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Zusammenfassung

Hintergrund: Die branched-chain amino acids (BCAAs) Valin, Leucin und Isoleucin
gehdren zu den essentiellen Aminosauren und erflullen im menschlichen Korper
eine Reihe an wichtigen Funktionen. Studien berichten derzeit auch Uber einen Ein-
fluss der BCAAs auf die Erythropoese und den Eisenhaushalt. Allerdings fehlen
noch grélere Studienkohorten, bei welchen eine breite Palette an Laborwerten des
Eisenstatus und die BCAAs gemessen wurden. Das Ziel dieser Arbeit ist die Erfor-
schung moglicher Zusammenhange zwischen den Blutkonzentrationen der BCAAs

Valin, Leucin und Isoleucin und den Parametern des Eisenstoffwechsels.

Material und Methoden: Insgesamt wurden 430 Patientinnen und Patienten im
Rahmen einer ambulanten Gesundheitsuntersuchung in die Studie eingeschlossen.
In dieser Studienpopulation wurden die Blutkonzentrationen der Eisenparameter
Hamoglobin (Hb), Ferritin, Transferrin, mittleres korpuskulares Volumen (MCV),
mittlerer korpuskularer Hamoglobingehalt (MCH), freies Eisen, Transferrinsattigung
(TSAT), léslicher Transferrinrezeptor (sTfR), Retikulozytenhdmoglobin (CHr) als
auch die BCAAs Valin, Leucin und Isoleucin gemessen. Anschliel3end erfolgten eine
Korrelations- sowie Regressionsanalyse zwischen den Eisenparametern und den
BCAA-Werten. Weiters wurden die Konzentrationen der BCAAs von anamischen
Personen mit denen von nicht-anamischen Personen verglichen und statistisch ge-
testet. Auf diese Weise wurden auch die BCAA-Spiegel zwischen Personen mit Ei-

senmangel und ohne Eisenmangel untersucht.

Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass Hb, Ferritin und sTfR statistisch sig-
nifikant positiv mit allen drei BCAAs korrelierten. Die anschlielend durchgefiihrte
Regressionsanalyse stellte signifikant positive Effekte der BCAAs auf die Blutkon-
zentrationen von Hb und Ferritin fest. Somit waren niedrige BCAA-Werte mit niedri-
gen Blutspiegeln dieser Eisenbiomarker assoziiert. Des Weiteren wiesen Patientin-
nen und Patienten mit Anamie signifikant niedrigere BCAA-Werte verglichen mit In-
dividuen ohne Anamie auf. Ebenso besalten Personen mit Eisenmangel signifikant

niedrigere BCAA-Konzentrationen verglichen mit Individuen ohne Eisenmangel.

Konklusion: Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf einen moglichen Zusammen-

hang zwischen dem Eisenstoffwechsel und dem BCAA-Metabolismus hin. Es sind
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jedoch weitere Studien nétig, um ein besseres Verstandnis Uber die genauen pa-

thophysiologischen Vorgange dieses beobachteten Zusammenhangs zu erlangen.



Abstract

Background: The branched-chain amino acids (BCAAs) valine, leucine and isoleu-
cine are essential amino acids and fulfill a range of important functions in the human
body. A limited number of studies reported that these amino acids have an impact
on erythropoiesis and iron metabolism. However, large study cohorts, which com-
prise a broad spectrum of biomarkers of the iron status and the BCAAs, are sitill
lacking. The aim of this thesis was the investigation of possible links between the
blood levels of the BCAAs valine, leucine and isoleucine and the parameters of the

human iron metabolism.

Methods: In total, 430 outpatients were included in the study due to a medical health
check-up. In this study population the blood concentrations of the iron biomarkers
hemoglobin, ferritin, transferrin, mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscu-
lar hemoglobin (MCH), serum iron, transferrin saturation (TSAT), soluble transferrin
receptor (sTfR), reticulocyte hemoglobin content (CHr) as well as the BCAAs pa-
rameters valine, leucine and isoleucine were measured. Correlation and univariate
regression analyses were carried out between these iron parameters and the BCAA
concentrations. Moreover, the BCAA blood levels of anemic patients were com-
pared with those of non-anemic individuals. In addition, the BCAA blood concentra-
tions were investigated in the same manner between individuals with and without

iron deficiency.

Results: The iron parameters hemoglobin, ferritin and sTfR showed a statistically
significant positive correlation with all three BCAAs. The regression analysis demon-
strated significant positive effects of the BCAAs on the blood levels of hemoglobin
and ferritin. Low BCAA values were associated with low blood concentrations of
these iron biomarkers. Furthermore, patients with anemia had significant lower
BCAA values compared to individuals without anemia. Similarly, individuals with iron
deficiency had significant lower BCAA levels compared to those without iron defi-

ciency.

Conclusion: The results of this work suggest a possible link between the BCAA

and the iron metabolism. However, further studies are necessary to obtain a better

Xi



understanding about the exact pathophysiological processes of this observed asso-

ciation.
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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Aminosauren sind wichtige Bausteine fur die Synthese von Proteinen im menschli-
chen Korper. Die branched-chain amino acids (BCAAs) Valin, Leucin und Isoleucin
zahlen zur Gruppe der essentiellen Aminosauren und sind vor allem bei Kraftsport-
lern als Nahrungserganzungsmittel fir den Muskelaufbau bekannt. Die BCAAs, die
auch verzweigtkettige Aminosauren genannt werden, zeichnet ein einzigartiger Me-
tabolismus aus (1). Insbesondere Leucin gilt zudem als potenter Aktivator des
mammalian target of rapamycin complex 1 (mMTORC1) (2). Dieser Multiproteinkom-
plex spielt Uber nachgeschaltete Signalkaskaden eine Schlusselrolle in der Regula-

tion von Proteintranslation, Gentranskription und Autophagie (2).

Ein moglicher Einfluss der BCAAs und des mTORC1 auf den Eisenstoffwechsel ist
bisher kaum erforscht. Vereinzelte Studien berichten Gber mdgliche Effekte der ver-
zweigtkettigen Aminosauren auf hamatologische Parameter, wie beispielsweise Hb,
freies Serumeisen, Hamatokrit oder Erythrozytenzahl (3-5). Es fehlen jedoch noch
Arbeiten mit grof3en Studienpopulationen, die diesen Kontext genauer untersuchen.
Weitere Forschung auf diesem Gebiet ist auch von klinischer Bedeutung, denn welt-
weit leiden ca. zwei Milliarden Menschen an einem Eisenmangel bzw. einer Eisen-
mangelanamie und das, obwohl sich die Diagnostik und Behandlung dieser Man-

gelzustande in den letzten Jahrzehnten stark verbessert hat (6).

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Zusammenhange zwischen dem BCAA-Metabo-
lismus und dem Eisenstoffwechsel durch Messung der Blutkonzentrationen der
BCAAs und einem breiten Portfolio an Eisenparametern in einer grof3en Studienko-

horte zu untersuchen.

1.2 Eisenstoffwechsel
1.2.1 Eisenfunktion

Eisen ist fur den Menschen ein unverzichtbares Element, das eine Vielzahl von Auf-
gaben im Korper erflllt. Bekannt ist es vor allem als zentraler Bestandteil des

Porphyrinrings in Hb und Myoglobin, welche fir den Sauerstofftransport im Blut bzw.
1



Muskel verantwortlich sind (6). Eine weitere wichtige Rolle spielt Eisen als Kataly-
sator von Redoxreaktionen, da es sowohl Elektronen aufnehmen, als auch abgeben
kann. Eisen fordert aber zugleich die Bildung freier Radikale, die Zellen und DNA
beschadigen kdnnen. Aus diesem Grund unterliegt der Eisenhaushalt einer standi-

gen Regulation (7).

1.2.2 Eisenspeicher

Ca. 75% des sich im Korper befindlichen Eisens sind in Hb bzw. 5% in Myoglobin
eingebaut. Die restlichen 20% entfallen auf intrazellulares Ferritin bzw. Hamoside-
rin, welche vorwiegend in Leber, sowie im Knochenmark und Monozyten-Makro-
phagen-System gespeichert sind (6). Ca. 0,2% des Gesamteisens sind an Trans-

ferrin gebunden (8).

