Diplomarbeit

Assoziationen zwischen Tryptophan und Metaboliten des
Tryptophanstoffwechsels (Kynurenin und Kynureninsiure) mit
metabolischen und kardiovaskuliren Surrogatparametern bei
hypertensiven PatientInnen.

The Graz Endocrine Causes of Hypertension (GECOH) Study

eingereicht von

Nina Haucinger
Geb.Dat.: 05.11.1980

zur Erlangung des akademischen Grades

Doktor(in) der gesamten Heilkunde
(Dr. med. univ.)

an der
Medizinischen Universitat Graz

ausgefiihrt am
Institut / Klinik fiir Innere Medizin
unter der Anleitung von

Priv. Doz. Dr. Andreas Johannes Tomaschitz
Univ.-Klinik f. Innere Med., Klin. Abt. fiir Kardiologie
Auenbruggerplatz 15, 8036 Graz

Assoz. Prof., Priv.-Doz. Dr. Stefan Pilz, PhD
Univ.-Klinik f. Innere Med., Klin. Abt. fiir Endokrinologie und Stoffwechsel

Graz, am 18.12.2013 Nina Haucinger




,Das Streben nach Wahrheit und Erkenntnis gehort zum Schonsten, dessen der Mensch
fahig ist, wenn auch der Stolz auf dieses Streben meist im Munde derjenigen ist, die am
wenigsten von solchem Streben erfiillt sind.*

(Albert Einstein 1943)




Eidesstattliche Erklarung

Ich erkldare ehrenwortlich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig und ohne fremde
Hilfe verfasst habe, andere als die angegebenen Quellen nicht verwendet habe und die den
benutzten Quellen wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich

gemacht habe.

Graz, am 18.12.2013 Nina Haucinger




Danksagungen

Zuerst mochte ich mich bei Herrn Priv —Doz., Dr. med. univ. Andreas Tomaschitz
bedanken, der mir die Moglichkeit gegeben hat, diese Diplomarbeit zu schreiben, und mir
immer eine grofle Stiitze war.

Weiters bedanke ich mich bei Assoz. Prof., Priv -Doz., Dr. med. univ. Stefan Pilz fiir seine
Ideen, sein Hintergrundwissen und dafiir, dass auch er immer ein offenes Ohr fiir mich
hatte.

Zuletzt bedanke ich mich bei meinen Eltern, die mir dieses Studium ermdglicht haben und
deren Unterstiitzung ich all die Jahre genossen habe.




1. Zusammenfassung/Abstract

Hintergrund:

Immer haufiger werden Hinweise gefunden, die darauf hindeuten, dass es einen
Zusammenhang zwischen Tryptophan und Tryptophanmetaboliten und der Entstehung von
Stoffwechselstorungen und Gefdlerkrankungen gibt. In dieser Arbeit werden die
Zusammenhdnge zwischen Tryptophan und tryptophanverwandten Abbauprodukten,
Parametern des Glukosestoffwechsels sowie etablierten kardiovaskuldren Risikofaktoren

beschrieben. Alle Patienten waren Teilnehmer der GECOH Studie.

Methoden:

Bei 201 hypertensiven nicht-diabetischen Patientlnnen (Durchschnittsalter: 48,1 + 16,0
Jahre; 61,7% Frauen) wird die Beziehung zwischen Tryptophan und assoziierten
Metaboliten - Kynurenine und Kynureninsdure - mit metabolischen und kardiovaskuldren

Parametern evaluiert.

Ergebnisse:

Bei Patientenlnnen mit einem Metabolischem Syndrom waren die Kynureninsidurespiegel
signifikant hoher, als bei Patienten ohne Metabolischem Syndrom (P=0,048).

In einer multivariaten linearen Regressionsanalyse zeigte sich eine positive Korrelation
von Tryptophan und Tryptophan-Metaboliten mit Insulinresistenz, Niichtern-C-Peptid,
glomeruldrer Filtrationsrate, Urin-Albumin-Kreatinin-Quotienten und NT-pBNP.

Kein signifikanter Zusammenhang wurde zwischen Tryptophan und Tryptophan-
Metaboliten und systolischem / diastolischem Blutdruck, Serum-Triglyceridkonzentration,
High Density Lipoprotein-Cholesterin, Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin, Body Mass

Index, Taillenumfang und Niichtern-Glukose gefunden.

Schlussfolgerungen:
Die vorliegenden Daten unterstiitzen die Annahme, dass Tryptophan bei

Stoffwechselstorungen und Gefdlerkrankungen eine tiefgreifende Rolle spielt.
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1. EINLEITUNG

1.1. Kardiovaskulare Risikofaktoren

Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Hypercholesterinimie und Rauchen sind die
Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung der kardiovaskuldren Herzerkrankung (1). Hinzu
kommen weitere Faktoren wie Aspekte des Lebensstils, zum Beispiel die fehlende
korperliche ~ Bewegung, starkes  Ubergewicht,  Alkoholkonsum oder auch
Entziindungsparameter wie das C-reaktive Protein, psychosoziale und umweltbedingte
Faktoren (2).

Je mehr Risikofaktoren vorhanden sind, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, an
kardiovaskuldren Erkrankungen wie Herzinfarkt, Schlaganfall oder arterieller

Verschlusskrankheit zu erkranken.

1.2. Das Metabolische Syndrom

Das Metabolische Syndrom (MetSy) ist heute der entscheidende Risikofaktor der Sklerose
der groBen Gefdlle und damit verantwortlich, fiir die Mehrzahl der Todesfille, auch in
Osterreich. Jedes Jahr sterben weltweit 18 Millionen Menschen an kardiovaskuldren

Erkrankungen, wobei Diabetes, Hypertonie, Rauchen und Dyslipiddmie als

bedeutendste Risikofaktoren gelten (3). Das Metabolische Syndrom inkludiert neben

einer Storung im Glukosestoffwechsel auch Fettstoffwechselstorungen,
Bluthochdruck und vermehrtes viszerales Fett (gemessen am Taillenumfang) und
stellt daher eine besondere Gefahr fiir die Entwicklung von kardiovaskuldren

Komplikationen dar. In einer Studie aus dem Jahr 2003 konnte aufgezeigt

werden, dass 87% aller Diabetiker in Amerika ein Metabolisches Syndrom
aufwiesen (4).

Die Definition des Metabolischen Syndroms wurde in den letzten Jahren einem leichten

Wandel unterzogen. Die Klassifikationen (vor allem WHO und NCEP-ATP-III) néhern




sich marginal unterschiedlich entweder via Insulinresistenz oder Fettverteilung an den
Menschen, und sind daher naturgemif in Grenzfallen nicht 100 % deckungsgleich, obwohl
die meisten ,,schwerer betroffenen Patienten dann in beiden Schemata als Metabolisches
Syndrom klassifiziert werden (5). Wir haben gelernt, dass die androide Adipositasform
und damit das viszerale Fett, zentraler Triggerfaktor des Metabolischen Syndroms ist, und
auch zahlreiche neuere makrovaskuldre Risikofaktoren, wie Akutphasenproteine,
Entziindungsmediatoren und prokoagulatorische Zustdnde, beeinflusst. Das Metabolische
Syndrom gilt als klinische Vorstufe fiir die Entwicklung eines Diabetes

mellitus Typ 2 (6). Die oft erst spéter hinzutretende Blutzuckerstoffwechselstdrung, bis
hin zum Diabetes mellitus Typ II selbst, verursacht mehrheitlich zusitzlich die

Mikroangiopathien (5).

Abbildung 1: Das Metabolische Syndrom als kardiovaskuldrer Risikofaktor nach
Wascher (6)




1.2.1. Definition des Metabolischen Syndroms

Das Metabolische Syndrom beschreibt eine Kombination kardiovaskulérer Risikofaktoren,
die entsprechend der jeweiligen Definition zeitgleich in einem Menschen vorliegen und
mit einem erhohten Risiko fiir die Entwicklung verschiedenster Krankheitsbilder,
insbesondere der Atherosklerose, und ihren Begleiterscheinungen, einhergehen. Es
existieren verschiedene Definitionen des Metabolischen Syndroms, die sich in der
Gewichtung der einzelnen Risikofaktoren, der praktischen Anwendung und den
Grenzwertdefinitionen unterscheiden. Die verschiedenen Definitionen orientieren sich
entweder an der Insulinresistenz (WHO 1998) oder am Lebensstil (NCEP-ATP-III-
2001, IDF 2006) (7).

1.2.2. Definition nach WHO

In der Definition des Metabolischen Syndroms der WHO von 1998 wird die
Insulinresistenz als Hauptkomponente des Symptomkomplexes angenommen. Demnach ist
die Insulinresistenz in Form eines Typ 2 - Diabetes mellitus oder einer pathologischen
Glukosetoleranz eine wichtige Voraussetzung fiir die Definition des Metabolischen

Syndroms.

Das heif3t, nach den WHO-Kriterien von 1998 liegt ein metabolisches Syndrom dann vor,

wenn folgende Risikofaktoren bestehen (8):

. Diabetes mellitus
. gestorte Glukosetoleranz
. pathologischer Niichternblutzucker bzw. Insulinresistenz.

sowie zwei der folgenden Parameter:

. arterielle Hypertonie, das heifit Blutdruck > 140/90 mmHg

. Dyslipiddmie: Triglyceride > 1,695 mmol/l und HDL < 0,9 mmol/l (bei Ménnern)

bzw. < 1,0 mmol/l (bei Frauen)
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. viszerale Adipositas: Verhdltnis von Taillen zu Hiiftumfang > 0,9 (bei Ménnern)

bzw. > 0,85 (bei Frauen) und/oder ein BMI > 30 kg/m? (8)

Die Referenzwerte der Osterreichischen Diabetes Gesellschaft (ODG) und der
Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) decken sich zu einem grofen Teil mit
denen der WHO, mit Ausnahme des physiologischen Grenzwertes der
Niichternglukose (9). Dieser liegt laut ODG und DDG bei < 100 mg/dl (< 5,5
mmol/l) verglichen zu dem é&lteren Grenzwert der WHO, der erst ab 110 mg/dl (6,1
mmol/l) als pathologisch galt (10).

1.2.3. Definition nach IDF

Die im Jahr 2005 von der International Diabetes Federation (IDF) erarbeitete Definition
des Metabolischen Syndroms, stellt eine, im Gegensatz zur WHO Definition, vereinfachte
Moglichkeit zur Anwendung in der Praxis da. Hierbei spielt der pathologischen Faktor der
abdominellen Adipositas eine entscheidende Rolle (8).

