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ORIGINAL ARTICLE

Serum Sphingosine-1-Phosphate Levels Are
Associated With Severity and Outcome in
Patients With Cerebral Ischemia

Edzard Schwedhelm®, PhD*; Laura Schwieren, B.Med"; Steffen Tiedt, MD; Mirjam von Lucadou, MSc;
Nils-Ole Gloyer(®, B.Med; Rainer Boger®, MD; Tim Magnus, MD; Guenter Daum, PhD; Gotz Thomalla, MD;
Christian Gerloff, MD; Chi-un Choe, MD

BACKGROUND AND PURPOSE: The aim of this study was to examine whether sphingosine-1-phosphate (S1P) levels in patients
with acute stroke are associated with stroke severity and outcome.

METHODS: In a prospective stroke cohort (MARK-STROKE), 374 patients with acute ischemic stroke or transient ischemic
attack were enrolled (mean age: 679+13.0 years, sex: 64.7% male), and serum-S1P at admission was analyzed with
tandem mass spectrometry. In addition to cross-sectional analyses, 79 adverse events (death, stroke, myocardial infarction,
rehospitalization) were recorded in 270 patients during follow-up. Regression analyses,were adjusted for age, sex, low-
density lipoprotein cholesterol, and vascular risk factors. Results were validated in an ‘i_nfi;‘efp:_éﬁﬁdent stroke cohort with 219
patients with acute ischemic stroke (CIRCULAS).

RESULTS: Low serum-S1P was associated with higher National Institutes of Health Stroke Scale score at admission and with
anterior circulation nonlacunar infarcts determined by multivariate regression analyses. During a follow-up of 294+170 days,
patients with STP in the lowest tertile (<1.38 pmol/L) had more adverse events (Kaplan-Meier analysis, P=0.048 for trend).
In adjusted Cox regression analysis, the lowest S1P tertile was associated with a worse outcome after stroke (hazard ratio,
HR 0.51 [95% confidence interval 0.28-0.92]). Results were confirmed inan independent cohort, ie, low S1P levels were
associated with higher National Institutes of Health Stroke Scale, larger infarct volumes and worse outcome after 90 days
(B-coefficient: =0.03, P=0.026; B-coefficient: —0.099, P=0.009 and odds ratio 0.52 [0.28-0.96], respectively).

CONCLUSIONS: Our findings imply a detrimental role of low S1P levels in acute stroke and therefore underpin the therapeutic
potential of S1P-mimics.

GRAPHIC ABSTRACT: An online graphic abstract is available for this article.

Key Words: infarct size ® ischemic attack, transient ® risk factors ® sphingosine ® tandem mass spectrometry

vival, lymphocyte migration, and endothelial barrier
function—all processes affected in acute ischemic
stroke. Therefore, different S1P receptor agonists have
been studied in numerous experimental stroke models
and have been proven beneficial."™* Distinct mechanisms
have been suggested to be involved in the neuroprotective

Sphingosine—1—phosphate (S1P) regulates cell sur-

effect of S1P, including decreased MMP (matrix metallo-
proteinase)-9 activity, reduced blood-brain barrier disrup-
tion, and improved microvascular circulation.® In addition
to vascular pathology, S1P also plays a major role in
immunologic processes. Most importantly, S1P receptor
1 is critical for the egress of lymphocytes from lymphatic
organs and fingolimod targeting S1P receptor 1 is already
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Nonstandard Abbreviations and Acronyms