Hamoglobin: Hb besteht aus vier Untereinheiten, welche jeweils aus einer Ham-
gruppe und einer Globinkette bestehen. Die Hamgruppe bildet ein Protoporphyrin-
ring mit einem Eisenatom, welches Sauerstoff reversibel bindet (6,9). Dadurch kann
jedes Hb-Molekul insgesamt vier Sauerstoffatome aufnehmen. Die Globinketten
des adulten Hb setzen sich jeweils aus zwei alpha- und zwei beta-Ketten zusammen
(10).

[ chain 1

{3 chain 2

Fe®*
Heme

o chain 1 a chain 2

COOH COOH
(b)

Abbildung 1: Struktur von Hdmoglobin (11)

Quelle: Betts et al., Anatomy and Physiology, S. 794. Available at:
https://openstax.org/details/books/anatomy-and-physiology. Accessed Dec 13, 2019.
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Ferritin: Ferritin ist das Hauptspeicherprotein fur Eisen im menschlichen Kérper und
ist sowohl intra- als auch extrazellular im Blutplasma anzutreffen (12). Ein einzelnes
Ferritinmolekul besteht aus einer schitzenden Proteinhille und einem Hohlraum mit
Eisenkern, der bis zu 4000 — 4500 Eisenatome fassen kann (13). Die Aufnahme von
Eisen ins Ferritin erfolgt durch Kanale in der Proteinhille. AnschlieRend werden
zweiwertige Eisenionen (Fe?*) an Hamoxigenase-Zentren zu dreiwertigen Eisenio-
nen (Fe3*) oxidiert und nach Mineralisation als Eisenkern gespeichert (14). Das ge-
speicherte Eisen kann nach Reduktion in Fe?* auch wieder aus Ferritin freigesetzt

werden (6).

Hamosiderin: Hamosiderin macht im Gegensatz zu Ferritin nur einen sehr kleinen
Anteil des intrazellularen Eisenspeichers aus (15). Es entsteht durch Speicherung
des Ferritins in den Lysosomen der Makrophagen und bewahrt den Korper im Falle

einer Eisenuberladung vor den toxischen Effekten des Eisens (15,16).

1.2.3 Eisenabsorption

Taglich werden ca. 1 — 2 mg Eisen aus der Nahrung aufgenommen. Diese Menge
entspricht dem taglichen Eisenbedarf. Eisen liegt in der Nahrung in zwei verschie-
denen Formen vor: Ham-Eisen und Nicht-Ham-Eisen (6). Beide Formen werden
vorwiegend im Duodenum und im oberen Abschnitt des Jejunums resorbiert (17).
Ham-Eisen, das vor allem als Hb in Fleisch oder Fisch vorkommt, macht in der Er-
nahrung der westlichen Welt ca. 10% aus, ist aber aufgrund der besseren Biover-
fugbarkeit flr zwei Drittel des resorbierten Eisens verantwortlich (17,18). Nicht-
Ham-Eisen, das hauptsachlich in Getreide, Hulsenfrichten, Gemise und Friichten
enthalten ist, weist einen viel hoheren Anteil in der Ernahrung auf, verfugt aber tGber

eine schlechtere Resorption als Hdm-Eisen (17).

Nicht-Ham-Eisen liegt im Darm vorwiegend als Fe3* vor. Weil der Dinndarm nur
zweiwertiges Nicht-Ham-Eisen aufnehmen kann, wird Fe®* an der Oberflache des
Blrstensaums des Darms durch die Ferrireduktase Duodenales Cytochrom B in
Fe?* reduziert. Natirliche Antioxidantien der Nahrung, wie z.B. Ascorbins&ure oder

die Aminosauren Cystein und Histidin unterstitzen die Reduktion (19). Schlie3lich



wird Fe?* durch den divalenten Metalltransporter-1 (DMT1) in den Enterozyten auf-
genommen und kann dort einerseits als Fe3* in Ferritin gespeichert werden oder ins
Blut abgegeben werden (6). Bei Zweiterem wird Fe?* (iber das Eisentransportprotein
Ferroportin-1 (FPN1), welches an der basolateralen Membran der Enterozyten lo-
kalisiert ist, aus den Enterozyten ausgeschleust. Gleichzeitig reoxidieren die Fer-
roxidasen Hephaestin und Coeruloplasmin Fe?* zu Fe3®*, das schlieflich ins Blut an

Transferrin abgegeben wird (17).

Die Resorption von Ham-Eisen ist bis heute noch nicht vollstandig geklart. Vermut-
lich wird Hdm-Eisen durch heme carrier protein 1 (HCP1) aufgenommen und das
darin enthaltene Fe3* durch Hamoxigenasen vom Ham getrennt und zu Fe?* redu-
ziert. Danach wird das Eisen wie im Nicht-Ham-Kreislauf durch Hephaestin wieder

oxidiert und entweder in Ferritin gespeichert oder durch FPN1 ausgeschleust (20).

b Heme iron
NN
a Nonheme iron {

Fe3* @ Fe2* o "
V ,/'2“\: :“"'--., /\-\_::sv\\'__,_._.'-
QB Lr_] ﬁl
Deytb DMT1 HCP1 (?)
./"\i /\/’%ﬁ:
o o ol

\ LAAS

G

arn m
Ferroportin - Hephaestin
£

. @ pr——
2 ’/'I'ransferrb

Fe?+ gt b

Abbildung 2: Eisenresorption (21)

Quelle: Stein et al., Diagnosis and management of iron deficiency
anemia in patients with IBD, Nature Reviews Gastroenterology &
Hepatology, S. 601.

(Dcytb = Duodenal cytochrome B, Hox1 = Heme oxygenase 1)



1.2.4 Eisentransport im Blut

Transferrin: Verantwortlich flr den Transport von Eisen im Blut ist das Glykoprotein
Transferrin (22). Es wird in der Leber gebildet und besitzt zwei Strukturaste, an de-
nen es jeweils ein Fe3* binden kann. Lediglich 30% des Transferrins sind mit Eisen
vollstandig gesattigt, der Rest dient dem Abpuffern erhdhter Eisenkonzentrationen
im Blut (23). Damit die Korperzellen das Eisen aus dem Blut aufnehmen kdnnen,
geht das mit Eisen beladene Transferrin, auch Holo-Transferrin genannt, eine Ver-
bindung mit dem auf Zelloberflachen exprimierten Transferrin-Rezeptor-1 (TfR1) ein
(24).

Transferrin-Rezeptor-1: Der TfR1 kommt vor allem als transmembranes Glykopro-
tein auf blutzellbildenden Stammzellen im Knochenmark vor. Diese benétigen Eisen
fur die Hb-Synthese. Der TfR1 fungiert hier als Rezeptor fur Transferrin (6,25). Nach
der Bindung von Transferrin an den TfR1 wird der Transferrin-Transferrin-Rezeptor-
1-Komplex (Tf-TfR1-Komplex) durch Endozytose in die Zelle aufgenommen. An-
schlieRend wird das enthaltende Eisen durch den niedrigeren pH-Wert im Endosom
aus dem Komplex in die Zelle freigesetzt. Der nun eisenfreie Tf-TfR1-Komplex ge-
langt zurtck an die Zelloberflache und das ungesattigte Transferrin, auch haufig als

Apo-Transferrin bezeichnet, wird zurlck ins Blut abgegeben (23).

Haptoglobin: Haptoglobin ist ein Akut-Phase-Protein, das hauptsachlich in der Le-
ber gebildet wird und freies Hb (Ham) von lysierten Erythrozyten im Blut bindet (26).
Der Hb-Haptoglobin-Komplex wird hauptsachlich von Kupfer-Zellen und Makropha-
gen der Leber durch den CD163-Rezeptor erkannt und aufgenommen (27). Das
Eisen der Ham-Gruppe wird mithilfe von Hamoxigenasen abgespalten und in Ferri-

tin gespeichert (26).

Damit hemmt Haptoglobin durch Recycling des Hams die Bildung von O2-Radika-
len, die vor allem zu Schadigungen an den Nieren fuhren wirden. Weiters ist Hap-
toglobin im klinischen Alltag als Routine-Laborwert zur Bestimmung einer Hamolyse
etabliert (28).



1.2.5 Eisenausscheidung

Der menschliche Kérper verfugt Gber keine Méglichkeit Eisen aktiv in groReren Men-
gen aus dem Korper auszuscheiden (29). Man verliert lediglich ca. 1 mg Eisen pro
Tag durch Abschilferung von Epithelzellen der Haut, sowie des Gastrointestinal- und
Urogenitaltrakts. Damit kein Eisenmangel entsteht, muss genau diese verlorene Ei-
senmenge taglich Uber die Nahrung wieder zugefuhrt werden (6). Frauen haben
aufgrund der Monatsblutung, welche die haufigste Ursache eines Eisenmangels

beim weiblichen Geschlecht darstellt, einen hoheren Eisenverlust als Manner (17).