Das heif3t, nach der Definition der IDF, muss eine abdominelle Adipositas, gemessen als
Taillenumfang in Nabelhohe mit einem Umfang von mehr als 94 cm bei Ménner bzw.
mehr als 80 cm bei Frauen, vorliegen (11). Zusétzlich miissen zwei der vier unten

genannten Kriterien zur Diagnose eines Metabolischen Syndroms im Einzelfall vorliegen:

- Blutdruck > 130/85 mmHg bzw. eine bereits bestehende, therapierte arterielle Hypertonie
- Triglyzeride > 150 mg/dl bzw. eine bereits bestehende medikamentdse Therapie zur
Senkung des Triglyzeridspiegels

- HDL-Cholesterin < 40 mg/dl (Ménner) bzw. < 50 mg/dl (Frauen) bzw. bereits bestehende
medikamentdse Therapie zur Anhebung des HDL- Cholesterinspiegels

- Niichternglukose > 100 mg/dl oder ein bereits diagnostizierter Typ 2- Diabetes mellitus
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1.2.4. Definition nach NCEP-ATP-III

Die Variante des National Cholesterol Education Programm Expert Panel on Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (NCEP-ATP-III) des
amerikanischen National Institute of Health (NIH) wurde aus der Uberlegung heraus
entwickelt, dass das Metabolische Syndrom eine Art Cluster bestimmter Risikofaktoren ist
und mit einer Prédisposition fiir den Typ 2- Diabetes mellitus und einem erhdhtem Risiko
fiir verschiedenste kardiovaskuldre Erkrankungen einhergeht.

Sie ist dhnlich der IDF-Definition ndmlich darin, dass die Insulinresistenz nicht den
Schwerpunkt des Symptomkomplexes bilden muss. Der Unterschied zur IDF-
Klassifikation liegt darin, dass die abdominelle Fettsucht lediglich als im Vergleich zu den
iibrigen Kriterien gleichberechtigter Wertungsfaktor in die Definition eingeht, wihrend
gleichzeitig bestimmte andere Grenzwerte, wie die fiir den Taillenumfang und die
Niichternglukose, vergleichsweise hoher liegen (5). Ein Metabolisches Syndrom wird der
NCEP-ATP-III zufolge dadurch charakterisiert, dass mindestens drei der folgenden fiinf

Punkte im Einzelfall nachweisbar sind:

- abdominelle Fettverteilung, gemessen als Taillenumfang in Nabelh6he mit einem
Umfang von > 102 cm (Ménner) bzw. > 88 cm (Frauen)
- Blutdruck > 130/85 mmHg
- Triglyzeride > 150 mg/dl
- HDL-Cholesterin < 40 mg/dl (Manner) bzw. < 50 mg/dl (Frauen)
- Niichternglukose > 110 mg/dl (5)

1.2.5. Definition und Einteilung von Ubergewicht und
Adipositas

Ubergewicht und die gesteigerte Form Adipositas stellen unterschiedliche Schweregrade
der Korpergewichtszunahme dar, die ein definiertes Normalgewicht {iberschreiten und im
Regelfall auf eine Erhohung des individuellen Korperfettanteils zurlickzufiihren sind. Es

werden unterschiedliche Begriffe wie Fettsucht, Ubergewicht, Adipositas oder
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Fettleibigkeit verwendet, die alle als Synomym fiir eine Vermehrung des Korperfettes liber
ein normales Maf} hinaus, verwendet werden (12).

Das im jeweiligen Einzelfall vorliegende Korpergewicht, bzw. die Einteilung nach
Gewichtsklassen, wird mit Hilfe der Berechnung des Body Mass Index (BMI)
vorgenommen (12).

Der individuelle Body-Mass-Index (BMI) ldsst sich mit folgender Formel bestimmen:

BMI [kg/m2] =
Korpergewicht [ke]

Korperhohe [m] * Korperhdhe [m

Formel zur Berechnung des Body-Mass-Index (13)

Das Risiko fiir mdgliche Begleiterkrankungen und Folgeschidden ldsst sich aus der

nachfolgenden Tabelle einfach ablesen, sodass man damit auch einfach und effizient im

Praxisalltag arbeiten kann.

Kategorie BMI Risiko fiir Begleiterkrankungen
(kg/m2) des Ubergewichtes
Untergewicht <18,5 niedrig
Normalgewicht 18,5 -24,9 durchschnittlich
Ubergewicht >25,0
Priadipositas 25,0-29,9 gering erhoht
Adipositas Grad | 30,0 —-34,9 erhoht
Adipositas Grad I1 35,0-39,9 hoch
Adipositas Grad 11 >40,0 sehr hoch

Tabelle 1: Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen anhand des BMI (13)
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1.3. Arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie ist eine der haufigsten chronischen Erkrankungen in den
Industrieldndern und wird in primédre und sekundére arterielle Hypertonie eingeteilt. Bei
der Mehrzahl der Hypertonien lésst sich keine Ursache feststellen, man spricht dann von
primdrer Hypertonie. Risikofaktoren fiir die Entstehung einer priméren, multifaktoriell
bedingten Hypertonie findet man vor allem in den Erndhrungsgewohnheiten,
Umweltfaktoren und im Lebensstil. So kann zum Beispiel eine erhohte Kochsalzzufuhr
iiber die Erndhrung, bei entsprechender genetischer Disposition, zur Entwicklung einer
primiren arteriellen Hypertonie fiihren. Bereits geringgradiges Ubergewicht, eine sehr
cholesterinreiche Kost oder Alkoholkonsum, kénnen einen Anstieg des Blutdruckes
bedingen (14). Zusammenfassend kann man also sagen, dass neben genetischen und
anderen nicht beeinflussbaren Faktoren, wie zum Beispiel Alter und Geschlecht, die
Entstehung und die Progression der Arteriosklerose und damit auch der koronaren
Herzkrankheit (KHK) von sehr wvielen verschiedenen Faktoren bestimmt wird.
Entscheidende beeinflussbare Risikofaktoren sind zum Beispiel: Rauchen, Fehlerndhrung,
Ubergewicht und Bewegungsmangel (15). Entscheidende Risikoerkrankungen fiir kardiale
Erkrankungen sind die Hypertonie, der Diabetes mellitus und die Hypercholesterindmie.
Das kardiovaskuldre Risiko steigt kontinuierlich, bereits ab Blutdruckwerten von
115mmHg systolisch und 75 mmHg diastolisch, an. Lebenstilinderungen wie eine
Gewichtreduktion, Alkoholrstriktion oder korperliche Bewegung konnen die Entwicklung
einer arteriellen Hypertonie verhindern (16).

Fiir die Behandlung der arteriellen Hypertonie gibt es, neben der Anderung des Lebensstils
und der Erndhrungsgewohnheiten, verschiedene medikamentdse Wirkstoffgruppen, die den
Blutdruck effektiv senken konnen. Durch addquate medikamentdse Behandlung der

Hypertonie kann das kardiovaskulédre Risiko deutlich gesenkt werden (17).

1.3.1.Epidemiologie der Arteriellen Hypertonie

Weltweit ist die Hypertonie der hdufigste Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
und Mortalitdt. Das ménnliche Geschlecht ist deutlich hdufiger betroffen als das weibliche

Geschlecht. Die Pravalenz der Hypertonie steigt mit dem Alter an und ist daher besonders
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im Alter eine nicht zu vernachldssignede Gefahr. Im Alter von iiber 65 Jahren leiden ca. 60
- 70% an einer Hypertonie mit schwerwiegenden Folgen (18).

In der heutigen Zeit zdhlt die Hypertonie bereits zu den hdufigsten Risikofaktoren fiir
erhohte Mortalitdt und chronische Beeintrachtigung auf der ganzen Welt. Dies gilt nicht
nur fiir die westlichen Lénder, sondern auch fiir die Schwellen- und Entwicklungslédnder
(19).

Uber 5% aller Todesflle lassen sich direkt auf die Hypertonie zuriickfiihren. In Osterreich
alleine, leiden ca. 1,3 Millionen Menschen unter Bluthochdruck. Anders ausgedriickt,
leidet etwa jede fiinfte Person iiber dem fiinfzehnten Lebensjahr an Hypertonie.

Hypertonie z#éhlt zu jenen fiinf chronischen Krankheiten (Hypertonie, psychische
Erkrankungen, Diabetes, Herzerkrankungen, Asthma), auf welche ungefdhr die Hélfte der
Ausgaben im Gesundheitswesen in Europa entféllt. Chronischen Krankheiten bzw.
Gesundheitsprobleme nehmen mit dem Alter zu. Frauen sind davon in allen Altersgruppen
starker betroffen als Manner. Wahrend nur jeder sechste 15- bis 29-Jdhrige ein dauerhaftes
gesundheitliches Problem hat (125.000 Minner, 140.000 Frauen), sind es bei den iiber 75-
Jéhrigen etwa zwei Drittel der Bevolkerung (140.000 Ménner, 300.000 Frauen) (20). Nur
ein Viertel davon entfallen auf die Kosten der Behandlung der Krankheit selbst, der Rest
wird fiir Folge- und Begleiterkrankungen ausgegeben. In Osterreich fiihren kardiovaskulir
wirksame Pharmaka bzw. Antihypertensiva die Liste der am meisten verschriebenen

Medikamente an.

1.3.2. Klassifikation

Die Weltgesundheitsorganisation hat 1999 eine Klassifikation der arteriellen Hypertonie
herausgebracht, bei der die unterschiedlichen Schweregrade als flexible Richtwerte
vorgesehen sind. Die arterielle Hypertonie soll als Teil des kardiovaskuldren Gesamtrisikos
angesehen werden (14). Das kardiovaskuldre Gesamtrisiko steigt linear mit systolischem
und diastolischem Blutdruck, ist aber zusétzlich von weiteren Risikofaktoren abhingig.

Das kardiovaskuldre Gesamtrisiko wird von folgenden Faktoren beeinflusst: Alter,
systolischer und diastolischer Blutdruck, Adipositas, Nikotinabusus, erhohte
Cholesterinwerte, positive Familienanamnese und Diabetes, sowie bereits vorhandene

Herz-, Nieren- und GefiaBBerkrankungen.
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Bewertung Systolisch (mm Hg) Diastolisch (mm Hg)
Optimaler Blutdruck <120 <80
Normaler Blutdruck 120 - 129 80 - 84

Hoch- Normaler Blutdruck 130 - 139 85 -89
Milde Hypertonie 140 - 159 90 - 99
(Stufe I)
Mittlere Hypertonie 160 - 179 100 - 109
(Stufe IT)
Schwere Hypertonie > 180 > 110
(Stufe III)
Isolierte Systolische > 140 <90
Hypertonie

Tabelle 2: Einteilung der Hypertonie bei der Praxis- bzw. Gelegenheitsblutdruckmessung (
Deutsche Hochdruckliga e. V., 2006) (14)

1.3.3. Arterielle Hypertonie und ihre Folgen

Die Hypertonie ist das Ergebniss eines erhohten Herzzeitvolumen, eines erhohten
peripheren Widerstandes oder eine Kombination beider (21). Die Ursache fiir eine
Erh6hung des Herzeitvolumens und fiir eine Erhdhung des peripheren Widerstandes, kann
sowohl 1iiber eine funktionelle Vasokonstriktion durch eine gesteigerte
Sympathikusaktivitit bedingt sein, als auch {iber strukturelle GefdBwandverdnderungen
(GefaBremodeling) vermittelt werden. Pathophysiologisch kann man daher zwischen
einem Volumenhochdruck und einem Widerstandshochdruck unterscheiden, wobei der
Widerstandshochdruck wesentlich haufiger die Ursache einer chronischen Hypertonie ist
(14).