CIRCULAS circulating biomarkers in acute
stroke

CK creatine kinase

CRP C-reactive protein

GOT glutamic oxaloacetic
transaminase

GPT glutamate-pyruvate transaminase

HDL high-density lipoprotein

LDL low-density lipoprotein

MARK-STROKE biomarkers in stroke

MMP matrix metalloproteinase

NIHSS National Institutes of Health

Stroke Scale
OR odds ratio
S1P sphingosine-1-phosphate
TIA transient ischemic attack

clinically used in patients with multiple sclerosis. Recent
clinical trials tried to repurpose fingolimod for acute
stroke therapy.”® Clinical pilot trials co-administering fin-
golimod with alteplase suggested that fingolimod might
attenuate reperfusion injury and improve clinical outcome
in patients with acute ischemic stroke.” In addition to
cerebrovascular disease, low S1P levels were associated
with acute coronary syndrome.and myocardial infarcts
in a nested case-control study.® Furthermore, fingolimod
improved diastolic function in-mouse models of hypertro-
phic cardiomyopathy suggesting a causal relationship.'
Despite these previous studies, the association of S1P
levels with clinical and outcome parameters in patients
with acute stroke has not been studied yet. Therefore,
we aimed to evaluate the potential link of S1P with clini-
cal parameters and outcome after acute ischemic stroke.

METHODS

Data Availability

A subset of the data generated for this study including S1P
levels are available at GitHub and can be accessed at https://
github.com/MarkersinHamburg/S1P_in_MARK-STROKE_
and_CIRCULAS.git. Additional data that support the findings
of this study are available from the corresponding author upon
reasonable request. See the Data Supplement for the STROBE
checklist required by the journal.

Study Design, Ethical Approval, and Patient

Consent (MARK-STROKE)

The biomarkers in stroke (MARK-STROKE) study is an ongoing
prospective observational single-center study at the University
Medical Center Hamburg-Eppendorf, which recruited 413
patients from the stroke unit at the Department of Neurology
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from November 2017 until August 2019. After exclusion of
patients without acute ischemic stroke or transient ischemic
attack, 374 patients were enrolled. The inclusion criteria were
age >18 years and diagnosis of stroke or transient ischemic
attack at discharge. From December 2019 until March 2020,
all patients were followed up by phone or mail. For 270 patients,
we recorded adverse events (ie, death, myocardial infarc-
tion, stroke, and/or rehospitalization). The study protocol was
approved by the Ethics Committee of the Hamburg Board of
Physicians (PV4715 and PV5979). The investigation was con-
ducted in accordance with the Declaration of Helsinki. Written
informed consent was obtained from all participants.

Clinical Assessment

Neurological deficits were assessed by National Institutes of
Health Stroke Scale (NIHSS) and modified Rankin Scale at
admission. Demographic parameters, past medical history, includ-
ing comorbidities (arterial hypertension, hyperlipidemia, diabetes
mellitus, atrial fibrillation, prior stroke, prior myocardial infarction),
laboratory (creatine kinase [CK], creatinine, GOT [glutamic oxa-
loacetic transaminase], GPT [glutamate-pyruvate transaminase],
CRP [C-reactive protein], triglycerides, total cholesterol, LDL
(low-density lipoprotein) cholesterol, and HDL (high-density
lipoprotein) cholesterol) and imaging data (infarct type, internal
carotid artery stenosis) were obtained from medical records.
S1P Measurements
S1P measurements were obtained from serum samples col-
lected at admission as previously described.'” Briefly, 20 uL
of serum sample were incubated with 20 pL of the internal
standard (1 pmol/L [16,17,18-?H,]-S1P (S1P-d,, Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL]). After protein precipitation with 350 pL
acetonitrile/water, 80/20 (vol/vol), and centrifugation, super-
natants were subjected to reverse-phase chromatography on
a Zorbax SB-C, column (2.1x50 mm; Agilent Technologies,
Santa Clara, CA). S1P was eluted with a binary gradient for 6
min (methanol/acetonitrile/0.1% formic acid: 2.5/2.6/95 to
30730740, vol/vol/vol) and quantified applying tandem mass
spectrometry (Varian L1200 MS/MS, Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany), by monitoring the m/z 380 to 264 transi-
tion of S1P and the m/z 387 to 271 transition of S1P-d.. Based
on the area under the curve ratio of the S1P and S1P-d, peaks,
calibration curves (4 levels of S1P: 0; 0.1; 0.3; 1; 3 pmol/L)
were generated to calculate the absolute S1P concentration in
samples. Two levels of quality controls (QCs) were included on
each microtiter plate: for QC-low BSA was spiked with 0.3 pM
S1P and for QC-high with 1.0 yM S1PB, respectively. For both
QC levels, coefficients of variation were below 10%, which was
considered within the acceptance limits for precision.