1.2.6 Eisenhomoostase

Da der Korper nur begrenzte Moglichkeiten hat Eisen zu verwerten, ist eine genaue
Regulation des Eisens erforderlich (17). Grundsatzlich wird zwischen der zellularen

und systemischen Eisenregulation unterschieden.

Zellular: Die zellularen Hauptregulatoren sind die iron responsive proteins (IRPs),
die durch Bindung an iron responsive elements (IREs) der messenger-Ribonuklein-
saure (MRNA) die Expression von TfR1, Ferritin, DMT1 und FPN1 beeinflussen
(15,30). Je nach Lokalisation an der mRNA konnen sie die Translation der Zielpro-

teine sowohl hemmen, als auch durch Stabilisierung der mRNA steigern (31).

Bei Eisenmangel in der Zelle sorgt die Bindung der IRPs an die IREs fur eine ge-
steigerte Synthese von DMT1 und TfR1. Weiters kommt es auch zu einer Vermin-
derung der Expression von Ferritin und FPN1. Das bewirkt einerseits eine ver-
mehrte Eisenaufnahme in die Zelle (DMT1, TfR1), andererseits eine verminderte
Speicherung (Ferritin) bzw. einen verminderten Eisenexport (FPN1) aus der Zelle
(32).

Bei hohen intrazellularen Eisenkonzentrationen l6sen sich die IRP/IRE-RNA-Kom-
plexe voneinander ab und die Bildung von DMT1 und TfR1 wird gehemmt bzw. die
Synthese von Ferritin und FPN1 gesteigert. Die Folge ist ein verminderter Eisenim-
port in die Zelle und eine gesteigerte Speicherung bzw. ein erhdhter Eisenausfluss
aus der Zelle (32).



Systemisch: Das in der Leber gebildete Peptidhormon Hepcidin reguliert den sys-
temischen Eisenhaushalt im Korper, indem es je nach Eisenkonzentration vermehrt
oder vermindert gebildet wird (33,34). Wenn die Eisenspiegel im Blut steigen, bindet
somit mehr Hepcidin an den Transporter FPN1, der vor allem an Enterozyten, Mak-
rophagen und Hepatozyten zahlreich exprimiert wird (34). Dadurch wird der Eisen-
exporteur FPN1 anschliellend in den Lysosomen abgebaut und infolgedessen der
Ubergang von Eisen ins Blut gehemmt (35,36). Damit sind die Eisenabsorption aus
dem Darm und die Freisetzung von Speichereisen aus Leber und Makrophagen ins
Blut blockiert (36). Neben Eisenuberladung fuhrt auch Inflammation zu einer Erh6-
hung der Hepcidinproduktion (35). Folglich kbnnen chronische Entziindungen durch

die permanent erhdhten Hepcidinwerte eine Anamie verursachen (37).

Umgekehrt wird bei niedriger Eisenkonzentration weniger Hepcidin gebildet,
wodurch mehr Eisen aus Enterozyten, Makrophagen und Hepatozyten in die Blut-
zirkulation freigesetzt wird (33). Neben niedriger Eisenspiegel stellen sowohl eine
Anamie als auch eine Hypoxie weitere wichtige Suppressoren der Hepcidinregula-
tion dar (35). Vor allem Anamien wirken stark supprimierend, weil der Koérper auf-

grund der gesteigerten Erythropoese auf mehr Eisen angewiesen ist (35,36).

Inflammation Hypoxia
Iron load Erythroid demand
N /
Hepcidin

Macrophage Hepatocyte Enterocyte

Abbildung 3: Einfluss und Regulation von Hepcidin (38)

Quelle: Miseta et al., Hepcidin and its potential clinical utility, Cell
Biology International, S. 1192.



1.3 Aminosauren - Grundlagen

Es wurden mittlerweile schon mehr als 300 Aminosauren entdeckt, aber lediglich 20
werden fur die Proteinsynthese in unserem Korper bendtigt (39). Diese sogenann-
ten proteinogenen Aminosauren sind sowohl die Bausteine fur die Protein- und En-
zymbildung als auch die Gerustbildner fur stickstoffhaltige Verbindungen, wie Zy-
tochrome, Ham, Hormone, Neurotransmitter und Nucleotide. Zugleich sind sie auch
fur den Energiehaushalt von wichtiger Bedeutung. Einerseits kann durch ihren Me-
tabolismus Energie gewonnen werden, andererseits kann das Kohlenstoffgerust zur

Synthese von Glukose bzw. Fettsauren herangezogen werden (40).

1.3.1 Aufbau der Aminosauren

Chemisch betrachtet handelt es sich bei Aminosauren um Aminocarbonsauren (41).
Jede Aminosaure besteht aus einem zentralem a-Kohlenstoffatom (42). Daran ge-
bunden sind eine Carboxylgruppe (COOH), eine Aminogruppe (NH2), ein Wasser-
stoffatom (H) und eine Seitenkette, die auch als Rest (R) bezeichnet wird. Die ein-
zelnen Aminosauren unterscheiden sich lediglich durch die Struktur ihrer Seitenket-
ten, die zugleich fur die verschiedenen chemischen Eigenschaften der Aminosauren

verantwortlich sind (43).

COOH
|
H,N—-C,—H

®

Abbildung 4: Aufbau einer Aminoséure (modifiziert nach (42))

Quelle: In Anlehnung an Horn, Biochemie des Menschen. Das
Lehrbuch fiir das Medizinstudium, S. 64.

1.3.2 Einteilung der Aminoséauren

Aminosauren kdnnen nach verschiedenen Gesichtspunkten eingeteilt werden. Die

gebrauchlichste Einteilung erfolgt anhand ihrer funktionellen Eigenschaften (42).
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Demnach unterscheidet man vier Gruppen: neutral apolare, neutral polare, saure

und basische Aminosauren (41).

Serin Cystein Threonin Tyrosin Asparagin Glutamin

Asparaginsaure Glutaminséure

Abbildung 5: Einteilung der Aminosduren mit neutral apolaren (rot), neutral polaren (gelb), sauren
(griin) und basischen (blau) Seitenketten (modifiziert nach (41))

Quelle: In Anlehnung an Wachter et al., Chemie in der Medizin, S. 308-309.



Andere Einteilungen sind jedoch ebenfalls sehr verbreitet. Phenylalanin, Tyrosin
und Tryptophan werden aufgrund ihrer zyklischen Seitenkette ofters auch als aro-
matische Aminosauren bezeichnet. Aulierdem werden Glycin, Alanin, Valin, Leucin
und Isoleucin wegen ihrer lipophilen Seitenkette haufig den aliphatischen Amino-
sauren zugeteilt (42). Zusatzlich kénnen Valin, Leucin und Isoleucin aufgrund des
gemeinsamen Verzweigungspunktes ihrer Seitenkette auch als verzweigtkettige
Aminosauren (branched-chain amino acids) klassifiziert werden (44). Cystein und
Methionin werden infolge ihres Schwefelatoms auch als schwefelhaltige Aminosau-
ren bezeichnet (42).

1.3.3 Essentialitat der Aminosauren

Acht der 20 proteinogenen Aminosauren zahlen zu den essentiellen Aminosauren,
weil der Korper nicht in der Lage ist sie selbst zu synthetisieren. Deshalb mussen
Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Tryptophan, Threonin und Lysin
Uber die Nahrung aufgenommen werden (42). Weiters findet man in der Literatur
auch noch den Begriff der bedingt essentiellen Aminosauren, welche vom Kaorper
normalerweise in ausreichenden Mengen hergestellt werden konnen, aber in Zeiten
gesteigerten Bedarfs, wie beispielsweise Schwangerschaft oder Wachstum, essen-

tiell werden (39,42). Dieser Gruppe gehoéren Histidin und Arginin an (42).

Die Aminosauren Cystein und Tyrosin nehmen eine besondere Stellung ein, da sie
eigentlich zu den nicht essentiellen Aminosauren gehoren, aber fur ihre Synthese
auf essentielle Aminosauren angewiesen sind (42). Wenn namlich Methionin und
Phenylalanin nicht vorhanden sind, werden auch Tyrosin und Cystein essentiell,
wodurch sie gelegentlich auch als semi-essentiell bezeichnet werden (42,45). Nicht
essentielle Aminosauren kdnnen vom Organismus in ausreichenden Mengen selbst
hergestellt werden. Es gilt jedoch zu beachten, dass alle proteinogenen Aminosau-
ren sowie ihre Metaboliten flr eine normale Zellphysiologie und -funktion nétig sind
(39).