Ein nicht behandelter und somit chronisch erhohter Blutdruck 16st unterschiedliche
Anpassungsvorginge in unserem Organismus aus. Es kommt unter anderem zu einer
Sollwertverstellung des Barorezeptorreflexes, zur Hypertrophie der Widerstandsgefif3e und

zu einer Rechtsverschiebung der Druck-Natriurese-Beziehung. Diese Verdnderungen
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ihrerseits, wirken wiederum Blutdrucksteigernd, womit sie zur Aufrechterhaltung bzw.

Progredienz des Hypertonus beitragen (14).

1.4. Tryptophan

In unseren Zellen ist eine genaue Regulation der lokalen Tryptophankonzentration fiir die
Auspriagung von immunregulatorischen und antimikrobiellen Effekten verantwortlich. Die
lokale Regulation der Aminoséure Tryptophan ist ein wichtiger antimikrobieller und
immunregulatorischer Effektor Mechanismus (22). Es wird vermutet, dass Tryptophan eine
zentrale Rolle im Stoffwechsel spielt und somit starke Auswirkungen auf
lebensnotwendige zelluldre Prozesse hat.

In der Natur kommt Tryptophan als L-Tryptophan und als D-Tryptophan vor. Jedoch nur
das L-Tryptophan ist physiologisch von Bedeutung.

L-Tryptophan ist, wie oben schon erwéhnt, eine Aminosdure. Chemisch betrachtet ist die
Aminosdure L-Tryptophan mit einem aromatischen Indol-Ringsystem ausgestattet. Indol
ist ein aromatischer Heterocyclus und zdhlt zusammen mit Phenylalanin, Tyrosin und
Histidin zu der Gruppe der aromatischen Aminoséduren (23).

Aromatische Aminosduren, wie die oben genannten Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan, sind durch ihre aromatischen Seitenketten relativ unpolar und hydrophob und
konnen dadurch alle an hydrophoben Wechselwirkungen beteiligt sein.

Tryptophan gehort zu den acht Aminosduren ,die vom menschlichen Organismus nicht
synthetisiert werden konnen. Eine essentielle Aminoséure ist eine Aminosédure, die unser
Organismus benotigt, diese aber nicht aus elementaren Bestandteilen selbst synthetisieren
kann. Das heif}t, dass diese acht Aminosduren mit der Nahrung zugefiihrt werden miissen.
Die acht fiir unseren Organismus essentiellen Aminoséduren sind neben Tryptophan Valin,
Phenylalalin, Leucin, Isoleucin, Lysin, Threonin und Methionin. Wenn diese Aminoséduren
nicht mit der Nahrung aufgenommen werden, stellen sich Mangelzustinde ein und der
Organismus kann auf Dauer nicht iiberleben (23).

Im Gegensatz dazu konnen Pflanzen und einige Mikroorganismen selbst Tryptophan
herstellen. So konnen zum Beispiel Bakterien wie E. coli in einem mehrstufigen Prozess

Tryptophan aus Shikimisdure beziehungsweise aus Anthranilsdure synthetisieren.
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Menschen miissen, wie oben schon erwéhnt ,Tryptophan iiber die Nahrung aufnehmen.
Die Menge der benétigten téglichen Tryptophanzufuhr {iber die Nahrung betrigt fiir einen
erwachsenen Menschen ca. 3,5 bis 6 mg (24) und kann zudem in unterschiedlichen
Situationen, wie zum Beispiel in der Schwangerschaft, auch hoher sein (25).
Nahrungsmittel, die besonders reichhaltige Mengen an Tryptophan enthalten, sind dabei
Kakao, Niisse, Hiilsenfriichte und Fleisch. In Milch ist Tryptophan in Lactalbumin
enthalten. L-Tryptophan ist eine proteinogene Aminosdure, d. h. sie wird zum Aufbau
diverser Proteine benétigt. Zudem ist sie ein Provitamin, welches erst noch zu einem
Vitamin umgewandelt werden muss, um fiir den Kdrper von Nutzen zu sein (26).
Tryptophan wird im Stoffwechselweg von Serotonin durch das Enzym Tryptophan
Hydroxylase zu Hydroxytryptophan umgewandelt. Serotonin wird anschliefend durch eine
Pyridoxalphosphatabhéngige Decarboxylierung von 5-Hydroxytryptophan (5-HTP)
gebildet. Serotonin wird in enterochromaffinen Zellen, Thrombozyten und im

Nervensystem in serotoninergen Neuronen gebildet (27).

Als Gewebshormon und Neurotransmitter hat Serotonin einige wichtige Funktionen. Im
Nervensystem des Darmes zum Beispiel ist Serotonin an der Regulation der Magen-
Darmtétigkeit beteiligt , weiters findet man es auch im Zentralnervensystem und im Blut,
wo es eine wichtige Rolle bei der Regulation des Herz-Kreislaufsystems spielt.

AuBlerdem hat Serotonin im Zentralnervensystem Auswirkungen auf viele
Gehirnfunktionen, es beeinflusst zum Beispiel die Wahrnehmung, den Schlaf, die
Temperaturregulation, die Sensorik, das Schmerzempfinden, das Angstempfinden und die
Hormonsekretion (28). Serotonin wird zusitzlich durch die N-Acetyltransferase und 5-
Hydroxyindol-O-Methyltransferase iiber N-Acetyl-5-Hydroxytryptamin zu Melatonin
abgebaut. Dieser Abbau findet im Darm, in der Netzhaut und den Pinealozyten der
Epiphyse statt, von wo aus das Melatonin den Tag-Nacht-Rhythmus des Korpers steuert.
Es wird nachts bei fehlender Lichteinstrahlung freigesetzt und induziert Miidigkeit und
Schlaf. Im Winter konnen Verdnderungen des Melatonin Spiegels zu vermehrter
Miidigkeit, Schlafstdrungen bis hin zu Depression fiihren. Ahnliche Folgen kénnen jedoch
auch  durch  Schichtarbeit und  Jet-Lag  bedingte = Abweichungen  im

Melatoninhormonhaushalt auftreten (29).

Tryptophan ist ein wesentlicher Bestandteil des Aminosédurestoffwechsels. Es wird von der

Tryptophan Transaminase bendtigt, die es als Donor fiir die Ubertragung der -
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Aminogruppe auf a-Ketosduren einsetzt. Das Pyridoxalphosphat (PLP), welches als
Vitamin B6 bezeichnet wird, dient bei dieser chemischen Reaktion als Coenzym. Vitamin
B6 ist dabei das zentrale Vitamin im Aminosdurestoffwechsel. Es ist z.B. als Cofaktor der
Transaminasen und Decarboxylasen aktiv. Zur Vitamin B6-Gruppe (Pyridoxine) gehoren
das Pyridoxamin, das Pyridoxal und das Pyridoxin, sowie die jeweiligen 5'-Phosphat-Ester
wie zusitzlich noch das Pyridoxat, das mit dem Urin ausgeschieden wird. Die
wasserloslichen Vitamine konnen, bis auf Pyridoxat, ineinander umgewandelt werden.
Biologisch aktiv ist das Pyridoxal-5'-phosphat (PLP, PALP). Das Vitamin B6 ist bei allen
eiweiBumbauenden Stoffwechselvorgingen wichtig und es dient als Botenstoff in der
Reiziibertragung zwischen Nervenzellen. Vitamin B6 ist in sehr vielen Nahrungsmitteln
enthalten, besonders hoch ist die Konzentration zum Beispiel in der Leber, in
Milchprodukten, Weillbier, Avocado, Bananen oder Sojaprodukten. Vitamin B6-
Mangelerkrankungen sind selten und kommen vor allem bei Mangelerndhrung oder
Alkoholmissbrauch vor (30). Die Symptome sind eher unspezifisch. Es konnen
neurologische Symptome im Vordergrund stehen, wie zum Beispiel Neuritis, Depressionen
aber auch andere Symptome wie Andmie oder Glossitis konnen durch einen Vitamin B6-

Mangel auftreten.

Circa 95% des mit der Nahrung aufgenommenen Tryptophans werden im Kynurenin
Stoffwechselweg abgebaut. Der erste und limitierende Schritt kann dabei von drei
Enzymen, der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), der Indolamin 2,3-Dioxygenase-2 (IDO-
2) und der Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO) katalysiert werden.

Die Funktion des Kynureninstoffwechsels ist abhingig von den Zellen bzw. vom Gewebe
in denen er stattfindet, da nicht in allen Zellen und somit auch nicht in allen Geweben alle
Enzyme fiir einen vollsténdig stattfindenden Kynureninstoffwechsel vorhanden sind (23).
In einem néchsten chemischen Prozess wird durch Abspaltung des Fiinfringes durch die
Formyl-Kynurenin Formidase die Abspaltung von Ameisensdure katalysiert, wodurch
Kynurenin entsteht. Das dabei entstandene Kynurenin dient in weiterer Folge als
Ausgangsstoff fiir eine ganze Reihe von weiteren, flir den menschlichen Organismus
wichtigen, Abbauprodukten. Es wird durch die Enzyme Kynureninase, Kynurenin
Aminotransferase (KAT) oder Kynurenin 3-Hydroxylase zu Metaboliten wie

Anthranilsdure, Kynureninsiure, Chinolinsdure und Nicotinamid synthetisiert (31).
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Einige dieser dabei entstehenden Abbauprodukte haben eine neuroregulierend Funktion.
Wobei man hier zwischen denen unterscheidet, die einen neuroprotektiven und denen, die
einen neurodegenerativen Einfluss auf unseren Organismus haben (32).

Neuroprotektiv ist zum Beispiel die Kynureninsdure, die einen antikonvulsiven Effekt
vermitteln kann. Einen neurotoxischen Effekt dagegen haben zum Beispiel die 3-
Hydroxykynurenin - und die Chinolinsdure.

Ausserdem hat man herausgefunden, dass nicht nur Neurone, sondern auch T-Zellen von
toxisch wirkenden Metaboliten des Kynurenin Stoffwechselweges beeinflusst werden. So
konnen Kynurenin, 3- Hydroxy-Kynurenin und 3-Hydroxyanthranilsdure in vitro und in
vivo die T-Zell Antworten von Rattenzellen hemmen (33) und auch menschliche T-Zellen
konnen in der Anwesenheit von toxischen Kynureninmetaboliten nicht mehr proliferieren
(34). Zum Schluss des Kynurenin Stoffwechselweges entstehen in geringem Ausmal
Nicotinsdure und Nicotinamid, die zusammenfassend als Niacin oder auch Vitamin B3
bezeichnet werden. Nicotinsdure ist am Eiweill-, Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel
beteiligt. Die biologisch aktiven Formen der Nicotinsdure, die Coenzyme NAD/NADP,
sind Wasserstoffiibertrager und zum Beispiel am Citratzyklus und der Atmungskette
beteiligt. Die Nicotinsdure hat eine antioxidative Wirkung und ist an vielen

Regenerationsprozessen, zum Beispiel im Muskel, beteiligt.

1.4.1.Tryptophan oxydierende Enzyme

Der erste und limitierende Schritt des Tryptophanabbaus kann durch drei Enzyme
katalysiert werden. Diese Enzyme sind die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), die
Indolamin 2,3-Dioxygenase-2 (IDO-2) und die Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO) (35).

