450 139,2649
Ges. | 217| 116,2949 64,72260 4,39366 107,6350 124,9549

Tab.10: Analysis of variance (ANOVA)

Um den Unterschied zwischen erster und dritter Tertile genau quantifizieren zu kénnen,
wurde eine Oneway-ANOVA gerechnet, aus der dann Riickschllsse auf die Signifikanz der
einzelnen Zusammenhdnge gezogen werden konnten. Die genaue Aufstellung der

Ergebnisse ist im Folgenden in Tabelle 11 dargestellt.




Quadrat- Mittel der
summe df Quadrate F Sig.
Homo- Zwischen (Kombiniert) 156,338 2 78,169 | 330,08 | ,000
arginin den Gruppen |jnearer Term Ungew. 154,914 1 154,914 | 654,14 | ,000
Gew. 154,667 1 154,667 | 653,10 ,000
Abw. 1,671 1 1,671 7,05 | ,008
Innerhalb 51,626 | 218 ,237
der Gruppen
Gesamt 207,964 | 220
Syst. RR Zwischen (Kombiniert) 1605,326 2 802,663 1,51 ,222
den Gruppen Linearer Term Ungew. 943,697 1 943,697 1,78 | ,183
Gew. 962,748 1 962,748 1,81 ,179
Abw. 642,577 1 642,577 1,21 ,272
Innerhalb 114849,74 | 217 529,262
der Gruppen 8
Gesamt 116455,07 | 219
4
Diast. RR  Zwischen (Kombiniert) 224,615 2 112,308 ,69 ,501
den Gruppen Linearer Term Ungew. 55,561 1 55,561 ,34| ,559
Gew. 53,236 1 53,236 ,33| ,567
Abw. 171,379 1 171,379 1,06 | ,305
Innerhalb 35146,997 | 217 161,968
der Gruppen
Gesamt 35371,612 | 219
Alter Zwischen (Kombiniert) 1721,425 2 860,713 3,63 ,028
den Gruppen Linearer Term Ungew. 1636,379 1 1636,379 6,90 ,009
Gew. 1642,235 1 1642,235 6,92 | ,009
Abw. 79,191 1 79,191 ,33| ,564
Innerhalb 51701,968 | 218 237,165
der Gruppen
Gesamt 53423,394 | 220
BMI Zwischen (Kombiniert) 178,728 2 89,364 2,29 | ,104
den Gruppen Linearer Term Ungew. 165,206 1 165,206 4,231 ,041
Gew. 164,413 1 164,413 4,21 | ,041
Abw. 14,315 1 14,315 ,37 | ,546
Innerhalb 8356,694 | 214 39,050
der Gruppen




Gesamt 8535,422 | 216
Serum- Zwischen (Kombiniert) ,907 2 ,453 ,09| ,910
Na den Gruppen Linearer Term  Ungew. ,563 1 ,563 2| ,733
Gew. ,563 1 ,563 ,12 ,733
Abw. ,344 1 ,344 ,07 | ,790
Innerhalb 1036,970| 215 4,823
der Gruppen
Gesamt 1037,876 | 217
Serum- Zwischen (Kombiniert) ,392 2 ,196 ,45| ,636
kreatinin den Gruppen Linearer Term Ungew. ,338 1 ,338 ,78 | ,378
Gew. ,338 1 ,338 ,78| ,378
Abw. ,054 1 ,054 ,12| 725
Innerhalb 93,038 | 215 ,433
der Gruppen
Gesamt 93,430 217
HbA;, Zwischen (Kombiniert) ,071 2 ,035 ,07 | ,932
den Gruppen Linearer Term  Ungew. ,053 1 ,053 ,210| ,747
Gew. ,053 1 ,053 ,10 | ,747
Abw. ,018 1 ,018 ,04 | ,850
Innerhalb 104,467 | 206 ,507
der Gruppen
Gesamt 104,538 | 208
NT- Zwischen (Kombiniert) 2031456,1 2| 1015728,099 6,64 | ,002
proBNP  den Gruppen 98
Linearer Term Ungew. | 1796737,5 1| 1796737,528 11,74 | ,001
28
Gew. 1796737,5 1| 1796737,528 11,74 | ,001
28
Abw. 234718,67 1| 234718,670 1,53 ,217
0
Innerhalb 32447084, 212| 153052,286
der Gruppen 611
Gesamt 34478540, 214
809
CRP Zwischen (Kombiniert) 3,582 2 1,791 ,07 | ,935
den Gruppen Linearer Term  Ungew. ,111 1 111 ,00| ,948
Gew. ,101 1 ,101 ,00( ,951