10



Tabelle 1: Essentialitat der Aminoséuren

Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Trypto-
Essentiell ) ,
phan, Threonin, Lysin

Glycin, Alanin, Prolin, Serin, Asparagin, Glutamin, Gluta-
Nicht essentiell
mat, Aspartat

Bedingt essentiell | Histidin, Arginin

Semi-essentiell Tyrosin, Cystein
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1.4 Aminosaurestoffwechsel

Aminosauren werden im menschlichen Korper standig synthetisiert, umgewandelt
und abgebaut. Dafur stehen folgende chemische Reaktionen zur Verfugung:
Transaminierung, Desaminierung und Decarboxylierung (46). Die Decarboxylierung
sorgt durch Entfernung der Carboxylgruppe der Aminosaure fir die Bildung bioge-
ner Amine. Transaminierung und Desaminierung leiten meist den Abbau der be-
troffenen Aminosaure ein und haben die Ubertragung bzw. Entfernung der Amino-
gruppe zum Ziel. Am Ende des Abbaus stehen die Ausscheidung des Uberschissi-
gen Stickstoffs sowie die Energiegewinnung aus dem verbleibenden Kohlenstoffge-

rust der entsprechenden Aminosaure im Mittelpunkt (47).

1.4.1 Transaminierung

Die Transaminierung von Aminosauren erfolgt durch Transaminasen, die auch als
Aminotransferasen bezeichnet werden. Dabei wird die Aminogruppe der Amino-
saure abgespalten und auf eine a-Ketosaure uUbertragen. Aus der urspringlichen a-
Ketosaure wird somit die dazugehoérige Aminosaure gebildet und die urspringliche
Aminosaure wird zur a-Ketosaure abgebaut. Pyridoxalphosphat (PALP), die aktive
Form des Vitamin B6, fungiert bei der Transaminierungsreaktion als wichtiges
Coenzym (47). Auf diese Weise ist der Korper in der Lage, fast alle Aminosauren
ineinander umzuwandeln. Die Aminosaure, die durch diesen Reaktionsvorgang am
haufigsten gebildet wird, ist Glutamat. Das lasst sich dadurch erklaren, dass a-Ke-
toglutarat die meisten Aminogruppen im Rahmen von Transaminierungsreaktionen

aufnimmt (46).

Prinzipiell besitzt jede Aminosaure, die durch Transaminierung umgewandelt bzw.
abgebaut werden kann, eine spezifische Aminotransferase. Die zwei wohl bekann-
testen Vertreter sind die Alanin-Aminotransferase (ALT) und die Aspartat-Amino-
transferase (AST) (47). Diese beiden Enzyme katalysieren die in Abbildung 6 be-

schriebenen Reaktionen.
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Abbildung 6: Reaktionen der ALT und AST (47)
Quelle: Kénigshoff et al., Kurzlehrbuch Biochemie, S. 104.

1.4.2 Desaminierung

Bei der Desaminierung wird die Aminogruppe von einer Aminosaure entfernt, jedoch
in weiterer Folge nicht auf ein anderes Molekil Gbertragen. Dadurch kommt es zur
Bildung freien Ammoniaks, welcher durch den Harnstoffzyklus in Harnstoff umge-

wandelt wird. Es gibt drei Arten der Desaminierung (46).

Oxidative Desaminierung: Im Rahmen der oxidativen Desaminierung wird die
Aminogruppe der Aminosaure zuerst oxidiert, wodurch eine Imino-Gruppe entsteht.
Die Imino-Gruppe wird nachfolgend hydrolytisch abgespalten und es entsteht die
dazugehdrige a-Ketosaure (46). Glutamat ist die einzige Aminosaure, die im
menschlichen Korper durch oxidative Desaminierung abgebaut wird. Das Enzym,
welches hierbei die Reaktion katalysiert, ist die Glutamatdehydrogenase (47). Im
Organismus entsteht durch Transaminierungsprozesse derart viel Glutamat, dass

die oxidative Desaminierung die wichtigste der drei Abbauarten darstellt (46).

Hydrolytische Desaminierung: Hier erfolgt die Desaminierung durch die hydroly-
tische Abspaltung der Aminogruppen aus den Carbonsdureamidbindungen
(CONHg2) der Aminosaureseitenketten. Da nur zwei Aminosauren solche Bindungen
in ihrer Seitenkette besitzen, kdnnen ausschlieldlich Glutamin und Asparagin auf
diese Weise abgebaut werden. Glutamin, dessen Abbau durch das Enzym Gluta-

minase katalysiert wird, weist die hochste Blutkonzentration aller Aminosauren im
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menschlichen Organismus auf und gilt somit als wichtiger Ammoniaktransporteur
des Blutes (47).

Eliminierende Desaminierung: Die eliminierende Desaminierung ist die seltenste
Desaminierungsform und spielt eine eher untergeordnete Rolle. Hierbei wird NH3
von einer Aminosaure abgespalten, wodurch die zugehorige a-Ketosaure mit einer

Doppelbindung zurlckbleibt (46).

1.4.3 Decarboxylierung

Die Decarboxylierung wird durch Aminosauredecarboxylasen katalysiert. Diese
spalten die Carboxylgruppe der Aminosaure im Beisein von PALP ab und bilden in
weiterer Folge ein biogenes Amin. Wichtige Vertreter dieser Stoffgruppe sind u.a.

die y-Aminobuttersaure (GABA), Histamin, Dopamin und Serotonin (47).

1.4.4 Harnstoffzyklus und Weg des Kohlenstoffgeriists

Der Harnstoffzyklus stellt die wichtigste Entgiftungs- bzw. Entsorgungsmaéglichkeit
von Ammoniak und Uberschussigem Stickstoff aus Aminogruppen beim Menschen
dar. Dieser besteht aus mehreren enzymatischen Schritten, die einzig in der Leber
vollstandig ablaufen. Das Endprodukt des Zyklus ist Harnstoff, der aus den Subs-

traten Ammoniak, Bikarbonat und Aspartat gebildet wird (48).

Das verbliebene Kohlenstoffskelett der Aminosaure wird zur Energiegewinnung
weiterverarbeitet. Die Abbauprodukte der Aminosauren konnen durch Zufuhrung in
den Citratzyklus zu Wasser und Kohlenstoffdioxid abgebaut werden. Eine weitere
Moglichkeit besteht darin, dass das Kohlenstoffgerist der Aminosaure zur Glucone-
ogenese oder Lipogenese genutzt wird (47). Sogenannte glucogene Aminosauren
konnen zu Glukose und ketogene Aminosauren zu Ketonkorpern bzw. Fettsduren
umgebaut werden. Die einzigen rein ketogenen Aminosauren sind Leucin und Ly-
sin. Manche Aminosauren, beispielsweise Isoleucin, haben sowohl glucogene, als

auch ketogene Abbauprodukte (49).
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1.5 Branched-chain amino acids

Die branched-chain amino acids (BCAAs) Valin, Leucin und Isoleucin besitzen
aliphatische Seitenketten, die einen Verzweigungspunkt aufweisen (siehe Abbil-
dung 7) (44). Durch diese Eigenschaft werden sie in der deutschen Sprache auch
als verzweigtkettige Aminosauren bezeichnet. Sie zahlen zu den essentiellen Ami-
nosauren und muassen deshalb Gber die Nahrung aufgenommen werden. Sie ma-
chen ca. 35 -40% der essentiellen Aminosauren des Kdrperproteins aus und haben
im Muskel einen Anteil von 14% gemessen an allen Aminosauren (50). In der Nah-
rung machen sie ca. 20 — 25% der Proteine aus und sind vorwiegend in Fleisch,
Fisch, Milchprodukten und Eiern enthalten (51,52).

Valine Leucine Isoluecine

BCAAs

Abbildung 7: Chemische Struktur der BCAAs (44)

Quelle: Kawaguchi et al., Branched-chain amino acids as pharmacological nutrients in chronic liver
disease, Hepatology, S. 1064.