Statistical Analysis

Continuous variables are given as arithmetic mean+SD if nor-
mally distributed, otherwise as median (25th—75th percentile),
and categorical variables are given as numbers (percentage) of
participants. Relationships between S1P and continuous vari-
ables were assessed by Pearson'’s correlation or linear regression
analyses (B-coefficient and 95% Cl). Statistical comparisons of
2 groups were made by Student ¢ test (2-tailed) for matched
groups or by logistic regression analyses with odds ratios (ORs)

Stroke. 2021;562:00-00. DOI: 10.1161/STROKEAHA.120.033414
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and corresponding 95% Cl. For regression analysis, we calcu-
lated B-coefficients, and ORs for different models: unadjusted
(model 1), adjusted for age and sex (model 2), and adjusted for
age, sex, LDL, creatinine, prevalent arterial hypertension, diabe-
tes, and hypercholesterolemia (model 3). Univariate associations
between S1P and events were assessed with Kaplan-Meier
survival analyses and log-rank test. The independent association
between S1P and events was determined by multivariable Cox
regression analyses with results presented as hazard ratio (HR)
with corresponding 95% CI. For Cox regression, we calculated
HRs for different models: unadjusted (model 1), adjusted for age
and sex (model 2), and adjusted for age, sex, NIHSS at admis-
sion, LDL, creatinine, prevalent arterial hypertension, diabetes,
and hypercholesterolemia (model 3). A A<0.05 was considered
statistically significant. Statistical analysis was performed with
IBM SPSS Statistics (version 27, IBM Corp, Armonk, NY) and
GraphPad Prism (version 5 for Windows, La Jolla).

Validation in the Circulating Biomarkers in
Acute Stroke (CIRCULAS) Study

Results were validated in an independent cohort of patients
with acute stroke from the Ludwig-Maximillian-Universitat in
Munich. Recruitment and baseline characteristics of the cir-
culating biomarkers in acute stroke (CIRCULAS) study have
been described elsewhere.'? For this study, serum samples from
patients with acute stroke were collected upon admission within
24 hours of symptom onset. Serum metabolites were measured
by Metabolon as described previously.'® For this study, we per-
formed a targeted look-up and exclusively extracted relative
concentrations of S1P. Values were standardized by centering
to the mean and scaling by SD..In accordance with the first
cohort, B-coefficients and-ORs were calculated for different
models: unadjusted (model 1), adjusted for age and sex (model
2), and adjusted for age, sex, LDL creatinine, prevalent arterial
hypertension, diabetes, and hypercholesterolemia (model 3). All
analyses for the validation cohort were performed in R (version
3.5.0, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

RESULTS

S1P Levels and Stroke Phenotype

The 374 patients with stroke of the MARK-STROKE bio-
marker cohort were 67.9113.0 years old and 64.7% male
(Table 1). Serum-S1P concentrations were positively cor-
related with total cholesterol, triglycerides, LDL, but not
with HDL, creatinine or CRP (Table 2). Inverse correla-
tions for serum-S1P were observed with age and neu-
rological impairment, that is, NIHSS and modified Rankin
Scale (Table 2). In multivariate analyses, the association
between S1P levels with NIHSS at baseline remained sig-
nificant in models adjusted for age, sex, LDL, creatinine
and vascular risk factors (Table 3). Cross-sectional analy-
sis revealed significantly lower STP levels in patients with
stroke with prior myocardial infarction (Table 4). In line with
a negative correlation between serum-S1P and NIHSS
scores, lower S1P levels were found in patients with
stroke with anterior circulation nonlacunar infarcts com-
pared with those with lacunar infarcts, 1.43+£0.28 umol/L,