1.4.1.1. Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)

Die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) gehort biochemisch gesehen, zu der Klasse der
Enzyme. Als Enzym baut die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) das Tryptophan zu N-
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Formylkynurenin ab (36). Die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) wird in allen
Gewebetypen unseres menschlichen Korpers hergestellt. Eine besondere Bedeutung hat die
Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in den Tonsillen, wo sie durch einen vermehrten Abbau
von Tryptophan eine unterstiitzende Rolle fiir das Immunsystem bei Infektionen spielt.
Eine weitere wichtige Funktion hat die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in der Plazenta,
wo sie bei der Verhinderung der AbstoBung des Foten beteiligt ist (36).

Die Indolamin 2,3-Dioxygenase ist das bis zum heutigen Zeitpunkt am besten untersuchte
Enzym in der Reihe, der Tryptophan oxydierenden Enzyme. Der Hauptgrund dafiir ist die
Tatsache, dass die Aktivitit der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) starke antimikrobielle

und immunregulatorische Effekte vermittelt.

1.4.1.1.1. Entdeckung der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)

In den dreifliger Jahren des vorigen Jahrhunderts beschrieben Kotake und Ito, dass
Kaninchen, denen D-Tryptophan verabreicht wurde, D-Kynurenin iiber den Urin
ausschieden (37). Zu dieser Zeit war jedoch noch kein D-Tryptophan abbauendes Enzym
bekannt. In den sechziger Jahren des vorigen Jahrhunderts entdeckten Yamamoto und
Hayaishi erstmalig die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) im Darm von Kaninchen (38).
Heute weill man, dass die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) in vielen verschiedenen
Organen gebildet werden kann. Eine sehr hohe Aktivitdt der Indolamin 2,3-Dioxygenase

(IDO) ist vor allem in der Lunge, dem Darm aber auch in der Plazenta zu finden.

1.4.1.1.2. Aufbau und Expression der Indolamin 2,3-
Dioxygenase (IDO)

Die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) gehdrt zu der Gruppe der Enzyme. Das humane
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) Protein hat eine Lange von 403 Aminosiuren und
besteht aus 10 Exons, die fiir ein Leseraster von 1209 Nukleotiden kodieren. Das fiir die
humane Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) kodierende Gen befindet sich auf dem kurzen

Arm von Chromosom 8 (8p12-p11) (39). Als Kofaktor wird das Him beschrieben. Das

21



Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) Protein gehdrt zu der Gruppe der Monomere und hat

ein Molekulargewicht von ca. 45 kDa. Monomere sind niedermolekulare Molekiile, die
sich zu Polymeren verbinden konnen und eine hohe Reaktionsfahigkeit besitzen. Die
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) besteht aus einer kleinen und einer gro3en Protein-
Untereinheit, die nicht konvalent durch eine Schleife verbunden sind. Die beiden
miteinander verkniipften Protein-Untereinheiten umgeben das Him (23). Das Indolamin
2,3-Dioxygenase (IDO) Protein dhnelt anderen Ham-bindenden Proteinen wie zum
Beispiel dem Myoglobin der Mollusken, was auf einen gemeinsamen Ursprung hinweist
(40).

Unser Immunsystem ist fiir die Regulation der Expression und der Aktivitit der Indolamin
2,3-Dioxygenase (IDO) verantwortlich. Die Expression der IDO wird durch
immunologische Mediatoren wie zum Beispiel das Prostaglandin oder membranstidndige
Rezeptoren wie CTLA4 (41), CD40 (42) oder Toll-like Rezeptoren (43) reguliert. Die
wichtigste Rolle spielt jedoch die Induktion der IDO-Expression durch das Zytokin IFN-
© (44) die durch die Anwesenheit der Zytokine TNF-( und/oder IL-1® verstarkt wird (45).

1.4.1.1.3. Biologische Funktion der Indolamin 2,3-
Dioxygenase (IDO)

Einmal exprimiert, fiihrt Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) zur lokalen Depletion von L-
Tryptophan in Gewebe. Dabei werden Metabolite des Kynurenin Stoffwechsels gebildet.
Die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) hat daher eine wichtige Rolle in der angeborenen,
da sie die Fahigkeit besitzt das Wachstum einer groen Bandbreite von Mikroorganismen
zu hemmen und weil dieser inhibitorische Effekt auf einer allgemeinen Wirkungsweise,
namlich der Depletion der essenziellen Aminosdure Tryptophan beruht (46).

(23) Weiters gut untersucht ist die Tatsache, dass die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)
den Abbau von Tryptophan fordert und somit die Serotoninsynthese hemmt. Eine erhdhte
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) Aktivitdt ist daher auch Ausdruck einer neuro-
endokrinen Fehlregulation, was wiederum hiufig mit Depressionen in Zusammenhang
steht. Weiters produziert, die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) Kynurenine, die ihrerseits
neurotoxische Effekte haben und dadurch die depressive Symptomatik fordern konnen.

Weiters, bereits in den 70er Jahren bewiesen, steht eine erhohte Indolamin 2,3-
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Dioxygenase (IDO)- Aktivitdit mit der Bekdmpfung von Infektionen in Zusammenhang
(47).

1984 konnte Pfefferkorn beweisen , dass eine IFN-y induzierte IDO-Aktivitdt in humanen
Fibroblasten zu einer Hemmung des obligat intrazellulir wachsenden Parasiten
Toxoplasma gondii fiihrt (58). Als Wirkmechanismus wurde dabei die IDO-vermittelte
Depletion der Aminosdure Tryptophan beschrieben, da sich der Effekt durch die Zugabe
von Tryptophan wieder autheben lie3. Weitere Analysen zeigten in den folgenden Jahren,
dass auch andere Tryptophan-auxotrophe Mikroorganismen durch einen IDO-vermittelten
Tryptophanabbau in ithrem Wachstum gehemmt werden konnen. Dazu zdhlen Bakterien
wie zum Beispiel Chlamydien (49), Gruppe B Streptokokken (50), Enterokokken (51) und
Staphylococcus aureus (52), auBerdem Viren wie Herpes simplex Virus (53),
Cytomegalievirus (54) und Masern Virus (55) und neben Toxoplasma gondii auch andere
Parasiten wie Neospora caninum (56). Hierbei war der IDO-vermittelte antimikrobielle
Effekt in einer Vielzahl verschiedener humaner Zellen wie zum Beispiel Endothelzellen

(57), Makrophagen (50), Uroepithelzellen (51) und Hirntumoren (52) nachweisbar.

1.4.1.1.4. Die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) als zentraler
Regulator des Tryptophan/ Kynurenin-/Serotonin
Haushaltes

Mittlerweile weil man, dass bei der Entwicklung einer Erkrankung aus dem
psychiatrischen Formenkreis, besonders bei Erkrankungen die mit einer Depression
einhergehen, nicht nur psychische, sondern auch physische Faktoren eine entscheidende
Rolle spielen (58). Klinisch von Bedeutung ist dabei das Enzym Indolamin 2,3-
Dioxygenase (IDO). Eine erhohte Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) - Aktivitdt ist
Ausdruck einer neuro-endokrino-immunologischen Fehlregulation (58), die gehduft bei
einer Depression auftritt. Die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) fordert den Abbau von
Tryptophan, wobei die Serotonin-Synthese gehemmt wird. Tryptophan wird abhéngig von
der Stirke der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) Aktivitdt, entweder zu Serotonin
umgewandelt oder aber zu Kynureninen abgebaut. Man kann also sagen, dass eine erhdhte

Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) Aktivitdt aufgrund der dadurch verminderten Serotonin-
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Synthese zu einem Tryptophan-Mangel filhren kann und sich in weiterer Folge zu einer
depressiven Sympomatik entwickelt. Kynurenine, die als Abbauprodukte von Tryptophan
iiber die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) entstehen, haben zusitzlich noch einen
Einfluss im Nervensystem. Eine erhohte IDO-Aktivitdt verursacht durch die gebildeten
Abbauprodukte Kynurenine Stérungen im ZNS. Zusammenfassend ldsst sich folgern, dass
eine erhohte Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) - Aktivitit auf zwei, sich gegenseitig
beeinflussenden und zusammenhidngenden Wegen eine depressive Symptomatik fordern
kann (59). Erstens durch die Hemmung der Serotoninsynthese und zweitens durch die
dadurch vermehrt entstehenden Kynurenine als Abbauprodukte vom Tryptophan, wie zum
Beispiel Quinolinsdure und 3-OH-Kynurenin, die neurotoxische Effekte haben und

dadurch eine depressive Symptomatik fordern konnen.

Abbildung 2: Eine erhohte IDO-Aktivitdt steigert die Kynurenin-Bildung auf Kosten der
Serotonin-Synthese nach GF Oxenkrug 2010 (59).
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1.4.1.1.5. Katalytische Eigenschaften der Indolamin 2,3-
Dioxygenase

Das erste Enzym im Kynurenin-Stoffwecheselweg ist die Indolamin 2,3-Dioxygenase
(IDO). Der Kynurenin-Stoffwechselweg wird durch die Umwandlung von L-Tryptophan
zu N-Formyl-Kynurenin, die durch die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) katalysiert wird,
gestartet. Die IDO hat eine hohe Affinitét fiir L-Tryptophan (Km~0,02 mM). Zusétzlich ist
sie jedoch auch in der Lage D-Tryptophan und andere Metabolite des Kynurenin
Stoffwechselweges wie zum Beispiel Serotonin, Tryptamin und L-5- Hydroxykynurenin zu
oxydieren (60). Die Aktivitit der IDO kann durch den Einsatz verschiedener Inhibitoren
gehemmt werden. Der bekannteste Inhibitor ist dabei das 1- Methyl-Tryptophan, das 1991
als IDO-spezifischer Inhibitor beschrieben wurde (61).

1.4.1.2. Indolamin 2,3-Dioxygenase-2 (IDO-2)

Das bekannteste und am besten erforschte Enzym des Tryptophanstoffwechsels ist die
Indolamin 2,3-Dioxygenase. Die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) ist ein Tryptophan
oxydierendes Enzym. Die Indolamin 2,3-Dioxygenase-2 (IDO-2) ist ein Enzym mit sehr
starker Ahnlichkeit zur Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO).

Sie besteht aus 405 Aminosiduren, die zu fast 50% mit denen der IDO identisch sind. Die
kompletten Sequenzen der humanen IDO-2 wurde 2007 von Ball et al. veroffentlicht (62).
Die humane Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) wurde vor allem in der Plazenta, im Uterus
und im Gehirn nachgewiesen. Es wird angenommen, dass die Indolamin 2,3-Dioxygenase-
2 (IDO-2) durch eine Duplikation der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) entstanden ist.
Die Indolamin 2,3-Dioxygenase-2 (IDO-2) kann auch, genau wie die Indolamin 2,3-
Dioxygenase (IDO), den ersten und limitierenden Schritt beim Abbau von L-Tryptophan
katalysieren. Eine weitere, gemeinsame Eigenschaft dieser beiden Enzyme ist die Féhigkeit
eine dhnliche Bandbreite an Substraten metabolisieren zu konnen (62).