Die Hauptfunktion der drei proteinogenen Aminosauren besteht in der Synthese von
Proteinen. In der jungeren Vergangenheit wurden aber weitere wichtige physiologi-
sche Funktionen entdeckt (53). Im nachfolgenden Teil der Arbeit wird aber zunachst
naher auf den Stoffwechsel der verzweigtkettigen Aminosauren eingegangen, da

sich dieser wesentlich vom Metabolismus anderer Aminosauren unterscheidet.

1.5.1 Metabolismus

Die ersten zwei Schritte des Abbaus der BCAAs sind fiur Valin, Leucin und Isoleucin

gleich (53). Das Enzym, welches den Katabolismus einleitet, ist die branched-chain
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amino acid aminotransferase (BCAT). Die erste Reaktion findet im Gegensatz zu
allen anderen Aminosauren nicht in der Leber, sondern in den Muskeln statt, da dort
die Aktivitat des Enzyms viel hoher ist (1). Darum steigt die BCAA-Konzentration
nach der Nahrungsaufnahme im Blut schnell an und die Aminosauren sind unmit-
telbar fir dem Metabolismus im Muskel verfugbar (54). Dieser Umstand macht die

Verstoffwechselung der BCAAs einzigartig (1).

Es gibt zwei Isoformen der BCAT: Die mitochondriale BCAT (BCATm), welche so
gut wie in jedem Gewebe des Korpers verteilt ist, und die zytosolische BCAT
(BCATc), welche nur im Hirngewebe vorzufinden ist (55). Jedenfalls katalysiert die
BCAT den reversiblen Transfer der Aminogruppe der BCAAs zu a-Ketoglutarat,
wodurch die Aminosaure Glutamat gebildet wird. Aus den verzweigtkettigen Amino-
sauren entstehen durch die Transaminierung die dazugehorigen a-Ketosauren
(BCKAs): a-Ketoisocaproat (-> Leucin), a-Keto-3-Methylvalerat (-> Isoleucin) und a-
Ketoisovalerat (-> Valin). Das neu gebildete Glutamat ist ein Aminogruppenspender
fur Pyruvat zur Synthese von Alanin oder wird als Substrat zu Glutamin transami-
niert (54). Demzufolge sind die BCAAs wichtige Stickstoffquellen fur Alanin, Gluta-
mat und Glutamin (56).

Beim zweiten Schritt katalysiert der branched-chain alpha-keto acid dehydro-
genase-Komplex (BCKD-Komplex) die irreversible, oxidative Decarboxylierung der
BCKAs (57). Der mitochondriale BCKD-Komplex ist ein Enzymkomplex, der aus drei
Untergruppen besteht: E1, E2 und E3. Der Komplex wird durch Phosphorylierung
und Dephosphorylierung reguliert. Die BCKD-Kinase flihrt zur Phosphorylierung
und damit zur Inaktivierung des Komplexes. Die BCKD-Phosphatase dephosphory-
liert den Komplex mit anschliel3ender Aktivierung desselben (58). Im Menschen hat

der Komplex die grote Aktivitat in Niere, Leber, Gehirn und Herz (57).

Die Produkte der Reaktion des BCKD-Komplexes sind verzweigtkettige Acyl-CoA-
Derivate: Leucin ist ketogen und wird zu Acetoacetat bzw. Acetyl-CoA abgebaut,
Valin ist glucogen und wird zu Succinyl-CoA katabolisiert und aus dem sowohl ke-
togenen, als auch glucogenen Isoleucin wird Acetyl-CoA bzw. Succinyl-CoA syn-
thetisiert (59,60). In weiterer Folge werden die Endprodukte entweder im Tricarbon-
saurezyklus zur Energiegewinnung weiterverarbeitet oder zur Lipo- bzw. Glucone-
ogenese herangezogen (60).
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Abbildung 8: Katabolismus der BCAAs (modifiziert nach (54))

Quelle: In Anlehnung an Holecek, Branched-chain amino acids in health and
disease: metabolism, alterations in blood plasma, and as supplements,
Nutrition & Metabolism, S. 2.

(a-KG = a-ketoglutarate, ALA = alanine, GLU = glutamate, GLN = glutamine,
PYR = pyruvate, KIC = a-ketoisocaproate, KMV = a-keto-B-methylvalerate,
KIV = a-ketoisovalerate, a-KG = a-ketoglutarate, 1 = BCAT, 2 = BCKD)

1.5.2 Physiologische Funktionen

Proteinbiosynthese: Die Hauptfunktion der BCAAs als Bausubstrat stellt die Syn-
these von Proteinen dar (53). Durch ihre hydrophoben Eigenschaften spielen sie
ebenfalls eine besonders wichtige Rolle bei der Bildung von globuléren Proteinen
bzw. Membranproteinen. Die Hydrophobie der verzweigtkettigen Aminosauren er-
hoht einerseits die Stabilitat der gefalteten Proteine, andererseits schafft sie ein
nichtwassriges Milieu. Dieses Milieu ist, beispielsweise bei der Bindung von Sauer-

stoff an Hb bzw. Myoglobin oder bei der Katalyse von Enzymen, bedeutend (52).

mTORC-Aktivierung: Neben der Synthese von Proteinen beeinflussen die BCAAs
malgeblich die Regulation von Signalwegen des Proteinmetabolismus. Insbeson-
dere Leucin ist dabei durch Aktivierung des mammalian target of rapamycin com-

plex 1 (mTORC1) von entscheidender Bedeutung (61). Der Multiproteinkomplex
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mTORC1 ist der Hauptregulator fur Zellwachstum, indem er Translation, Riboso-
menbildung und Autophagie beeinflusst (62). Der aktivierte mTOR1-Komplex phos-
phoryliert eukaryotic initiation factor 4E-binding proteins (4E-BPs) und die riboso-
male Protein-S6-Kinase-1 (rpS6K1) (2). Beide Substrate werden durch die Phos-
phorylierung wiederum stimuliert und steigern u.a. die Translation von mRNA, die
fur Ribosomen und Transkriptionsfaktoren codiert ist, sowie die Bindung von Ribo-
somen an die mRNA (61,62). Damit sind die BCAAs, allen voran Leucin, durch Ak-

tivierung von mTORC1 wichtige Stimulatoren der Proteinsynthese (53).

Neben der Rolle als zentraler Regulator der Proteinsynthese ist mTORC1 auch ein
wichtiger Signalvermittler zwischen Aminosauren und Insulin. Die Aktivierung von
mTORC1 sorgt Uber eine Signalkaskade fur den Abbau von Insulin-Rezeptor-Sub-
strat-1. Dieser Mechanismus wird als eine der moglichen Ursachen fur die Bildung

einer Insulinresistenz bei erhohten BCAA-Spiegeln diskutiert (63).
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2 Patienten, Material, Methoden

2.1 Studienpopulation

In den Jahren 2015 — 2017 wurden bei insgesamt 430 ambulanten Patientinnen und
Patienten die Aminosaure- und Eisenstoffwechselparameter im Blut im Rahmen ei-
ner Pilotstudie am Landeskrankenhaus Steyr bestimmt. Eine schriftliche Einver-
standniserklarung wurde von allen Teilnehmerinnen und Teilnehmern eingeholt. Die
Speicherung der Daten erfolgte in pseudoanonymisierter Form. Neben den Eisen-
und Aminosaureparametern wurden einige weitere Laborwerte (CRP, IL-6,

TMAO...), welche in dieser Arbeit aber nicht bertcksichtigt worden sind, bestimmt.

Einschlusskriterien waren ein Mindestalter von 15 Jahren und eine Nuchternphase
bzw. Rauchkarenz von mindestens 12 Stunden vor der Blutabnahme. Jene Proban-
dinnen und Probanden bei denen Blutparameter fehlten oder die eine Eisensubsti-

tution in den letzten 12 Monaten erhielten, wurden von der Studie ausgeschlossen.

2.2 Messung der Laborparameter

Die Abnahme der niichternen Blutproben erfolgte zwischen 8:00 und 10:00 Uhr vor-
mittags. Die Blutkonzentrationen von Hb, MCV und MCH wurde photometrisch mit
dem ADVIA® 2120i Hematology System (Siemens Healthineers, Erlangen, Ger-
many) gemessen. Die Bestimmung der Retikulozyten und des CHr erfolgte durch
Laserlichtstreuungsmessung nach isovolumetrischer Spharierung von Oxazin 750-

gefarbten Retikulozyten mit dem ADVIA® 2120i Hematology System.