Stroke. 2021;52:00-00. DOI: 10.1161/STROKEAHA.120.033414
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Table 1. Baseline Characteristics

MARK-STROKE CIRCULAS
Characteristics (n=374) (n=219)
Demographic parameters
Age, y 67.9+13.0 72.0+13.6
Male 242 (64.7) 115 (52.5)
Smoking 94 (25.1) 112 (51.1)
Hypertension 270 (72.2) 171 (78.1)
Hyperlipidemia 121 (32.4) 93 (42.5)
Diabetes 63 (16.8) 35 (16.0)
Atrial fibrillation 81 (21.7) 52 (23.7)
Prior myocardial infarct 41 (11.0) 23 (10.5)
Prior stroke 62 (16.6) 64 (29.2)
BMI, kg/m? 26.3x4.5 26.1+4.7
AT, h 65.2+57.5 4.2+4.9
Laboratory parameters
Hemoglobin, mg/dL 13.6%£1.8 13.9%+1.8
Leucocytes, 10°/L 7.7+2.4 8.6+3.5
Thrombocytes, 10°/L 244182 237+109
Cholesterol, mg/dL 187.1£46.6 184.4+46.3
Triglycerides, mg/dL 142175 115.3+58.6
LDL, mg/dL 7 19?.’3:'_"42.4 117.6+38.9
HDL, mg/dL P50 50.0+13.1
GOT, U/L 23.7£10.9 26.4£12.5
GPT, U/L 29.2+34.3 21.8%16.0
CK, U/ 126+151 1771617
Creatinine, mg/dL 1.04+0.94 1.08+0.32
CRP, mg/dL 1.31+£2.42 1.08£2.66
S1P, pmol/L 1.50+0.35 NA
Medication
Antiplatelet 259 (69.3) 69 (31.5)
Lipid-lowering 270 (72.2) 73 (33.3)
Antihypertensive 268 (71.7) 140 (63.9)
Neurological parameters
TIA 108 (28.9) 0 (0)
NIHSS, points 2.7£3.6 6.7£6.3
mRS, stage 1.56+1.4 2.8%1.5
ICA stenosis 90 (24.1) 48 (21.9)

Data are given as meanSD or number (%), as appropriate. AT indicates time
from symptom onset until blood collection; CIRCULAS, circulating biomarkers in
acute stroke; CK, creatine kinase; CRP, C-reactive protein; GOT, glutamic oxalo-
acetic transaminase; GPT, glutamate-pyruvate transaminase; HDL, high-density
lipoprotein; ICA, internal carotid artery; LDL, low-density lipoprotein; MARK-
STROKE, biomarkers in stroke; mRS, modified Rankin Scale; NA, not available;
NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; S1P, sphingosine-1-phos-
phate; and TIA, transient ischemic attack.

and 1.57£0.38 pmol/L, respectively (F=0.008). In logistic
regression analyses, the associations between serum-
S1P and prior myocardial infarction remained significant
(OR, 0.19 [95% CI, 0.05-0.70]), whereas we observed
only a trend for serum-S1P and anterior circulation nonla-
cunar infarcts in fully adjusted models (OR, 0.37 [95% C],
0.13—-1.06]; Table 3). We did not observe any association
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Table 2. Correlation of S1P With Clinical and Laboratory
Parameters in MARK-STROKE
Correlation coefficientr | P value

Age —0.145 <0.01t
Hemoglobin 0.240 <0.001#
Thrombocytes 0.325 <0.001#
Cholesterol 0.251 <0.001#
Triglycerides 0.132 0.01*
LDL 0.238 <0.001%
HDL —0.028 0.60
Creatinine 0.009 0.87
CRP 0.061 0.48
NIHSS —0.192 <0.001%
mRS —0.175 0.001t
Carotid intima-media thickness 0.002 0.97

Correlation analysis with Pearson coefficients. CRP indicates C-reactive pro-
tein; MARK-STROKE, biomarkers in stroke; mRS, modified Rankin Scale; NIHSS,
National Institutes of Health Stroke Scale; HDL, high-density lipoprotein; and
LDL, low-density lipoprotein.