Abw. 3,481 1 3,481 ,13 | ,718
Innerhalb 5665,896 213 26,600
der Gruppen
Gesamt 5669,478 | 215
HDL-C Zwischen (Kombiniert) 2890,592 2 1445,296 4,70 ,010
den Gruppen Linearer Term Ungew. 1394,542 1 1394,542 4,54 ,034
Gew. 1394,542 1 1394,542 4,54 ,034
Abw. 1496,050 1 1496,050 4,87 | ,028
Innerhalb 65500,741 | 213 307,515
der Gruppen
Gesamt 68391,333 | 215
LDL-C Zwischen (Kombiniert) 29,669 2 14,834 ,02 | ,983
den Gruppen Linearer Term Ungew. 28,434 1 28,434 ,03| ,855
Gew. 28,378 1 28,378 ,03 | ,855
Abw. 1,291 1 1,291 ,00 | ,969
Innerhalb 160067,70 | 189 846,919
der Gruppen 1
Gesamt 160097,37 | 191
0
TG Zwischen (Kombiniert) 62763,631 2 31381,815 7,98 | ,000
den Gruppen |inearer Term Ungew. | 38347,273 1 38347,273 9,75| ,002
Gew. 38596,955 1 38596,955 9,81 | ,002
Abw. 24166,676 1 24166,676 6,14 | ,014
Innerhalb 842063,49 | 214 3934,876
der Gruppen 4
Gesamt 904827,12| 216
4

Tab.11: Oneway-ANOVA
Da es sich bei dieser Statistik um voneinander unabhangige Variablen handelt, wurde eine
einfaktorielle oder Oneway-ANOVA (siehe Tab.11) zur Darstellung der Varianz und
etwaiger Between-Group—Effekte durchgefiihrt. Man hat dazu die Mittelwerte von
Homoarginin, syst. und diast. RR, Alter, BMI, Serum-Na, Serum-Kreatinin, HbA.,
NT-proBNP, C-reaktivem Protein, HDL- und LDL-Cholesterin, sowie der Triglyzeridspiegel
miteinander verglichen. Es wurden die F-Ratio (= Verhaltnis von systematischer [aufgrund
experimenteller Manipulation] zu unsystematischer [aufgrund individueller Unterschiede]

Varianz) und daraus die jeweilige Signifikanz abgeleitet.




Aus den Daten von Tabelle 11 ist statistisch signifikant ersichtlich, dass NT-proBNP
(p=0,001), Alter (p=0,009) und HDL-Cholesterin (p=0,034) invers

und Triglyzeride (p=0,002) sowie der BMI (p=0,041) direkt

mit dem Homoargininspiegel korrelieren.

Diese Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, dass sich Homoarginin méglicherweise
positiv auf den Fettstoffwechsel auswirken und eventuell sogar kardioprotektiv sein
konnte. Nachfolgende Studien zur Verifizierung dieser Annahmen sind daher angezeigt
und falls sich diese tatsachlich bewahrheiten sollten, wiirden sich hier einige
Moglichkeiten zur Entwicklung neuer Konzepte fiir die Diagnose und Therapie von

Herzinsuffizienz ergeben.
Zur grafischen Veranschaulichung der Ergebnisse wurden die statistisch signifikanten

Assoziationen von Homoarginin mit den oben genannten Biomarkern in Abbildung 7

geordnet nach ihrer F-Ratio in einem Balkendiagramm dargestellt.