Die Messung des Serumferritins wurde mit einem homogenen Sandwich-Chemilu-
mineszenz-Immunoassay-Verfahren mithilfe des Dimension Vista® 1500-Systems
(Siemens Healthineers, Erlangen, Germany) durchgefihrt. Die Bestimmung des
Serumeisens erfolgte durch eine bichromatische Endpunkt-Technik-Photometrie
mit dem Dimension Vista® 1500-System. Transferrin wurde ebenso photometrisch
mit diesem System bestimmt. Die Berechnung von TSAT erfolgte mit folgender For-
mel: TSAT (%) = Serumeisen (pg/dL) x 70,9/Transferrin (mg/dL). Eine nephelomet-
rische Messung zur Bestimmung vom sTfR wurde mit dem Dimension Vista® 1500-

System (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH) durchgefihrt. Der Ferritinindex
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wurde mit folgender Formel berechnet: Ferritinindex = sTfR (mg/L) / log Ferritin
(Hg/L).

Zur Bestimmung der verzweigtkettigen Aminosauren Valin, Leucin und Isoleucin
wurden chromatografische Methoden angewandt. Nach der Ausfallung des Serums
mit Perchlorsdure und der Neutralisation des Uberstandes mit Natriumcarbonat
wurden die extrahierten Aminosauren mit Ophthalaldehyd derivatisiert. Anschlie-
Rend wurden die einzelnen kurzkettigen Aminosauren mit einer Umkehrpha-
sensaule durch Gradientenelution getrennt und durch die Verhaltnisse der Fluores-

zenzsignale zum internen Standard Norvalin quantifiziert.

2.3 Auswertung und Interpretation der Daten

Die statistische Auswertung der Patientenkohorte erfolgte mit IBM SPSS Statistics
25 (International Business Machines Corporation, Armonk, USA). Zuallererst er-
folgte eine demografische Beschreibung der Patientenkohorte mittels einer explo-
rativen Datenanalyse, um Mediane, Mittelwerte, Standardabweichungen, etc. zu er-
mitteln. Die Normalverteilung wurde sowohl graphisch durch Quantil-Quantil-Dia-
gramme (QQ-Diagramme), als auch durch den Kolmogorow-Smirnow-Normalver-
teilungstest ermittelt (p < 0,05). Nicht normalverteilte Parameter wurden mit dem
Median und dem Inter-Quartile-Range (IQR: 1. und 3. Quartile) dargestellt. Das
Konfidenzintervall wurde bei allen Messungen auf 95% festgelegt und ein p-Wert

von unter 0,05 als signifikant gewertet.

Da bis auf freies Eisen alle Eisen- bzw. Aminosaureparameter nicht normalverteilt
waren, wurde der Spearman‘ Korrelationskoeffizient (p) zur Uberpriifung eines Zu-
sammenhangs zwischen den Eisen- und Aminosaureparametern berechnet. Die
signifikanten Korrelationen wurden mittels Streudiagrammen dargestellt. Nachfol-
gend wurden die abhangigen Variablen Hb, Ferritin und sTfR mithilfe einer univari-
aten linearen Regressionsanalyse aus den unabhangigen Variablen Valin, Isoleu-

cin, Leucin und der Gesamtkonzentration der BCAAs berechnet.

Weiters wurde mithilfe eines Mann-Whitney-U-Tests fur unabhangige Stichproben

untersucht, ob sich die Aminosaurekonzentrationen zwischen anamischen und
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nicht-anamischen Patientinnen und Patienten statistisch unterscheiden. Mit dersel-
ben Vorgehensweise wurde auch Uberpruft, ob signifikante Unterschiede zwischen

Personen mit und ohne Eisenmangel vorhanden sind.

3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Patientenkohorte

Von den insgesamt 430 Patientinnen und Patienten wurden 429 fir die statistische
Auswertung herangezogen. Eine Person wurde aufgrund eines nicht plausiblen
BMI-Wertes (BMI = 7) ausgeschlossen. Der Mittelwert des Alters der Studienpopu-
lation betrug 40,7 + 15,5 Jahre. Insgesamt 289 Personen waren weiblich (67,4%)
und 140 Personen mannlich (32,6%). Minimum (Min), Median, Maximum (Max), Mit-
telwert (MW) und Standardabweichung (SD) von Alter, Kérpergrofle, Gewicht und

BMI der Patientenkohorte sind in der folgenden Tabelle veranschaulicht.

Tabelle 2: Alter, Kérpergrél3e, Gewicht und BMI der Patientenkohorte

Min Median Max MW SD
Alter (y) 15 39 82 40,7 15,5
KoérpergroBRe (m) 1,39 1,69 1,98 1,7 0,09
Gewicht (kg) 39 71 149 73 16,9
BMI (kg/m?) 15 24,2 49 25,2 5,1

3.2 Analyse der Laborparameter

Die Eisen- und BCAA-Parameter wurden mittels QQ-Diagramm und dem Kolmo-
gorow-Smirnow-Normalverteilungstest auf Normalverteilung Uberprift. Bis auf
freies Eisen waren alle Ubrigen Studienparameter nicht normalverteilt. Der Median

und der IQR aller Parameter sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.
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Tabelle 3: Parameteranalyse der Patienenkohorte

Median (Q1 - Q3)
Hb (g/dl) 13,9 (13,3 -14,7)
MCV (fl) 86,1 (83,3 — 88,5)
MCH (pg) 29,7 (28,7 — 30,6)
Ferritin (ug/L) 58,0 (27,5 - 105,5)
TSAT (%) 27,0 (20,0 — 35,0)
Eisen (pg/dL) 101,0 (76,0 — 128,0)
Transferrin (g/L) 2,6 (2,4 -3,0)
sTfR (mg/L) 1,1(1,0-1,3)
Ferritinindex 0,6 (0,5-0,8)
CHr (pg) 31,3 (30,2 — 32,3)
Valin (umol/L) 198,6 (179,1 — 224,7)
Leucin (umol/L) 118,3 (101,1 - 137,1)
Isoleucin (umol/L) 56,3 (48,8 — 66,4)
BCAAs (umol/L) 372,3 (331,2 — 426,5)

3.3 Korrelationsanalyse

Um das Mal} der Starke des Zusammenhanges zwischen den Eisen- und Amino-
saureparametern zu ermitteln, wurde eine Spearman-Korrelationsanalyse durchge-
fuhrt. Es wurden signifikant positive Korrelationen zwischen Hb, Ferritin und sTfR
mit Valin, Leucin, Isoleucin und der Gesamtkonzentration der BCAAs festgestellt.
Das bedeutet, je hoher die Konzentration der genannten Aminosauren ist, desto
hoher ist die Konzentration der genannten Eisenparameter im Blut. Weiters korre-

lierten MCH, Eisen und TSAT schwach negativ mit Isoleucin. Zusatzlich gab es eine
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signifikant schwach positive Korrelation zwischen TSAT und Valin. Die Korrelations-

koeffizienten (p) und p-Werte der einzelnen Parameter sind in der folgenden Tabelle

angefuhrt.

Tabelle 4: Spearman-Rangkorrelationskoeffizient zwischen den Eisenparametern und den BCAAs

Valin Leucin Isoleucin BCAAs
p: 0,382* p: 0,350* p: 0,244 p: 0,369*
Hb
p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001
p: -0,045 p: -0,009 p: -0,057 p: -0,029
MCV
p-Wert: 0,349 | p-Wert: 0,857 | p-Wert: 0,236 | p-Wert: 0,548
p: -0,048 p: -0,085 p: -0,171* p: -0,092
MCH
p-Wert: 0,326 | p-Wert: 0,078 | p-Wert: <0,001 | p-Wert: 0,057
p: 0,313* p: 0,262* p: 0,183* p: 0,289*
Ferritin
p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001
p: 0,100* p: 0,071 p: -0,098* p: 0,056
TSAT
p-Wert: 0,038 | p-Wert: 0,143 | p-Wert: 0,043 | p-Wert: 0,247
p: 0,068 p: 0,058 p: -0,139* p: 0,027
Eisen
p-Wert: 0,159 | p-Wert: 0,230 | p-Wert: 0,004 | p-Wert: 0,574
p: -0,069 p: -0,048 p: -0,063 p: -0,066
Transferrin
p-Wert: 0,155 | p-Wert: 0,321 | p-Wert: 0,189 | p-Wert: 0,171
p: 0,152* p: 0,146* p: 0,157* p: 0,170*
sTfR
p-Wert: 0,002 | p-Wert: 0,002 | p-Wert: 0,001 | p-Wert: <0,001
Ferritin- p: -0,088 p: -0,071 p: -0,006 p: -0,064
index p-Wert: 0,070 | p-Wert: 0,140 | p-Wert: 0,899 | p-Wert: 0,184
p: 0,031 p: 0,032 p: -0,003 p: 0,029
CHr
p-Wert: 0,523 | p-Wert: 0,508 | p-Wert: 0,951 | p-Wert: 0,552
*o-Wert < 0,05
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Die signifikanten Korrelationen von Hb, Ferritin und sTfR mit Valin, Leucin, Isoleucin
und der Gesamtkonzentration der BCAAs wurden in Streudiagrammen inklusive der
Regressionsgeraden graphisch dargestellt.