*P<0.05, tP<0.01, #£<0.001.

of serum-S1P with parameters of atherosclerosis, that is,
carotid intima-media thickness or the presence of internal
carotid artery stenosis (Tables 2 and 4).

S1P and Stroke Outcome

During a mean follow-up period of 294%170 days, we
registered 79 adverse eventsramong 270 patients with
acute stroke. Baseline 'serum-S1P levels were signifi-
cantly lower in patients with-adverse events compared
with those without an adverse event (no event: 1.562+0.35
pmol/L, event: 1.43£0.31 pmol/L, n=273, FP=0.03,
Table 4). In logistic regression analyses, this difference
was significant after adjustment for age and sex (OR, 0.4 1
[0.17-0.95]) but revealed only a trend after additional
adjustments for NIHSS at admission, LDL, creatinine,
and prevalent vascular disease (OR, 0.44 [0.18-1.07];
Table 3). In Kaplan-Meier analyses, low S1P levels were
significantly associated with adverse events (Figure [A];
P=0.048, log-rank test, n=270). In adjusted Cox regres-
sion analysis, patients in the lowest serum-S1P tertile had
a significantly reduced disease-free survival compared
with the highest serum-S1P tertile after full adjustment
for age, sex, NIHSS at admission, LDL, creatinine, preva-
lent arterial hypertension, diabetes, and hypercholesterol-
emia (HR, 0.51 [0.28-0.92]; n=265, Figure [B]).

S1P in the Validation Cohort

Finally, we validated these findings in the CIRCULAS
cohort, which consisted of 219 patients with acute stroke
(Table 1). In cross-sectional analyses, serum-S1P was
inversely associated with NIHSS (B-coefficient: —=0.030,
P=0.03, Table 5). In agreement with the association of
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Table 3. Regression Analysis of S1P Levels With NIHSS,
Territorial Infarct, Prior MI, and Adverse Events in MARK-
STROKE

Model | B coefficient (95% CI) P value
NIHSS 1 —1.918 (—2.942 to —0.894) <0.001#
2 —1.877 (—2.908 to —0.845) <0.001#%
3 —1.698 (—2.759 to —0.637) 0.0021
Model QOdds ratio (95% CI) Pvalue
PACI/TACI vs LACI | 1 0.276 (0.105 to 0.727) 0.0091
2 0.263 (0.095 to 0.724) 0.010*
3 0.370 (0.128 to 1.064) 0.065
Prior Ml vs no prior | 1 0.144 (0.044 to 0.473) 0.0011
M 2 0.182 (0.053 to 0.629) 0.007t
3 0.188 (0.050 to 0.704) 0.010*
Event vs no event 1 0.419 (0.180 to 0.973) 0.043*
2 0.406 (0.174 to 0.948) 0.037*
3 0.443 (0.18 to —1.067) 0.052

Linear or logistic regression analysis with beta coefficients (95% CI) (model
1: unadjusted; model 2: adjusted for age and sex; model 3: adjusted for age, sex,
LDL-C, creatinine, prevalent arterial hypertension, diabetes, and hypercholester-
olemia. LACI indicates lacunar circulation infarct; LDL-C, low-density lipoprotein
cholesterol; MI, myocardial infarction; NIHSS, National Institutes of Health Stroke
Scale; MARK-STROKE, biomarkers in stroke; PACI, lacunar circulation infarct;
S1B sphingosine-1-phosphate; and TACI, total anterior circulation infarct.