Homoarginin - Assoziation mit anderen Biomarkern

BMI
HDL-C
Alter
TG
NT-proBNP
0 2 4 6 8 10 12 14
NT-proBNP

TG Alter HDL-C BMI
Homoarginin F 11,74 9,81 6,92 4,54 4,21

Homoarginin Sig. 0,001 \ 0,002 \ 0,009 \ 0,034 \ 0,041

Abb.7: Zusammenfassung der statistisch signifikanten Assoziationen von Homoarginin mit anderen Biomarkern




Die p-Werte der nicht normalverteilten Variablen wurden durch wiederholte
Durchfiihrung der ANOVA mit logarithmierten Werten berechnet. Dazu wurde der
naturliche Logarithmus herangezogen. Die Mittelwerte wurden aus Tabelle 10 und die

p-Werte (Gew. Sig.) aus Tabelle 11 Gbernommen.

95%-Konfidenzintervall
Mittel- Standard- | Standard- fur den Mittelwert

N wert abweichung fehler Untergrenze | Obergrenze | Min. | Max.

logeNT- 0 71 4,8013 1,30900 ,15535 4,4915 51111|1,61| 8,22
pProBNP 1 73 4,3252 1,12500 ,13167 4,0627 4,5877 | 1,61 7,15
2 71 4,0830 1,08610 ,12890 3,8259 4,3400| 1,39| 6,08

Ges. | 215 4,4024 1,20865 ,08243 4,2399 4,5649 [ 1,39 8,22
logeHbA;. 0 69 1,7100 ,09730 ,01171 1,6866 1,7334( 1,50 2,16
1 71 1,7146 ,11762 ,01396 1,6867 1,7424 1,46 2,25

2 69 1,7142 ,12057 ,01451 1,6853 1,7432 [ 1,50 2,25

Ges. | 209 1,7129 ,11184 ,00774 1,6977 1,7282 | 1,46 2,25

logeCRP 0 71 ,6845 ,97715 ,11597 ,4532 ,9158 | -,69| 3,46
1 74 ,8151 ,92077 ,10704 ,6018 1,0284 | -69| 3,54

2 70 ,6972 ,91957 ,10991 ,4779 ,9164 | -,69| 3,67

Ges. | 215 ,7336 ,93686 ,06389 ,6076 ,8595 | -,69| 3,67

logeTG 0 72 4,4376 ,41810 ,04927 4,3394 4,5359| 3,53 | 5,47
1 74 4,7250 ,53996 ,06277 4,5999 4,8501| 3,71| 6,17

2 71 4,7197 ,47675 ,05658 4,6068 4,8325|3,69| 5,79

Ges. | 217 4,6279 ,49771 ,03379 4,5613 4,6945 | 3,53| 6,17

logeCrea 0 72 -,1039 ,36303 ,04278 -,1892 0186 | -,62| 2,31
1 74 -,0856 ,21226 ,02468 -,1348 -0364| -58| ,67

2 72 -,1020 ,21378 ,02519 -,1523 -0518| -58| ,51

Ges. | 218 -,0971 ,27074 ,01834 -,1332 -,0609 | -,62| 2,31

Tab.12: Oneway deskriptive Statistik der nicht normalverteilten Variablen




Auch bei der folgenden Statistik handelt es sich um voneinander unabhangige Variablen.
Aus diesem Grund wurde ebenfalls eine einfaktorielle oder Oneway ANOVA (Tabelle 13)
durchgefihrt. Man hat in diesem Fall die Mittelwerte der natiirlichen Logarithmen von
NT-proBNP, HbA,,

C-reaktivem Protein, Triglyzeriden und Kreatinin miteinander

verglichen und wiederum F-Ratio sowie Signifikanz errechnet.