Ein genauerer Vergleich zwischen den katalytischen Aktivitdten der IDO und IDO-2 zeigte
dann aber, dass sie sehr verschiedene biochemische Charakteristika aufweisen (z. B.
unterschiedliches pH-Optimum), was ein Hinweis auf unterschiedliche physiologische

Funktionen sein konnte (63).
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1.4.1.3. Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO)

Das dritte Enzym, in der Reihe der Tryptophan oxydierenden Enzyme, ist die Tryptophan
2,3-Dioxygenase (TDO bzw. TDO2) (63). Tryptophan 2,3-Dioxygenase oxidiert das L-
Tryptophan durch eine Bindung an zwei Sauerstoffmolekiile (64).

1.4.1.3.1. Struktur der TDO

Das fiir die Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO) kodierende Gen befindet sich auf dem
Chromosom 4 (65), besteht aus 12 Exons, hat eine Lange von 1221 Nukleotiden die fiir
406 Aminosduren kodieren.

Das aktive Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO) Protein ist ein Homotetramer (64), das

zwel Molekiile Ham bindet.

1.4.1.3.2. Katalytische Aktivitat der TDO

Die Tryptophan 2,3-Dioxygenase ist ein Enzym, das wie die IDO und die IDO-2 die
Fahigkeit besitzt, Tryptophan zu N- Formylkynurenin zu verstoffwechseln.

Tryptophan weist, im Gegensatz zu Indolamin 2,3-Dioxygenase und Indolamin 2,3-
Dioxygenase-2, eine sehr hohe Substratspezifitdt auf (66). Tryptophan 2,3-Dioxygenase
kann lediglich stereospezifisch L-Tryptophan metabolisieren, indem es L-Tryptophan
spaltet (67). Die strukturelle Basis dieser Stereospezifitit ist dabei die Tatsache, dass die
Carboxylat- und Ammonium-Hélften des Tryptophans durch elektrostatische Interaktionen
sowie Wasserstoffbriicken von dem Enzym erkannt werden. Diese Bindungsstrukturen

sind in IDO / IDO-2 und TDO auf verschiedene Art und Weise ausgebildet (66).
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1.4.1.3.3. Biologische Funktion der TDO

Beim Menschen ist die hochste TDO-Aktivitdt in der Leber zu beobachten. Die TDO-
Aktivitdat wird durch ein Einfluss von Hormonen, vor allem durch den Einfluss von L-
Tryptophan reguliert. Die TDO spielt eine wichtige Rolle in der Tryptophan-Homdostase
(63). Da sie somit einen Grofiteil des Tryptophans dem Kynurenin Stoffwechselweg
zufiihrt, steht weniger Tryptophan flir die Synthese des Neurotransmitters Serotonin zur
Verfligung. Daher wird die TDO-Aktivitit auch mit neuropsychiatrischen Erkrankungen
assoziiert. Nabi et al. Zeigte in einer 2003 durchgefiihrten Studie, dass Polymorphismen in

humanen TDO Genen mit dem Auftreten von Autismus korrelierten (68).

1.5. Kynurenin- Tryptophan- Ratio

Mit der massenspektrometrischen Bestimmung der Kynurenin-Tryptophan-Ratio kann der
Abbau des Tryptophans durch die Aktivitit der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO)

anndhernd dargestellt werden.

1.6. Tryptophan und Stoffwechsel

Die neuroendokrine Theorie der Alterung beschreibt eine Gruppe von Bedingungen, wie
Hypertonie, Adipositas, Dyslipiddmie, Diabetes Mellitus Typ 2, Menopause,
Altersdepression, vaskuldre Demenz, Immunabwehrschwiche und einige Arten von
Tumorerkrankungen, die zusammengefasst als altersassoziierte neuroendokrine Stérungen
benannt werden. Spéter wurden noch Adipositas, Hypertonie, Diabetes Mellitus Typ 2 und
Dyslipiddmie als Metabolisches Syndrom (MetSy) zusammengefasst (61).

In der derzeitigen Definition des Metabolisches Syndroms (MetSy) erscheinen
entzlindliche Prozesse noch nicht auf. Es ist aber bereits seit einigen Jahren erwiesen, dass
solche Prozesse zu Verdnderungen des Tryptophan Stoffwechsels fithren konnen. Mit

fortschreitendem Alter werden die chronischen Entziindungsprozesse in unserem Korper
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immer haufiger (69). Aus vielen Studien geht hervor, dass mit zunehmendem Alter die

Aktivitat der Makrophagen in unserem Korper ansteigt. Gleichzeitig wird die Aktivitit der

T-Zell-Funktion immer geringer. Zusammengefasst kann man also sagen, dass es einen

Zusammenhang zwischen chronischen Entziindungen im fortgeschrittenem Alter und einer

verminderten Funktion der T-Zellen gibt. Das heifit demnach, dass chronische Entziindung,

sowohl die Folge, als auch die Ursache von altersbedingter Pridisposition fiir

Erkrankungen ist (70).
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Weiters ist zu bedenken, dass es mit zunehmendem Lebensalter zu einer Steigerung des
oxidativen/nitrosativen Stresses kommt, der wiederum durch einen Uberschuss an
Sauerstoff und Stickstoffradikalen entsteht. Ein Uberschuss an freien Radikalen durch eine
altersbedingte enzymatische Inaktivierung und einer Abnahme von Antioxidantien, wie
zum Beispiel Selen, Vitamin C oder Gluthation, verursacht oxidativen/nitrosativen Stress
(71). Dieser oxidative/nitrosative  Stress ist fiir den menschlichen Organismus auf
verschiedenste Weise schidigend. Die schiadigenden Verdnderungen sind sehr vielfaltig.
Unter anderem kommt es zur Verdnderungen verschiedener Proteinfunktionen: durch
Nitrierung des Tyrosins zur Forderung der Entstehung von Atherosklerose, durch
Malondialdehyd-modifiziertes LDL (MDA-LDL), welches an der Entstehung von
atherosklerotischen Plaques direkten Einfluss hat, zu Stérungen des mitochondrialen

Stoffwechsels (72).

Eine Nitrierung des Tyrosins bewirkt eine Verdnderung der Aktivitdt von Proteinen, mit
einer Beschleunigung des Proteinabbaus. Der Grund dafiir ist, dass es durch die Nitrierung
des Tyrosins zur Auslosung von Immunreaktionen mit vermehrter Bildung von
Immunglobulinen kommt. Dadurch kommt es zu proteolytischen Vorgidngen, die

wiederum ihrerseits den Proteinabbau vorantreiben.

Daraus folgt, dass oxidativer/nitrosativer Stress, wie chronische Entziindung auch Ursache
aber auch gleichzeitig Folge von altersbedingter Morbiditit ist (72). Und noch weiter:
Entziindung und nitrosativer/oxidativer Stress steigern sich gegenseitig (71). Entziindung
und oxidativer/nitrosativer Stress verdndern auch den Tryptophan-Serotonin-Stoffwechsel,
da einige proentziindliche Zytokine, wie zum Beispiel IFN-y oder TNF-a, die Aktivitét der
IDO (Indolamin-2,3-Dioxygenase) steigern. Eine erhohte IDO-Aktivitdt steigert die
Kynurenin-Bildung auf Kosten der Serotonin-Synthese (61). Im fortschreitenden Alter
steigen nicht nur die Entziindungsparameter an ,sondern mit ihnen auch die Indolamin-2,3-
Dioxygenase Aktivitit. Zusétzlich kommt dazu, dass Kynurenine, die als Abbauprodukte
des Tryptophan-Abbaus gebildet werden, ihrerseits zusidtzlich den oxidativen und
nitrosativen Stress fordern. Morbiditdt im Alter wird durch einen Teufelskreis aus
Entziindung, oxidativem/nitrosativem Stress und Storungen des Tryptophan-Stoffwechsels

gefordert (73).
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2. ZIELSETZUNG DER EIGENEN ARBEIT

Das Ziel dieser Arbeit war es, eine Analyse moglicher Assoziation zwischen Tryptophan
und Metaboliten des Tryptophanstoffwechsels (Kynurenin und Kynureninsdure) und
metabolischen und kardiovaskuldren Surrogatparametern bei hypertensiven Patientlnnen
durchzufiihren um eventuelle neue Hinweise auf die Pathophysiologie metabolischer und

kardiovaskulérer Erkrankungen zu finden.
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3. METHODENWAHL

3.1. Methodenwahl

Fiir die oben genannten Fragestellungen werden die Daten der Graz Endocrine Causes of
Hypertension (GECOH) Study ausgewertet. Das primidre Ziel der GECOH Studie war die
Abklarung einer moglichen endokrinologischen Ursache bei Patientlnnen mit einer
voliegenden arteriellen Hypertonie. Die Fallzahl dieser Kohortenstudie (n=400) wurde fiir
den primiren Endpunkt (Diagnose des primédren Hyperaldosteronismus) der als "diagnostic

accuracy study" konzipierten Studien berechnet.

In der hier vorgenommenen Subgruppenanalyse der GECOH Studie wurden PatientInnen
ohne Diabetes (n=201) eingeschlossen bei denen im Zeitraum von Februar 2009 bis
November 2011 Metaboliten des Tryptophanstoffwechsels (Kynurenin und

Kynureninsdure) gemessen wurden.

3.2. Messungen von biochemischen und klinischen Variablen

Die Blutproben wurden am Morgen (8.00 Uhr bis 11.00 Uhr), nachdem die Patienten fiir
10 min gesessen sind, abgenommen. Die Labor- und klinischen Untersuchungen wurden
nach mindestens 12 h Fasten durchgefiihrt. Eine Urinprobe aus dem Mittelstrahlharn wurde
am Beginn der Studie von allen Patienten gesammelt. Die Patienten wurden weiters
angewiesen, sich normal zu erndhren, am Morgen vor der Blutabnahme keine

Medikamente einzunehmen, sowie nicht zu rauchen.

Tryptophan, Kynurenin und Kynureninsdure in Plasmaproben wurden durch

Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC) gemessen (74).

Niichtern-Glukose, Triglyzeride, HDL-C und LDL-C wurden mit Modular Analytics SWA

(Roche, Basel, Schweiz), Triglyzeride wurden enzymatisch (Wako Chemicals, Neuss,
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Deutschland) gemessen. Serum-C-Peptid-Konzentrationen wurden durch einen
Chemolumineszenz Sandwich-Immunoassay (ADVIA Centaur, Siemens Healthcare
Diagnostics, Tarrytown, NY) bestimmt. Insulin wurde durch einen Enzym-Immunoassay
(ETIA-1825, DRG, Instruments GmbH, Deutschland) gemessen. Noradrenalin wurde durch
einen Radioimmunoassay (RIA TriCat-DRG, Instruments GmbH, Deutschland) bestimmt.
ACTH wurde durch einen Chemilumineszenz immunometrischen Assay (Siemens, UK
IMMULITE 2000) gemessen. Cortisol und Schilddriisen-stimulierendes Hormon (TSH)
wurden durch einen Chemilumineszenz immunometrischen Assay bestimmt (ADVIA
Centaur, Siemens, UK). NT-pro-BNP wurde unter Verwendung eines
Elektrochemilumineszenz-Immunoassay, der auf einem polyklonalen Antikdrper-basierten
Sandwich Chemilumineszenz-Assay (Roche Diagnostics, Deutschland) unter Verwendung
eines Autoanalyser (Elecsys 2010) basiert, analysiert. Asymmetrische Dimethylarginin
(ADMA) und symmetrische Dimethylarginin (SDMA) wurden mit RP-HPLC gemessen.
Fibrinogen wurde mit der Clauss-Methode (Dade Behring) gemessen. Die alkalische
Phosphatase (AP), Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST) und
gamma-Glutamyltranspeptidase (GGT) wurden enzymatisch und CRP  durch
Immunoturbidimetrie (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) gemessen. HbAlc
wurde mittels Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie gemessen. Serum Kalzium
wurde unter Verwendung des Roche / Hitachi cobas c-Analysegerit (Roche Diagnostics)
gemessen.