Héamoglobin (g/dl)

75

100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00 400,00

Valin (umoliL)

Abbildung 9: Korrelationsanalyse Hb und Valin (p = 0,382)

Hamoglobin (gidl)

100
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50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

Leucin (umoliL)

Abbildung 10: Korrelationsanalyse Hb und Leucin (p = 0,350)
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Abbildung 11: Korrelationsanalyse Hb und Isoleucin (p = 0,244)

100

75

200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00 800,00

BCAAs (umoliL)

Abbildung 12: Korrelationsanalyse Hb und BCAAs (p = 0,369)
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Abbildung 13: Korrelationsanalyse Ferritin und Valin (o = 0,313)
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Abbildung 14: Korrelationsanalyse Ferritin und Leucin (p = 0,262)
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Abbildung 15: Korrelationsanalyse Ferritin und Isoleucin (p = 0,183)
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Abbildung 16: Korrelationsanalyse Ferritin und BCAAs (p = 0,289)
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Abbildung 17: Korrelationsanalyse sTfR und Valin (o = 0,152)
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Abbildung 18: Korrelationsanalyse sTfR und Leucin (p = 0,146)
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3.4 Regressionsanalyse

Bei der univariaten linearen Regressionsanalyse waren anhand des standardisier-
ten Beta-Koeffizienten (B-Koeff.) signifikant positive Effekte der Aminosauren auf
die Konzentration von Hb und Ferritin zu beobachten. Weiters hatte Isoleucin einen
geringeren positiven Effekt auf Hb und Ferritin als die anderen verzweigtkettigen

Aminosauren. Kein signifikant positiver Effekt der Aminosauren bestand beim sTfR.

Zur jeweiligen kurzkettigen Aminosaure sind der standardisierte Beta-Koeffizient

und p-Wert von Hb, Ferritin und sTfR in der folgenden Tabelle angegeben.

Tabelle 5: Univariate lineare Regressionsmodelle fiir Hb, Ferritin und sTfR

Valin Leucin Isoleucin BCAAs
B-Koeff.: 0,351* | B-Koeff.: 0,331* | B-Koeff.: 0,195* | B-Koeff.: 0,341*
b p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001
B-Koeff.: 0,307 | B -Koeff.: 0,255* | B -Koeff.: 0,173* | B-Koeff.: 0,286*
Ferritin
p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001 | p-Wert: <0,001
B-Koeff.: 0,084 | B-Koeff.: 0,077 | B-Koeff.: 0,093 | B-Koeff.: 0,091
°TR p-Wert: 0,083 p-Wert: 0,111 p-Wert: 0,055 p-Wert: 0,060
*p-Wert < 0,05

3.5 Statistische Testung der Aminosauren bei Eisenmangel

In der Patientenkohorte wurde der Eisenstatus anhand der Konzentrationen von
Ferritin und TSAT im Blut untersucht. Eine Person wurde der Eisenmangel-Gruppe
zugeteilt, wenn die Konzentration von Ferritin < 30 pg/L und/oder die TSAT < 20%
war (15,64). Die Anzahl der Patientinnen und Patienten mit keinem Eisenmangel
betrug 271 (63,2%), wovon 120 mannlich und 151 weiblich waren. Insgesamt 158
Personen (36,8%), die sich aus 20 Mannern und 138 Frauen zusammensetzten,

wiesen einen Eisenmangel auf.
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Der Median und der IQR von Valin, Leucin, Isoleucin sowie der Gesamtkonzentra-
tion der BCAAs waren in der Gruppe mit normalen Eisenstatus durchwegs hdher
als in der Eisenmangel-Gruppe. Die Konzentrationsunterschiede zwischen beiden
Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-U-Test flr zwei Stichproben untersucht.
Dieser ergab statistisch signifikante Unterschiede bei Valin, Leucin und der Gesamt-

konzentration der BCAAs, jedoch nicht bei Isoleucin.

Tabelle 6: Konzentration der Aminoséureparameter anhand des Eisenstatus

Eisenmangel Median (Q1 - Q3) p-Wert

Pos 191,7 (169,8 — 216,1)

Valin (pmol/L) 0,001
Neg 201,6 (183,4 — 231,4)
Pos 116 ( 96,2 — 131,5)

Leucin (umol/L) 0,008
Neg 120 (105,7 — 141,3)
Pos 55,1 (46,6 — 64,4)

Isoleucin (umol/L) 0,196
Neg 56,6 (49,3 — 67,0)
Pos 364,2 (313,8 — 409,9)

BCAAs (umol/L) 0,004
Neg 379,2 (341,1 — 437,4)

Die folgenden Boxplots verdeutlichen graphisch die niedrigeren Blutkonzentratio-
nen der signifikanten Aminosaureparameter in der Eisenmangel-Gruppe im Ver-

gleich zur Gruppe mit normalem Eisenstatus.
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Abbildung 21: Konzentration von Valin anhand des Eisenstatus
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Abbildung 23: Konzentration der BCAAs anhand des Eisenstatus

3.6 Statistische Testung der Aminosauren bei Anamie

Es wurde bei den Mannern ein Hb-Wert < 13 g/dl und bei den Frauen < 12 g/dl als
Anamie-Referenzwert angenommen (65-67). Von den 429 Patientinnen und Pati-
enten waren insgesamt 412 Personen (96%) nicht-anamisch und insgesamt 17 Per-

sonen (4%), darunter 2 Manner und 15 Frauen, anamisch.

Beide Gruppen unterschieden sich in der Hohe der Konzentrationen der verzweigt-
kettigen Aminosauren insofern, dass der Median und der IQR in der nicht-anami-
schen Gruppe hoéher waren als in der anamischen Gruppe. Der anschlief3end durch-
gefihrte Mann-Whitney-U-Test zwischen den beiden Anamie-Gruppen ergab sta-
tistisch signifikante Unterschiede bei Valin und der Gesamtkonzentration der

BCAAs, jedoch nicht bei Leucin und Isoleucin.
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Tabelle 7: Konzentration der Aminosédureparameter anhand des Andmiestatus

Anamie Median (Q1 - Q3) p-Wert
Pos 186,1 (156,7 — 207,3)
Valin (pmol/L) 0,031
Neg 199,0 (179,7 — 226,3)
Pos 107,6 (90,6 — 123,6)
Leucin (umol/L) 0,084
Neg 118,8 (102,1 — 138,1)
|so|eucin POS 50,8 (38,8 - 66,0)
0,177
(umoliL) Neg 56,4 (49,2 — 66,4)
Pos 329,1 (291,0 — 396,3)
BCAAs (umol/L) 0,047
Neg 373,3 (335,2 — 428,0)

Von den signifikanten Parametern Valin und der Gesamtkonzentration der BCAAs
wurden zur graphischen Verdeutlichung der Konzentrationsunterschiede beider

Gruppen Boxplots erstellt.