Quadrat- Mittel der
summe df Quadrate F Sig.
logeNT-  Zwischen (Kombiniert) 18,978 2 9,489 6,851 | ,001
proBNP den Gruppen [inearer Term Ungew. 18,319 1 18,319 13,226 ,000
Gew. 18,319 1 18,319 | 13,226 ,000
Abw. ,660 1 ,660 ,476 | ,491
Innerhalb 293,641 | 212 1,385
der Gruppen
Gesamt 312,620 | 214
logeHbA,. Zwischen (Kombiniert) ,001 ,000 ,036| ,965
den Gruppen Linearer Term Ungew. ,001 ,001 ,049 | ,825
Gew. ,001 ,001 ,049 ,825
Abw. ,000 1 ,000 ,022 | ,882
Innerhalb 2,601| 206 ,013
der Gruppen
Gesamt 2,602 | 208
logeCRP Zwischen (Kombiniert) ,755 ,378 ,428 | ,652
den Gruppen Linearer Term Ungew. ,006 ,006 ,006| ,936
Gew. ,006 ,006 ,007 | ,933
Abw. ,749 1 ,749 ,849| ,358
Innerhalb 187,076 | 212 ,882
der Gruppen
Gesamt 187,831 | 214
logeTG Zwischen (Kombiniert) 3,902 1,951 8,418 | ,000
den Gruppen Linearer Term Ungew. 2,844 2,844 12,270 | ,001
Gew. 2,858 1 2,858 ( 12,331 ,001
Abw. 1,044 1,044 4,505| ,035
Innerhalb 49,605 214 ,232
der Gruppen
Gesamt 53,507 | 216
logeCrea  Zwischen (Kombiniert) ,015 2 ,007 ,101| ,904
den Gruppen Linearer Term Ungew. ,000 1 ,000 ,002| ,968
Gew. ,000 1 ,000 ,002 | ,968
Abw. ,015 1 ,015 ,200| ,655
Innerhalb 15,891 | 215 ,074
der Gruppen
Gesamt 15,906 | 217

Tab.13: Oneway ANOVA der der nicht normalverteilten Variablen




Es wurden zusatzlich Kreuztabellen erstellt, um die gewonnenen Ergebnisse in Bezug auf
Geschlecht (Tab.14), Rauchverhalten (Tab.15) und Diabetes mellitus Typ 2 (Tab.16) zu

setzen und zu interpretieren. Dadurch konnten folgende Erkenntnisse gewonnen werden;

Geschlecht
mannl. weibl. Ges.

Homoarginin, 0 Anzahl 19 55 74
HM/L(Klassiert) 9 innerhalb von Homoarginin 25,7%| 74,3%| 100,0%
% innerhalb von Geschlecht 21,6% 41,4% 33,5%

% der Gesamtzahl 8,6% 24,9% 33,5%

1 Anzahl 38 37 75

% innerhalb von Homoarginin 50,7% 49,3% 100,0%

% innerhalb von Geschlecht 43,2% 27,8% 33,9%

% der Gesamtzahl 17,2% 16,7% 33,9%

2 Anzahl 31 41 72

% innerhalb von Homoarginin 43,1% 56,9% 100,0%

% innerhalb von Geschlecht 35,2% 30,8% 32,6%

% der Gesamtzahl 14,0% 18,6% 32,6%

Gesamt Anzahl 88 133 221
% innerhalb von Homoarginin 39,8% 60,2% 100,0%

% innerhalb von Geschlecht 100,0% | 100,0% 100,0%

% der Gesamtzahl 39,8% 60,2% 100,0%

Tab.14: Kreuztabelle Geschlecht

Aus Tabelle 14 ist zum Beispiel ersichtlich, dass in der ersten und niedrigsten
Homoarginintertile 74,3% (=55 Personen) der ProbandIinnen weiblich waren. In der
mittleren Tertile war das Geschlechterverhaltnis in etwa ausgeglichen, jedoch befanden
sich in Tertile 2 mit den hochsten Homoargininspiegeln mit 60,2% (=41 Personen)
ebenfalls mehr Probandinnen, was jedoch auch durch die gréRere Gesamtanzahl von 133
weiblichen Studienteilnehmerinnen (dagegen nur 88 Manner) bedingt sein kdonnte. Somit
lassen die Ergebnisse keine eindeutigen Rickschlisse auf geschlechtsspezifische

Unterschiede zu.




Rauchen
nein ehemals ja Ges.