"A<0.05, tA<001, +P<0.00 |

low serum-S1P with anterior circulation nonlacunar
infarcts found in the MARK-STROKE cohort, a linear
and inverse association was also observed for serum-
S1P with infarct volume in the CIRCULAS cohort as well
(B-coefficient: —0.090, FP=0.024, Table 5). During the
90-day follow-up, low serum-S1P levels were associ-
ated with a higher mortality and more severe impairment
in survivors (OR, 0563 [0.28-0.99] and p-coefficient:
—0.500, P=0.018, respectively, Table 5).

DISCUSSION

In our study, low serum-S1P levels in patients with acute
stroke were associated with (1) more severe neuro-
logical impairment, (2) anterior circulation nonlacunar
infarcts, (3) cardiac comorbidities, and (4) worse out-
come. Although animal stroke experiments and clinical
pilot trials suggest a protective effect of the sphingo-
sine-1-phosphate receptor 1 agonist fingolimod in
stroke,'®® a direct link between blood borne S1P levels
with clinical and outcome parameters has not yet been
demonstrated. Here, we show that low serum-S1P con-
centrations are associated with more severe neurological
deficits at admission independent of possible confound-
ers. In animal models, S1P has been shown to enhance
collateral growth, to improve microvascular circulation,
and to attenuate blood-brain-barrier dysfunction, all of
which may contribute to reduce infarct size.*¢ In agree-
ment with these observations, S1P levels were lower in
patients with stroke with anterior circulation nonlacunar

Stroke. 2021;562:00-00. DOI: 10.1161/STROKEAHA.120.033414
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Table 4. Comparison of S1P Levels With Absence or Pres-
ence of Clinical Parameters in MARK-STROKE

Absent Present P value
Smoking 1.48+0.36 pmo/L | 1.55%0.33 pmo/L | 0.082
Hypertension 1.563+0.41 pmo/L | 1.49%£0.32 pmo/L | 0.319
Hyperlipidemia 1.48+0.35 pmo/L | 1.53%£0.34 pmo/L | 0.190
Diabetes 1.50%£0.36 ymo/L | 1.49%0.27 pmo/L | 0.924
Atrial fibrillation 1.52+0.35 ymo/L | 1.43%£0.32 pmo/L | 0.064
Prior myocardial infarct | 1.52+0.35 ymo/L | 1.36%£0.30 pmo/L | 0.006%
Prior stroke 1.49+0.36 pmo/L | 1.56%0.28 pmo/L | 0.139
ICA 1.50£0.35 ymo/L | 1.50£0.31 pmo/L | 0.999
Nonlacunar infarct 1.57£0.38 pmo/L | 1.43+0.28 pmo/L | 0.008%
Adverse event 1.52+0.35 ymo/L | 1.43+0.31 pmo/L | 0.033*

Data are given as mean+SD. Comparison of 2 independent groups with ttest.
ICA indicates internal carotid artery; MARK-STROKE, biomarkers in stroke; and
S1B, sphingosine-1-phosphate.

“P<0.05, 1P<0.01.

infarcts compared with lacunar infarcts in the MARK-
STROKE cohort and an inverse association between
serum-S1P and infarct volume was observed in the CIR-
CULAS cohort. Notably, both studies were conducted,
measured, and analyzed entirely independent of each
other and revealed the same major findings.