34



Valin (pmoliL)

BCAAs (umoliL)

400,00
171 267
w
350,00 367
358
s
86
300,00
335
250,00
200,00
150,00
[+]
100,00 404
Keine Anamie Anamie
Anamie
Abbildung 24: Konzentration von Valin anhand des Andmiestatus
800,00 267
*
338
700,00 358,
1718
68 367
368 389
500,00 Ogs
o
1335
500,00
400,00
300,00
200,00 —_—
Keine Anamie Anamie

Anamie

Abbildung 25: Konzentration der BCAAs anhand des Andmiestatus

35



4 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen den
BCAAs Valin, Leucin und Isoleucin und verschiedenen Parametern des Eisenstoff-
wechsels besteht. Die verzweigtkettigen Aminosauren korrelierten signifikant positiv
mit Hb, Ferritin und sTfR. AnschlielRend durchgefuhrte univariate lineare Regressi-
onsmodelle zeigten signifikant positive Assoziationen zwischen allen BCAAs und
den Eisenparametern Hb und Ferritin. Dementsprechend gingen niedrige Konzent-

rationen der BCAAs mit niedrigen Werten von Hb einher.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Resultaten von Chung et al.(68), welche fest-
stellten, dass hamatopoetische Stammzellen eine erhdhte Aufnahme von BCAAs
fur die Hamoglobinsynthese bendtigen. Demzufolge geht eine unzureichende Auf-
nahme der BCAAs mit einer verminderten Produktion des roten Blutfarbstoffs einher
(68). Eine Schlusselrolle als Regulator in hamatologischen Stammzellen nimmt hier-
bei der Proteinkomplex mTORC1 ein (69). Dieser Uberwacht als intrazellularer Sen-
sor die Verfugbarkeit von Aminosauren und steuert Uber nachgeschaltete 4E-BPs

die Produktion von Hamoglobin (70).

Valin zeigte in unserer Studie die starkste Korrelation mit Hdmoglobin. Bei Taya et
al.(71) wurde berichtet, dass die essentielle Aminosaure Valin unverzichtbar fur die
Proliferation und Hamostase hamatologischer Stammzellen ist. In Kultur befindliche
hamatologische Stammzellen von Mausen und Menschen waren nicht in der Lage
sich unter valinarmen Bedingungen zu vermehren (71). In einer weiteren Studie mit
24 mangelernahrten Patientinnen und Patienten korrelierten niedrige Valin- bzw.
Leucinkonzentrationen stark positiv mit niedrigen Hadmoglobinwerten (pvain = 0,52;
pvain < 0,05; preuwcin = 0,61; prewcin < 0,01) (72). Diese Resultate unterstiitzen die
Hypothese, dass eine verminderte Zufuhr von BCAAs Uber die Nahrung zu einer

Verminderung des Hbs im Blut fuhren konnte.

Weiters stellte sich in unserer Arbeit heraus, dass anamische Personen signifikant
niedrigere BCAA-Blutkonzentrationen verglichen mit Personen ohne Anamie hat-
ten. Mehrere Studien bestatigen, dass die Behandlung mit der verzweigtkettigen
Aminosaure Leucin die Anamie des kongenitalen Diamond-Blackfan Syndroms und

des erworbenen Myelodysplastischen Syndroms des Typs 5g- verbessert (73-76).
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Die Anamien beider Syndrome werden vermutlich durch eine Haploinsuffizienz ri-
bosomaler Proteingene, die zu einer Beeintrachtigung der mRNA-Translation in
Erythroblasten fuhrt, verursacht (77). Es bestehen mehrere Hinweise, dass Leucin
als potenter Aktivator von mTORC1 die Translation hdmatologischer Stammzellen
steigert und somit zur Verbesserung der Anamie beider Syndrome fihren kann
(73,77,78). Weiters zeigten Ito et al. in einer klrzlich publizierten Arbeit (79), dass
die absolute Retikulozytenzahl als Parameter der hamatopoetischen Funktionalitat
bei Patientinnen und Patienten mit myelodysplastischem Syndrom nach zehnwo-
chiger oraler Applikation von Leucin anstieg (79).

Des Weiteren bestand in unserer Studienpopulation eine signifikant positive Korre-
lation zwischen den BCAAs und dem Eisenspeicherprotein Ferritin. Eine schwach
signifikante Korrelation wurde auch zwischen den BCAAs und dem sTfR festgestellt.
Schlussfolgernd waren niedrige BCAA-Konzentrationen mit niedrigen Ferritin und
sTfR-Werten assoziiert. Zwei altere Studien zeigten, dass alle drei BCAAs in Apo-
ferritin, der Proteinhulle von Ferritin, im menschlichen Individuum enthalten sind
(80,81). Auch im sTfR wurden Valin, Leucin und Isoleucin als Bestandteile in der
Aminosauresequenz des Glykoproteins gefunden (82,83). Diese Ergebnisse impli-
zieren, dass die verzweigtkettigen Aminosauren wichtige Bausteine fur die Syn-

these von Ferritin und sTfR darstellen.

Valin, Leucin und Isoleucin sind essentielle Aminosauren und mussen Uber die Nah-
rung aufgenommen werden. Im menschlichen Korper sind sie damit fur die Herstel-
lung verschiedenster Proteine unverzichtbar. Mehrere Studien belegen einen mog-
lichen Zusammenhang zwischen den verzweigtkettigen Aminosauren und hamato-
logischen Parametern, die mit dem Eisenstoffwechsel verknupft sind (3-5). Es
wurde gezeigt, dass bei Sportlern eine einmonatige Aminosauresupplementation,
die u.a. alle drei BCAAs enthielt, zu einer signifikanten Erhéhung des Hb-Wertes,
der Erythrozytenzahl und des Hamatokrits flhrte (p < 0,05). Zusatzlich steigerte hier
die tagliche Aminosaurezufuhr auch die Konzentration des Eisenspeicherproteins
Ferritin (3). Ahnliche Resultate brachte eine weitere Patientenkohorte mit 23 Sport-
lern, die eine BCAA-Mixtur Gber 90 Tage eingenommen hatten, hervor (4). Eine

weitere Arbeit untersuchte die Auswirkungen von Zwischenprodukten des BCAA-
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Metabolismus auf die Erythropoese und demonstrierte, dass jene Intermediate die

Synthese von fetalem Hb in Erythrozyten induzieren (5).

Diese Ergebnisse unterstutzen unsere Hypothese, dass die BCAAs Einfluss auf die
Erythropoese und den Eisenstoffwechsel haben konnten. Es besteht eine solide
Studienlage, dass verzweigtkettige Aminosauren durch mTORC1-Aktivierung die
Anamien des Diamond-Blackfan-Syndroms und des Myelodysplastischen Syn-
droms des Typs 5q- verbessern (73,77,78). Daruber hinaus leiden fast zwei Milliar-
den Menschen an einem Eisenmangel, welcher als haufigste Ursache einer Anamie
gilt. Vor allem Frauen im gebarfahigen Alter sind aufgrund des erhdhten Eisenver-
lustes durch die Monatsblutung haufiger betroffen. In diesen Fallen ist die Substitu-
tion von Eisen die Therapie der Wahl, um die verminderten Eisenspeicher wieder-
aufzufullen (6). Neben dieser etablierten Behandlung kdnnte die zusatzliche Substi-
tution von BCAAs eine mogliche Erganzung in der Therapie des Eisenmangels bzw.

der Eisenmangelanamie darstellen.

Der Hauptfortschritt unserer aktuellen Publikation ist, dass die BCAAs und Eisen-
parameter in einer gut charakterisierten, gro3en Studienkohorte von insgesamt 429
Personen gemessen wurden. Dessen ungeachtet bildet unsere Studie aufgrund des
Designs einer Querschnittsstudie Messdaten nur zu einem punktuellen Zeitpunkt ab
und ist dementsprechend limitiert. Aul3erdem handelt es sich bei der Studienpopu-
lation um kein schwererkranktes Patientengut, sondern um ambulante Patientinnen
und Patienten, die sich einer medizinischen Gesundheitsuntersuchung unterzogen
haben. Somit sind die Ergebnisse nicht eins zu eins auf schwerkranke Personen
Ubertragbar. Da in der bisherigen Literatur aber so gut wie keine vergleichbaren
Arbeiten zu finden sind, kdnnte unsere Studie die Grundlage fur darauf aufbauende
Forschungsarbeiten bilden. Hierbei sollten besonders die genauen pathophysiolo-
gischen Prozesse und Mechanismen der BCAAs auf die Erythropoese bzw. den

Eisenmetabolismus untersucht werden.

AbschlieRend Iasst sich festhalten, dass die BCAAs Valin, Leucin und Isoleucin sig-
nifikant positiv mit den Eisenparametern Hb, Ferritin und sTfR korrelierten. Ernied-
rigte BCAA-Spiegel gingen mit erniedrigten Hb- bzw. Ferritinwerten einher. Ferner

wiesen Patientinnen und Patienten mit Anamie signifikant niedrigere BCAA-Blutkon-
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zentrationen im Vergleich zu Personen ohne Anamie auf. Damit weisen unsere Re-
sultate auf einen pathophysiologischen Zusammenhang zwischen dem BCAA- und

dem Eisenstoffwechsel hin.
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