Homoarginin, 0 Anzahl 47 18 8 73
MUM/L(Klassiert) % innerhalb von Homoarginin 64,4% 24,7% 11,0% | 100,0%
% innerhalb von Rauchen 36,4% 26,9% 33,3% 33,2%

% der Gesamtzahl 21,4% 8,2% 3,6% 33,2%

1 Anzahl 42 24 9 75

% innerhalb von Homoarginin 56,0% 32,0% 12,0%| 100,0%

% innerhalb von Rauchen 32,6% 35,8% 37,5% 34,1%

% der Gesamtzahl 19,1% 10,9% 4,1% 34,1%

2 Anzahl 40 25 7 72

% innerhalb von Homoarginin 55,6% 34,7% 9,7%| 100,0%

% innerhalb von Rauchen 31,0% 37,3% 29,2% 32,7%

% der Gesamtzahl 18,2% 11,4% 3,2% 32,7%

Gesamt Anzahl 129 67 24 220
% innerhalb von Homoarginin 58,6% 30,5% 10,9%| 100,0%

% innerhalb von Rauchen 100,0%| 100,0%| 100,0%| 100,0%

% der Gesamtzahl 58,6% 30,5% 10,9%| 100,0%

Tab.15: Kreuztabelle Rauchen

Die Daten aus der Kreuztabelle Rauchen (Tabelle 15) zeigen ndherungsweise, dass
Personen, die niemals geraucht haben, zu etwas niedrigeren Homoargininspiegeln zu
neigen scheinen (5,4% Differenz zwischen Tertile 0 und 2), das Kollektiv der ehemaligen
Raucherinnen weist jedoch faszinierenderweise tendenziell hdhere Homoargininspiegel
auf (8,9% mehr Patientlnnen in Tertile 1 als in Tertile 0 und sogar 10,4% Differenz
zwischen Tertile 0 und 2) und Patientlnnen, welche zum Zeitpunkt der Untersuchung
Raucherinnen waren, verteilen sich gleichmaRig auf alle drei Tertilen. Aufgrund von
diesen kontraren Ergebnissen sind keine eindeutigen Schliisse beziiglich einer Assoziation

zwischen Homoarginin und Rauchen zu ziehen.

Es scheint jedoch ein Zusammenhang zwischen den beiden Variablen zu bestehen, die
Erkenntnisse miussten durch statistische Analysen an einem speziellen Raucher-

Patientenkollektiv zu begriinden und objektivieren sein.




Diabetes mellitus Typ 2
nein ja Ges.

Homoarginin, 0 Anzahl 69 5 74
KM/L(Klassiert) % innerhalb von Homoarginin 93,2% 6,8%| 100,0%
% innerhalb von DM2 34,5% 23,8% 33,5%

% der Gesamtzahl 31,2% 2,3% 33,5%

1 Anzahl 69 6 75

% innerhalb von Homoarginin 92,0% 8,0% 100,0%

% innerhalb von DM?2 34,5% 28,6% 33,9%

% der Gesamtzahl 31,2% 2,7% 33,9%

2 Anzahl 62 10 72

% innerhalb von Homoarginin 86,1% 13,9% 100,0%

% innerhalb von DM2 31,0% 47,6% 32,6%

% der Gesamtzahl 28,1% 4,5% 32,6%

Gesamt Anzahl 200 21 221
% innerhalb von Homoarginin 90,5% 9,5% 100,0%

% innerhalb von DM2 100,0% 100,0% 100,0%

% der Gesamtzahl 90,5% 9,5% 100,0%

Tab.16: Kreuztabelle Diabetes mellitus Typ 2

Da 47,6% der untersuchten Probanden mit Typ 2 Diabetes mellitus besonders hohe
Homoargininspiegel hatten (siehe Tabelle 16) besteht der Verdacht, dass es einen
direkten Zusammenhang zwischen diesen beiden Faktoren geben konnte. Zur
graphischen Veranschaulichung sind die prozentuellen Anteile der DM Il — Patientinnen
an den drei Homoarginintertilen in Abbildung 8 dargestellt. Daraus ist ersichtlich, dass
sich fast die Halfte der Diabetikerlnnen in der hochsten Harg-Tertile befindet (14% in
Tertile 2 vs. 15% in den Tertilen 0 und 1). Weitere Untersuchungen dieser interessanten

Korrelation sind daher angezeigt.