Albumin im Urin wurde automatisch mit einer kommerziellen immunnephelometrischen
Methode auf einem Behring Nephelometer Analyzer II (Dade Behring, Marburg,
Deutschland) bestimmt.

Alle anderen Parameter wurden von Routine Laborverfahren bestimmt.

Die glomeruldre Filtrationsrate (GFR, ml/min/1.73m2) wurde unter Verwendung der
CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) Formel geschitzt (75).
Die Insulinresistenz wurde mit Hilfe der Homdostase Modell-Beurteilung Insulinresistenz
(HOMA-IR, Niichtern-Insulin (Mikroeinheiten pro Milliliter) x Niichtern-Glukose
(Milligramm pro Deziliter) / 405) berechnet.

Karotis-Intima-Media-Dicke (CIMT) wurde durch hochauflésenden B-Mode-Ultraschall
bestimmt (ATL HDI 3000-CV; Phillips Medical Systems). Durchschnittliche IMT wurde
von beiden Seiten berechnet.

Das Metabolische Syndrom wurde definiert nach:

(1) National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel (NCEP ATP) III

32



Hier wird das metabolische Syndrom als Diagnose angegeben, wenn mindestens drei der
fiinf kardiovaskuldren Risikofaktoren vorhanden sind. Die fiinf kardiovaskuldren
Risikofaktoren sind dabei folgendermafBen definiert: Plasmatriglyceride > 150 m (1,7
mmol / L), HDL-C <40 mg / dl (1,03 mmol / I) bei Médnnern bzw. <50 mg / dI (1,29 mmol
/ 1) bei Frauen, Blutdruck (BP) > 130/85 mm Hg, und Niichtern-Glukose > 110 mg / dl (6,1
mmol / 1) und die abdominelle Fettverteilung, bei gemessenem Bauchumfang von iiber

102 cm bei Ménnern oder uber 88 cm bei Frauen.

(2) International Diabetes Federation (IDF)

Hier wird das Vorhandensein von erhohtem Taillenumfang in Nabelhdhe von mehr als 94
cm bei Minner bzw. mehr als 80 cm bei Frauen, zuziiglich zwei von den folgenden
Risikofaktoren fiir die Diagnose des Metabolischen Syndroms herangezogen (11). Die
Risikofaktoren sind: Triglyceride 150 mg / dL (1,7 mmol / L), HDL-C <40 mg / dl (1,03
mmol / L) bei Médnnern bzw. <50 mg / dl (1,30 mmol / L) bei Frauen, systolischen BP 130
mmHg oder diastolischer Blutdruck 85 mmHg (oder beides) oder Behandlung von zuvor
diagnostiziertem Bluthochdruck; Niichternblutzucker > 100 mg / dL (5,6 mmol / 1) oder
zuvor diagnostiziertem Typ-2-Diabetes (76).

Der arterielle Blutdruck wurde durch das Verfahren von Korotkoff nach 5 min Ruhe mit
einem Blutdruckmessgerdt mit einer entsprechenden Manschette gemessen. Der
systolische und der diastolische Blutdruckwert wurde an beiden Armen gemessen und
daraus der Mittelwert aus beiden Messungen aufgezeichnet. Zusitzlich wurden auch Grof3e

und Gewicht gemessen, die Patienten trugen dabei leichte Kleidung und keine Schuhe.

3.3. DATENAUSWERTUNG

Zur Beantwortung der oben genannten Fragestellungen erfolgte eine statistische

Datenanalyse mit SPSS Version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Ein P-Wert von 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Folgende statistische Verfahren wurden zur Anwendung gebracht: deskriptive Statistik und

analytische Statistik mit u.a. Korrelationsanalysen, ANOVA, ANCOVA und multiple
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lincare Regression. Diese statistischen Modelle sind bei der epidemiologischen
Auswertung von Querschnittsanalysen iibliche Verfahren.

Grundsitzlich sollen mogliche Assoziationen zwischen Tryptophan und Metaboliten des
Tryptophanstoffwechsels (Kynurenin und Kynureninsdure) und metabolischen
(Niichternblutzucker, Niichtern C-peptid, Body Mass Index, Taillienumfang, LDL-
Cholesterol, HDL-Cholesterol, HOMA-IR) wie auch kardiovaskuldren (NT-pBNP, Carotis
Intima Media Dicke, berechnete glomeruldre Filtationsrate, Harn-Albumin-Kreatinin-
Ratio, systolischer/diastolischer Blutdruck) Surrogatparametern bei hypertensiven
PatientInnen mit oben genannten statistischen Verfahren analysiert werden. Dabei sollen
auch mit multivariaten Modellen mdgliche Confounder berticksichtigt werden.

Die Daten sind pseudoanonymisiert.

4. STUDIE UND PATIENTEN

4.1. Studie

The Graz Endocrine Causes of Hypertension (GECOH) Study ist eine Kohortenstudie mit

erwachsenen Diabetikern und nicht-diabetischen Patienten.

Schriftliche Einwilligung wurde von allen Studienteilnehmern erhalten. Diese Studie
wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Universitit Graz, Osterreich

genehmigt. Die GECOH Studie entspricht der Deklaration von Helsinki
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4.2. Patientenkollektiv

In der Zeit von Februar 2009 bis November 2011 wurden 201 StudienteilnehmerInnen in
der Ambulanz der Abteilung fiir Endokrinologie und Stoffwechsel, Medizinische
Universitit Graz, Osterreich fiir die GECOH Studie rekrutiert.

4.2.1.Einschlusskriterien

Das Einschlusskriterium war die arterielle Hypertonie. Nach Ausschluss von ProbandInnen
mit einem Typ 1/2 Diabetes konnten 201 Studienteilnehmerlnnen fiir die vorliegende

Analyse eingeschlossen werden.

4.2.2. Ausschlusskriterien

Diabetische Patienten wurden aus der vorliegenden Analyse ausgeschlossen, um mdogliche
Einfliisse von Antidiabetika und/oder Insulinbehandlung auf die Beziehung zwischen

Tryptophanmetaboliten und metabolischen Eigenschaften auszuschlieBen.

5. STATISTIK

5.1. Statistische Analysen

Die Daten sind als Mittelwert mit SD ausgedriickt. Log-Transformationen (log 10) wurden
zur ,,Normalisierung* der Variablen vor parametrischen Analysen durchgefiihrt. Pearson
Korrelationskoeftfizienten wurden berechnet, um den Zusammenhang zwischen
Tryptophan, Kynurenin, Kynureninséure, Kynurenin/Tryptophan-Ratio und metabolischen

Eigenschaften zu beurteilen.
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Verschiedene experimentelle Tier-und Humanstudien stellten mehrere wichtige
Mediatoren des Tryptophan-Stoffwechselweges (77). Es wurde daher versucht, mehrere
Storfaktoren der Assoziation zwischen Tryptophanstoffwechsel und metabolischen
FEigenschaften zum Beispiel Alter, Geschlecht, Leberfunktion, Nierenfunktion,
Entziindungen, Glucocorticoide, die Funktion der Schilddriise, SNS-Aktivitit, HPA
Aktivitdt reflektiert durch ACTH, Rauchen, laufende Medikation, Albumin usw. zu
beriicksichtigen. Mittels ANCOVA (einschlieBlich Bonferroni Methode, um fiir multiples
Testen zu korrigieren) wurde unter Beriicksichtigung potenzieller Storfaktoren (Alter,
Geschlecht, BMI, systolischer/diastolischer Blutdruck und laufende antihypertensive
Medikation ((ACE-I, Angiotensin-Rezeptor-Blocker, Kalzium-Kanal-Blocker, B3-Blocker
und Diuretika)), Statintherapie, Rauchen, Niichternblutzucker, WNiichtern-C-Peptid,
HOMA-IR, Triglyceride, HDL-C, LDL-C, CRP, Fibrinogen, Serum-Albumin, eGFR,
Harnstoff, ADMA, SDMA, ALT, AST, GGT, AP, Serum-Calcium, Serum-Kalium,
ACTH, Cortisol, Noradrenalin und TSH), die Variation von Tryptophan, Kynurenin,
Kynureninsdure und Kynurenine/Tryptophan in verschiedenen Subgruppen evaluiert:
Patientenlnnen mit und ohne metabolischem Syndrom (sowohl nach der Definition der
NCEP ATP III als auch der IDF) beziehungsweise mit und ohne Insulinresistenz (Insulin-
Resistenz wurde als HOMA-IR > 75. Perzentile definiert). Mittels multivariater linearer
Regression wurden die Pradiktoren von metabolischen und kardiovaskuldren Parametern
(HOMA-IR, Niichtern-C-Peptid, Niichtern-Blutzucker, BMI, Taillenumfang, LDL-C,
HDL-C, Triglyzeride, SBP, DBP, NT-PBNP, CIMT, UACR und EGFR) als abhéngige
Variablen analysiert.