Harg Tertile 0 Harg Tertile 1 Harg Tertile 2

M gesund DM I M gesund DM I M gesund DM I
7% 8% 14%
93% 92% 86%

Abb.8: Anteil der DM Il — Patientinnen in den Harg-Tertilen




4.2. Zusammenhang zwischen Homoarginin und NT-proBNP

6,00
o
o
o
e o o In dieser Grafik (Abbildung 9) ist der
° o
o o
gl 20 ® g0 o Zusammenhang zwischen Homoarginin
00 8
a:; 0 0o ;% o ° °5 o e . ..
£ sl %}2@?"8% % 6o, 0o ° und NT-proBNP, der primaren ZielgroRe
g °, &0 %%od’ ® ©° o
E,m Gggwos%§°%og°°o% o ° 4o dieser  Arbeit, mittels  Punktwolke
@(59 %@Q}O o O o o o 0© [o} o
BE o o oo ° ° . | dargestellt.
o] ° (900 o, .
! o
.00

T T T T T
100 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00
NT-pBNP in pg/imL

Abb.9: Streudiagramm Homoarginin/NT-proBNP

Abbildung 10 dient der Veranschaulichung eines moglichen linearen Zusammenhanges
zwischen den Mittelwerten (bezogen auf die Tertilen 0, 1 und 2 und aus Tabelle 9
beziehungsweise Abbildung 6 entnommen) der (nicht adjustierten) Homoarginin- und
NT-proBNP-Spiegel. Der statistisch signifikante inverse Zusammenhang ist auch optisch

klar ersichtlich.
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Abb.10: Moglicher linearer Zusammenhang zwischen den Mittelwerten von Homoarginin und NT-proBNP




5. Diskussion

Im Rahmen dieser Diplomarbeit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass bei
Patientinnen mit arteriellem Hypertonus ein inverser Zusammenhang von Homoarginin
mit Parametern der Herzinsuffizienz, sowie mit Markern eines erhdhten kardiovaskuldren
Risikos vorliegt. Besonders hervorzuheben ist die inverse Assoziation mit dem kardialen

Aminoterminalpeptid NT-proBNP.

5.1. Limitationen der Studienergebnisse

Es ist in erster Linie anzumerken, dass die statistische Power der Studie durch die relativ
geringe Probandinnenzahl von 192 etwas eingeschrankt ist. Ebenso ist eine direkte
Ubertragung der Studienergebnisse auf das Kollektiv der Allgemeinbevélkerung nur
bedingt moglich, da das Patientengut der Studie relativ stark selektioniert wurde (es
wurden ausschlielRlich Individuen mit arteriellem Hypertonus bericksichtigt) und ziemlich

heterogen (bezliglich Alter, Geschlecht, usw.) ist.

Weiters handelt es sich um eine Querschnittsanalyse und um keine longitudinale Studie,
was keine langerfristigen Aussagen oder eine Prognose der Krankheitsverlaufe zulasst. Da
es sich um eine rein empirische Beobachtungsstudie handelt, sind auch keine eindeutigen

Aussagen bezliglich der Kausalitdat moglich.

Auch wenn in den statistischen Analysen fiir diverse potenzielle Confounder adjustiert
wurde, kdnnen andere Confounding-Effekte nicht ganzlich ausgeschlossen werden. In
Anbetracht des noch nicht im Detail geklarten Stoffwechsels von Homoarginin ist unklar,

ob alle Faktoren, die den Metabolismus beeinflussen konnten, berticksichtigt wurden.




5.2. Starken der Studie und vergleichbare Ergebnisse

Als groRe Starke der Studie ist unter anderem die genaue und sichere Messmethodik von
Homoarginin zu erachten. Die gut validierte HPLC-Methode hat nur einen sehr niedrigen

Variationskoeffizienten.

Bis dato wurden bereits einige Studien zum Einfluss von Homoarginin auf Herzinsuffizienz
durchgefihrt, allerdings nur bei relativ schwer kranken Patientlnnen wie
Dialysepatientinnen, KHK-Patientinnen und Pflegeheimpatientinnen. Die vorliegende
Kohorte der GECOH-Studie ist somit jene mit den geringsten Komorbiditdten und hat

damit die groRte Reprasentativitat und Relevanz fiir die Allgemeinbevélkerung.

5.3. Diagnostik und mogliche Therapieansatze

Die Ergebnisse der GECOH-Studie (und aller anderen bisher zu diesem Thema
durchgefihrten Untersuchungen) weisen darauf hin, dass Homoarginin eine Rolle bei der
Pathogenese der Herzinsuffizienz spielen konnte. Es wird vermutet, dass ein
Homoargininmangel das Entstehen und die Persistenz beziehungsweise Progredienz
kardiovaskularer Erkrankungen beglnstigt. Eine Supplementierung der Aminosdure
konnte moglicherweise von therapeutischem Nutzen sein, bis zum jetzigen Zeitpunkt
wurden jedoch noch keine Studien zur genauen Evaluierung des Effekts einer
standardisierten Therapie mit Homoarginin oder Lysin, beziehungsweise deren Einfluss
auf Parameter des Energiestoffwechsels, das kardiovaskulare System oder den
Knochenstoffwechsel durchgefiihrt. Gut geplante Studien sind daher angezeigt und

erscheinen aufgrund der Daten der GECOH-Studie duRerst vielversprechend.

An der Medizinischen Universitdt Graz ist man daher momentan sehr bestrebt,
Tierstudien und im weiteren Verlauf humane Studien mit Homoargininsupplementierung
durchzufiihren, um eventuelle Effekte und Vertraglichkeiten, sowie den genauen
Metabolismus der Aminosduren beziehungsweise deren Derivate zu erforschen und in

weiterer Zukunft vielleicht pharmakologisch auf diesem Gebiet intervenieren zu kénnen.

So ist zum Beispiel eine Pilotstudie in Planung, im Zuge derer man zehn gesunden
mannlichen Freiwilligen je 4g Lysin und 4g Homoarginin als Einzeldosis verabreichen
mochte, um priméar den Effekt auf die Serumspiegel von Homoarginin und sekundar auf

das kardiovaskuldre System, den Knochen- und Energiestoffwechsel, sowie die Spiegel
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anderer Aminosauren zu evaluieren. Dadurch erhofft man sich festzustellen, welche Art
der Supplementierung, vor allem auch welcher Substanz, sinnvoller ist und ob eine
signifikante Anhebung der Homoargininspiegel (iberhaupt moglich erscheint. Zudem
werden die gewonnen Erkenntnisse in die Planung und das Design weiterer Studien
(sinnvoll waren vielleicht Placebo-kontrollierte Studien) auf diesem Gebiet einfliefen und

hoffentlich erste Riickschlisse auf die Therapiemoglichkeiten und deren Potenz liefern.

Wie im Tierversuch an Ratten bereits erfolgreich erprobt, besitzt Homoarginin auch eine
gewisse antihypertensive Potenz, welcher man sich in Zukunft vielleicht auch in der

Humanmedizin bedienen kénnte*?).

Es konnte zudem moglich sein, die positiven Effekte auf das kardiovaskuldre System zu
nitzen um eventuell prophylaktisch bei Risikopopulationen zu intervenieren. Bei
Osteoporosepatientinnen konnte Homoarginin zum Beispiel zur Steigerung der

Knochendichte angewandt werden™.

Womoglich  spielt auch die AGAT, das mogliche Schlisselenzym des Harg-
Stoffwechselweges, als potenzielles ,drug target” eine Rolle. Medikamente zur
Beeinflussung dieses Enzyms und damit neue Therapieansatze fiir Herzinsuffizienz

kdénnten entwickelt werden.

Des Weiteren kdnnte Homoarginin in Zukunft auch als Biomarker eine groBere Bedeutung
bekommen. Dies wiirde auch klinisch von groRRer Relevanz sein, da Biomarker enorm
wichtig sind um Hochrisikokollektive zu identifizieren und gegebenenfalls einer intensiven
Therapie oder zumindest einer besonders engmaschigen Vorsorge zuzufiihren. So kénnte
sowohl die Bestimmung von Homoarginin als auch der AGAT(-Aktivitat) im ,risk

assessment” und der Primarpravention eine Rolle spielen.

Zusammengefasst konnte also in dieser Diplomarbeit gezeigt werden, dass niedrige
Homoargininspiegel ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko anzeigen. Die nun bessere
Charakterisierung dieses neuen kardiovaskuldaren Risikomarkers sollte zu weiteren
Forschungsarbeiten fiihren, welche das diagnostische und therapeutische Potential von

Homoarginin und seinem Stoffwechsel evaluieren.
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