Unabhéngige Variablen, flir die multivariate Modelle betrachtet wurden, waren Alter,
Geschlecht, BMI, systolischer/diastolischer Blutdruck, detaillierte antihypertensive
Therapie (ACE-I, Angiotensin-Rezeptor-Blocker, Kalzium-Kanal-Blocker, Beta-Blocker
und Diuretika), Statine, Rauchen, Niichternblutzucker, Niichtern-C-Peptid, HOMA-IR,
Triglyceride, HDL-C, LDL-C, CRP, Fibrinogen, Serum-Albumin, EGFR, Harnstoff,
ADMA, SDMA, ALT, AST, GGT, AP, Serum-Calcium , Serum-Kalium, ACTH, Cortisol,
Noradrenalin und TSH. Die Ergebnisse werden als B-Regressionskoeffizient (der, die
Anderung in der abhiingigen Variablen pro Anderung bei der Log-transformierten Einheit)

dargestellt.
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6. ERGEBNISSE

In folgender Tabelle sind die Merkmale der Kohorte zusammengefaft:

Tryptophan, umol/L

Kynurenin, pmol/L
Kynureninsaure, umol/L
Kynurenin/Tryptophan Ratio*
Alter, Jahre

Frauen, %

Body mass index, kg/m?2
Taillienumfang, cm
Niichtern-glucose mg/dL

HBA1c, mmol/L

HOMA-IR

Niichtern C-peptide ng/mL

Serum HDL cholesterol

Serum LDL cholesterol

Serum Triglycerides mg/gl
Systolischer Blutdruck, mmHg
Diastolischer Blutdruck, mmHg
Antihypertensive Therapie, %
Nikotinabusus, py

Metabolic Syndrome, NCEP III, % *:
Metabolic Syndrome IDF, % #x*x
eGFR, mL/min/1,73m2¥

Harn Albumin-Kreatinin-Ratio, mg/g Creatinine
Carotis Intima Media Dicke, mm ++
Harnstoff, mg/dl

Asymmetrisches Dimethylarginin, pmol/L
Symmetrisches Dimethylarginin, pmol/L
Alanin Transaminase, U/L

Aspartat Aminotransferase, U/L
Gamma-glutamyltransferase, U/L
Alkalische Phosphatase, U/L

Serum Kalzium, mmol/L

Serum Kalium, mmol/L

CRP, mg/L

Fibrinogen, mg/dL

ACTH, pg/mL

Cortisol, ng/mL

Noradrenalin, pg/mL

TSH, pU/mL

ACE Hemmer-Therapie, %
Angiotensin Rezeptorblocker Therapie, %
Betablocker Therapie, %
Kalziumkanalblocker Therapie, %
Diuretika Therapie, %

Statin Therapie, %

Tabelle 3: Charakteristiken der Studienteilnehmerlnnen (GECOH) Study (n=201)

57,0 +1,2
2,5+ 0,6
342+15
0,04 +0,01
48,1+ 16,0
61,7
28,4+ 6,2
97,6+ 14,3
90,3 + 18,4
35,5+0,5
2,0+1,7
31427
63,0+17,8
118,4 + 28,8
113,8 + 64,2
153,5+22,9
95,1 12,6
78,5
51+11,7
24.4
33,8
108,1 + 37,2
44,4 +132,6
0,8+0,1
30,9+ 8,8
0,7+0,1
0,6+0,1
27,6 £ 15,4
25,5+83
34,7+ 36,6
64,9+ 21,9
23+0,1
3,8+ 0,4
34449
336,0 + 86,7
19,2 +31,3
1444+ 53,8
438,3 +214,2
1,7+1,1
34,8
16,9
50,2
33,0
35,3
9,0

Die Werte sind angegeben als Mittelwert £ SD oder Prozentsatz




* = Tryptophan Aufschliisselungs- Index

*3% Metabolisches Syndrom, Definition nach dem National Cholesterol Education Program
Adult Treatment Panel-III

w3+ Metabolisches Syndrom, Definition nach der International Diabetes Federation mit
europdischen cut offs

1 geschétzte glomeruldre Filtrationsrate nach der CKD-EPI Formel

++ bedeutet, rechts / links Intima-Media-Dicke

Das mittlere (= SD) Alter der Studienpopulation von 201 Probanden betrug 48,1 £ 16,0
Jahre und ist nicht signifikant unterschiedlich zwischen weiblichen (61,7%; 46,2 + 1,4
Jahre) und méannlichen (43,2 + 1,5 Jahre; P = 0.235) Teilnehmern.

Es konnten keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede der mittleren
Konzentrationen von Tryptophan (weiblich: 57,3 + 1,2; ménnlich: 56,5 + 5,5 pumol/L, p =
0,607), Kynurenine (weiblich: 2,4 + 1,3; minnlich: 2,4 £ 1,0 umol/L, p = 0,433),
Kynureninsdure (weiblich: 34,3 + 1,5; Ménner: 33,9 + 1,5 umol/L, p = 0,859) und
Kynurenin/Tryptophan Ratio (Frauen: 0,04 + 1,3; Maénner: 0,04 = 1,4, P = 0,731)
beobachtet werden. Weibliche und ménnliche Probanden waren zu gleichen Teilen in den
Untergruppen mit und ohne, metabolischem Syndrom verteilt, unabhéngig der Definition.
Basierend auf der NCEP ATP III und IDF Definition der Patienten hatten 49 (24,4%) bzw.
68 (33,8%) Patienten ein metabolisches Syndrom.
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Pearson Korrelationsanalyse

Tryptophan -

Kynurenin 0.171* -

Kynureninséure 0.034 0.544** -

Kynurenin/Tryptophan -0.510 0.760** 0.452%* -
ratio#

Body mass index 0.076 0.068 0.041 0.009
Taillienumfang -0.076 -0.010 -0.007 0.037
Niichtern-glucose 0.081 0.138 0.061 0.068
HOMA-IR -0.018 0.118 0.075 0.116
Niichtern C-peptide -0.200* 0.181* 0.272%* 0.025
HDL Cholesterin 0-094 0.054 -0.127 -0.014
LDL Cholesterin -0.003 0.011 0.049 -0.008
Triglyceride 0.033 0.004 0.108 -0.026
Systolischer Blutdruck 0.035 0.102 -0.053 0.066
Diastolischer Blutdruck -0.074 0.086 0.008 0.124
NT-pBNP 0.008 -0.003 0.038 -0.008
eGFRfY -0.002 -0.019 -0.027 -0.016
Harn Albumin-Kreatinin 0.002 0.148 0.003 0.108
Ratio

Carotis Intima Media -0.156 -0.010 0.092 0.092
Dicke ++

Tabelle 4: Pearson-Korrelationskoeffizienten fiir Tryptophan / Tryptophan verwandten
Metaboliten und metabolischen Eigenschaften

*p <0.05

*#p<0.001

tgeschitzte Glomerulusfiltrationsrate nach der CKD-EPI Formel

++bedeutet, rechts / links Intima-Media-Dicke

Die Tabelle 4 zeigt eine konsistente und positive Assoziation zwischen Tryptophan /
verwandten Metaboliten und Niichtern C-Peptid-Werte. Es wurden jedoch keine
signifikanten Assoziationen zwischen Tryptophan / Kataboliten und weiteren
metabolischen Parametern beobachtet.

Mittelwerte + SD von Tryptophan und Metaboliten zwischen PatientInnen mit und ohne
metabolischem Syndrom sowie bei Patientlnnen mit und ohne Insulinresistenz
entsprechend des HOMA-IR bzw. Niichtern C-Peptid - Werten wurden mittels ANCOVA
analysiert. Mit der NCEP ATP III Definition waren die Werte von Kynureninsiure
signifikant hoher bei Patienten mit metabolischem Syndrom als bei PatientInnen ohne

Metabolischem Syndrom.
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Abbildung 6:

Unterschiede der Kynureninsdurekonzentrationen bei Patientenlnnen mit und ohne

Metabolischem Syndrom.
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Mit der IDF Definition erreichte dieser Unterschied nur einen Trend (p = 0,111).
Tryptophan, Kynurenin und Kynurenin / Tryptophan Verhéltnis variierten nicht signifikant
zwischen Patienten mit und ohne metabolischem Syndrom unabhéngig von der Definition.
Teilnehmer mit einer HOMA-IR oberhalb der 75. Perzentile zeigten signifikant hohere
Tryptophan und Kynurenin Konzentration im Vergleich zu denen mit einem HOMA-IR
unterhalb der 75. Perzentile (Abbildung 6 und 7).
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Abbildung 7:

Unterschiede des Tryptophanspiegels bei PatientenInnen mit HOMA-IR oberhalb der 75.

Perzentile und denen unterhalb der 75. Perzentile.
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Abbildung 8:

Unterschiede der Kynureninspiegels bei PatientenInnen mit HOMA-IR oberhalb der 75.

Perzentile und denen unterhalb der 75. Perzentile.
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Die Variation von Kynureninsdure zwischen diesen Untergruppen zeigte nur einen Trend
(p = 0,095). Es wurde keine signifikante Variation fiir das Kynurenin / Tryptophan-

Verhiltnis gefunden.

Die multiple lineare Regression (Tabelle 4) zeigte statistisch signifikante Zusammenhinge
zwischen (1) Tryptophan und Niichtern C-Peptid sowie CIMT, (2) zwischen Kynurenin
und HOMA-IR, NT-und pBNP, Harn Albumin-Kreatinin-Ratio und (3) zwischen
Kynureninsdure und Niichtern C-Peptid, NT-pBNP und eGFR.
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Kein signifikanter Zusammenhang wurde zwischen Tryptophan / verwandten Metaboliten
und SBP, DBP, Triglyceriden, HDL-C, LDL-C, BMI, Taillenumfang und Niichternglukose
gefunden.

Bei Wiederholung der multivariate Regressionsanalyse, unter Beriicksichtigung des
Kynurenin / Tryptophan-Verhéltnisses, als unabhéngige Variable, zeigte sich eine

signifikante Assoziation zu HOMA-IR aber nicht zu weiteren metabolischen Parametern.

7. DISKUSSION

Bei der Analyse dieser Kohortenstudie von nicht-diabetischen Patientenlnnen mit
Bluthochdruck konnte gezeigt werden, dass Tryptophan und seine Metaboliten in einem
Zusammenhang mit dem metabolischen und kardiovaskuléren Parametern stehen. In dieser
Studie werden neue Erkenntnisse tiiber den Zusammenhang zwischen dem
Tryptophanstoffwechsel und den metabolischen Eigenschaften bei Patientenlnnen mit
Bluthochdruck gezeigt.

Im Speziellen waren die Kynureninsdurekonzentrationen signifikant hdher bei
Patientenlnnen mit dem Metabolischen Syndrom die Tryptophan- und die
Kynureninkonzentration waren bei Patienten mit HOMA-IR oberhalb der 75. Perzentile
hoher.

Kynureninsdaure war mit HOMA-IR, EGFR und NT-pBNP assoziiert. Es wurden keine
Zusammenhdnge zwischen dem Tryptophanstoffwechsel und arterieller Hypertonie, Body
Mass Index, Taillienumfang, HDL-C, LDL-C, Triglyzeriden und Blutzuckerspiegel
festgestellt.

Aus der vorliegenden Studie geht aullerdem erstmalig eine direkte inverse Assoziation
zwischen Tryptophan und CIMT hervor. Dies konnte auf eine Beteiligung des

Tryptophanstoffwechsels in der Pathogenese der Atherosklerose hinweisen.

In einer rezenten Studie mit jiingeren normotensiven Erwachsenen konnte jedoch offenbar
keine signifikante Beziehung zwischen IDO Aktivitit und des Kynurenin /
Tryptophanverhiltisses und der CIMT nachgewiesen werden (78).
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Man kénnte spekulieren, dass Anderungen des Tryptophanstoffwechsels in jungen Jahren,
zu nicht messbaren atherosklerotischen Gefdverdnderungen beitragen kdnnten, obwohl
die Autoren darauf hinweisen, dass es signifikante Zusammenhénge zwischen der IDO
Aktivitdt und HDL-C, LDL-C, CRP, Taillenumfang und arteriellem Blutdruck gibt (79).

In einer Studie bei Patientenlnnen mit atheromatdsen Plaques konnte hingegen ein

Tryptophanmangel im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden (79).

Die Ergebnisse unserer Untersuchung zeigen, dass bei der Entstehung von
atherosklerotischen Gefallschadigungen ein erhohter Tryptophanabbau vorhanden sein
konnte. Es bleibt jedoch zu priifen, ob das Erkennen von Modulationen im
Tryptophanstoffwechsel niitzlich ist, atherosklerotische Gefdverinderungen in frithen

Stadien zu erkennen und therapeutisch entgegenzuwirken.

Weiters konnte festgestellt werden, dass es einen signifikanten Zusammenhang zwischen
Tryptophan Metaboliten und der Nierenfunktion, gemessen als eGFR, gibt.

Ebenso ergab eine rezente Studie bei Ratten mit chronischer Niereninsuffizienz, dass
Kynureninsdure als potentieller Biomarker fiir die Diagnose Niereninsuffizienz
herangezogen werden kann (79). Die Mechanismen der Assoziation zwischen einer sich
verschlechternden Nierenfunktion und Tryptophanstoffwechsel sind aber noch weitgehend

unklar.

Es bleibt jedoch zu kldren, ob ein verdnderter Tryptophanstoffwechsel bei Patientenlnnen
mit eingeschrénkter Nierenfunktion, ein erhohtes kardiovaskuléres Risiko darstellt.

Bei Patientenlnnen mit diabetischen Nierenerkrankungen und Mikroalbuminurie zeigten
metabolische Analysen signifikant verdnderte Tryptophanmetabolite, insbesondere
Kynureninsdure, im Vergleich zu Patienten mit Normoalbuminurie (80).

Verdanderungen im Tryptophanstoffwechsel bei chronischer Nierenerkrankung bleiben
jedoch schwer =zu fassen. Auch werden regionale Unterschiede in der
Tryptophankonzentration und seinen Abbauprodukten beschrieben. Eine erhdhte
Kynureninbildung kann auch in verschiedenen Geweben durch eine lokal ausgeloste
Induktion des Tryptophankatabolismus ausgelost werden. Ob Tryptophanmetabolite eine

direkte Beteiligung an Nierenschidden haben, muss noch bestimmt werden.
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Eine Albuminurie ist mit einem hoheren kardiovaskuldren Risiko verbunden. Es hat sich
gezeigt, dass bei einer Albuminurie gehduft diffuse endotheliale Dysfunktionen auftreten.
In Endothelzellen konnte eine Kynureninproduktion nachgewiesen werden. Die
unabhingige Beziehung zwischen Kynurenin und Albuminurie in der vorliegenden Studie
deutet darauf hin, dass Kynurenin jedoch keine wesentliche Rolle in der
Blutdruckregulierung zuzuschreiben ist. Dies widerspricht dem Bericht von Wang et al,
der die blutdruckbeeinflussenden Effekte von Kynurenin in immunologisch behandelten
Maiusen beschreibt (81).

Pawlak et al hat festgestellt, dass eine erhdhte Kynureninkonzentrationen ein Frithindikator
fiir endotheliale Dysfunktion, arterielle Hypertonie, chronische Nierenerkrankungen und
chronisch vendse Erkrankungen sein konnte (82).

Eine rezente Untersuchung dokumentiert die endothelabhingige dilatative Wirkung von
Tryptophan, wihrend Kynurenin, unabhingig vom Endothel, iiber die Aktivierung der
Adenylat-und 16slichen Guanylatzyklase, den Blutdruck senkt (83). Diese Widerspriiche
konnten Unterschiede im Studiendesign, Speziesspezifitit, und Charakteristika der
Studienpopulation einschlieflich ethnischer Herkunft, Alter, Geschlecht und Komorbiditét
zuriickzufithren sein. AuBlerdem zeigen diese widerspriichlichen Ergebnisse aus
Humanstudien, wie komplex der Tryptophanstoffwechsel ist, und wie vielfdltig die

Eigenschaften der Tryptophanmetaboliten sind.

Aus der vorliegenden Analyse, lassen sich keine kausalen Schlussfolgerungen ziehen, und
es ist nicht moglich, die zeitliche Abfolge zwischen Tryptophan / Metaboliten und
metabolischen / kardiovaskuldren Parametern zu unterscheiden. Das komplexe
Zusammenspiel zwischen Tryptophanstoffwechsel und den metabolischen /
kardiovaskuldren Parametern, einschlieBlich der regionalen Unterschiede des
Aminosdurekatabolismus, konnte in der Zirkulation —moglicherweise nicht adédquat

reflektiert werden.

AuBerdem  schlieBt unsere  geringe  Stichprobengroe  weitere  spezifische
Subgruppenanalysen  aus.  Auswirkungen von  Erndhrungsfaktoren auf den

Tryptophanstoffwechsel wurden in unserer Analyse nicht berticksichtigt.
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Die groBe Stérke der vorliegenden Studie ist die Bestimmung verschiedenster Faktoren, die
sich auf den Zusammenhang zwischen Tryptophan und metabolischen / kardiovaskuldren

Parametern auswirken konnten.

Schlussfolgerungen

In dieser Analyse wurde gezeigt, dass Tryptophan und seine Abbauprodukte teilweise
unabhingig mit metabolischen Eigenschaften und kardiovaskuldren Risikofaktoren
assoziiert sind.

Die Daten unterstiitzen die Vermutung, dass eine Dysregulation des Tryptophan
toffwechsels eine mogliche Rolle in der Pathogenese von Stoffwechselstorungen und
Gefédllerkrankungen spielt.

Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um festzustellen, ob Tryptophanstoffwechsel
als neues Ziel fiir die Pravention und Behandlung von Stoffwechsel-, Herz-und Nieren-
Erkrankungen beim Menschen Bedeutung hat.

Weitere Studien sind zudem erforderlich, um die komplexe Regulation des
Tryptophanstoffwechsels und seine Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit

aufzukléaren.
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11. ABBILDUNGSVERZEICHNIS
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Abbildung 6:
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Unterschiede der Kynureninsdurekonzentrationen bei PatientenInnen mit und ohne

Metabolischem Syndrom.

Abbidung 7:
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Unterschiede der Tryptophankonzentration bei PatientenInnen mit HOMA-IR oberhalb der

75. Perzentile und denen unterhalb der 75. Perzentile.

p=0,607
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Abbildung 8:
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||

Unterschiede der Kynureninspiegel bei PatientenInnen mit HOMA-IR oberhalb der 75.

Perzentile und denen unterhalb der 75. Perzentile.

p=0,003

Tabelle 1:
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Kategorie BMI Risiko fiir Begleiterkrankungen
(kg/m2) des Ubergewichtes
Untergewicht < 18,5 niedrig
Normalgewicht 18,5-24,9 durschnittlich
Ubergewicht > 25,0
Praadipositas 25,0-29,9 gering erhoht
Adipositas Grad I 30,0 - 34,9 erhoht
Adipositas Grad II 35,0-39,9 hoch
Adipositas Grad III > 40,0 sehr hoch

Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen anhand des BMI (aus: ,,Evidenzbasierte Leitlinie

»Pravention und Therapie der Adipositas®, Hauner et al. 2005, S. 6)

Tabelle 2:

Bewertung Systolisch (mm Hg) Diastolisch (mm Hg)
Optimaler Blutdruck <120 <80
Normaler Blutdruck 120 - 129 80 - 84

Hoch- Normaler Blutdruck 130 - 139 85 -89
Milde Hypertonie 140 - 159 90 -99
(Stufe I)
Mittlere Hypertonie 160 - 179 100 - 109
(Stufe IT)
Schwere Hypertonie > 180 > 110
(Stufe III)
Isolierte Systolische > 140 <90
Hypertonie

WHO Klassifikation der arteriellen Hypertonie von 1999.

Tabelle 3:
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Tryptophan, umol/L
Kynurenine, umol/L
Kynurenic acid, pmol/L
Kynurenine/tryptophan ratio*
Age, years

Women, %

Body mass index, kg/m?2

Waist circumference, cm
Fasting glucose mg/dL

HBA1c, mmol/L

HOMA-IR

Fasting c-peptide ng/mL
Serum HDL cholesterol

Serum LDL cholesterol

Serum Triglycerides mg/gl
Systolic blood pressure, mmHg
Diastolic blood pressure, mmHg

History of antihypertensive medication, %

Smoking, py

Metabolic syndrome, NCEP III, % #x*
Metabolic syndrome IDF, % s
eGFR, mL/min/1,73m2+

Urinary albumin creatinine ratio, mg/g Creatinine

Mean CIMT, mm ++

Urea, mg/dl

Asymmetric dimethylarginine, pmol/L
Symmetric dimethylarginine, pmol/L
Alanine transaminase, U/L

Aspartate aminotransferase, U/L
Gamma-glutamyltransferase, U/L
Alkaline phosphatase, U/L

Serum Calcium, mmol/L

Serum potassium, mmol/L

CRP, mg/L

Fibrinogen, mg/dL

ACTH, pg/mL

Cortisol, ng/mL

Norepinephrine, pg/mL

TSH, uU/mL

ACE inhibitor use, %

Angiotensine receptor blocker use, %
Betablocker use, %

Calcium channel blocker use, %
Diuretic use, %

Statin use, %

Merkmale der Kohorte.

Tabelle 4:

57,0 +1,2
2,5+ 0,6
342+15
0,04 + 0,01
48,1+ 16,0
61,7
28,4+ 6,2
97,6+ 14,3
90,3 + 18,4
35,5+ 0,5
2,0+1,7
31427
63,0+17,8
118,4+ 28,8
113,8 + 64,2
153,5+22,9
95,1 12,6
78,5
51+11,7
24.4
33,8
108,1 +37,2
44,4 +132,6
0,8+0,1
30,9+ 8.8
0,7+0,1
0,6+0,1
27,6 15,4
25,5+83
34,7+ 36,6
64,9+ 21,9
23+0,1
3,840,4
34+49
336,0 + 86,7
19,2 +31,3
144,4 + 53,8
438,3 +214,2
1,7+1,1
34,8
16,9
50,2
33,0
35,3
9,0
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Tryptophan
Kynurenine
Kynurenic acid
Kynurenine/tryptoph
an ratio#

Body mass index
Waist circumference
Fasting glucose
HOMA-IR

Fasting c-peptide
HDL cholesterol
LDL cholesterol
Triglycerides
Systolic blood
pressure
Diastolic blood
pressure
NT-pBNP

eGFR*t

Urinary albumin
creatinine ratio
Mean CIMT ++

0.171*
0.034
-0.510

0.076
-0.076
0.081
-0.018
-0.200*
0-094
-0.003
0.033
0.035

-0.074
0.008
-0.002
0.002

-0.156

0.544**
0.760**

0.068
-0.010
0.138
0.118
0.181*
0.054
0.011
0.004
0.102

0.086
-0.003
-0.019

0.148

-0.010

0.452**

0.041
-0.007
0.061
0.075
0.272**
-0.127
0.049
0.108
-0.053

0.008
0.038
-0.027
0.003

0.092

0.009
0.037
0.068
0.116
0.025
-0.014
-0.008
-0.026
0.066

0.124
-0.008
-0.016
0.108

0.092

Pearson-Korrelationskoeffizienten fiir Tryptophan / Tryptophan verwandten

Metaboliten und metabolischen Eigenschaften.
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