In 2 clinical pilot trials, patients with acute stroke
treated with alteplase plus fingolimod had smaller infarct
sizes and a better clinical improvement at 24 hours.”™®
Both trials included patients with ‘anterior circulation

Sphingosine-1-Phosphate in Stroke

infarct and intracranial large vessel occlusion. In our
study, patients with stroke with nonlacunar infarcts had
low serum-S1P levels. Therefore, especially low serum
S1P levels would be expected in patients with stroke with
large vessel occlusion. Although serum S1P was associ-
ated with lesion volume and NIHSS in our cohorts of
the general stroke population, beneficial effects of S1P
agonists are particularly promising in patients with stroke
with large infarct sizes and severe impairment. In addition
to clinical studies, a recent mechanistic study unequivo-
cally demonstrated that S1P signaling is required to sus-
tain endothelial function in the brain, whereas disruption
of this pathway exacerbated brain injury in permanent
and transient animal stroke models.™

A previous study from our center has shown lower
serum-S1P in vascular patients when compared with a
group of healthy blood donors.™ In that cohort, associa-
tions between atherosclerotic parameters and serum-
S1P levels have not been observed possibly due to the
prevalence of undetected low grade atherosclerosis in
most of these individuals. It is also possible that lower
serum-S1P levels in vascular patients are due the
early impairment of endothelial functions, rather than
the prevalence of established plaques. In line with this
assumption, the analysi§ 6£:200 human carotid plaques
revealed a correlation between plaque instability with
all sphingolipids except for S1R' In contrast to arte-
riosclerotic etiologies, in our study S1P was found
inversely associated with cardiac comorbidities, that is,

A

100 a4,

P=0.048

event-free survival (%)

T T T 1
0 100 200 300 400
time (days)

S1P >1.58umol/I
—— S1P 1.33-1.58umol/l
—— S1P <1.33umol/l

Figure. Kaplan-Meier and Cox
regression analysis of patients with
acute stroke.

A, Kaplan-Meier curves for adverse events
(death, stroke, myocardial infarction,
rehospitalization) stratified by sphingosine-
1-phosphate (S1P) tertiles during a
follow-up time of 365 d after stroke
(lowest tertile: <1.33 pmol/L, second
tertile: 1.33—1.68 pmol/L, highest tertile
>1.68 pmol/L; P=0.048, n~=274). B, Cox
regression analysis of unadjusted and
adjusted models for the lowest vs highest
tertile of S1P concentrations (model

1: unadjusted, model 2: adjusted for

age and sex, model 3: adjusted for age,

Model HR (95% Cl)

sex, low-density lipoprotein cholesterol,

P value National Institutes of Health Stroke

0.525
(0.300, 0.918)

Scale at admission, creatinine, prevalent
0.024* arterial hypertension, diabetes, and
hypercholesterolemia; *P<0.05).

1t tertile
Vs 2
3" tertile

0.537
(0.306, 0.944)

0.031*

0.507
(0.281, 0.915)

0.024*
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Table 5. Regression Analysis of S1P Levels With NIHSS,
Infarct Volume, mRS After 90 Days and Death Within 90 Days
in CIRCULAS

Model B coefficient P value
NIHSS 1 —0.034 0.0021
2 —0.034 0.004%
3 —0.030 0.030*
Infarct volume 1 —0.104 0.0021
2 —0.104 0.0021
3 —0.090 0.024*
mRS 90 d 1 —0.466 0.01*
2 —0.375 0.042*
3 —0.500 0.018*
Model Odds ratio (95% ClI) Pvalue
Death 90 d 1 0.53 (0.31-0.88) 0.015*
2 0.60 (0.36-1.01) 0.054
3 0.53 (0.28-0.99) 0.048*

Linear or logistic regression analysis with beta coefficients or odds ratios
(95% CI), respectively (model 1: unadjusted; model 2: adjusted for age and sex;
model 3: adjusted for age, sex, LDL-C, creatinine, prevalent arterial hypertension,
diabetes, and hypercholesterolemia) (n=219). CIRCULAS indicates circulating
biomarkers in acute stroke; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; mRS,
modified Rankin Scale; NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; and
S1P, sphingosine-1-phosphate.

*P<0.05, 1£<0.01.

previous myocardial infarction.and possibly atrial fibrilla-
tion. Recent studies in mouse models of cardiac hyper-
trophy and myocardial ischemia have shown beneficial
effects of S1P receptor agonists strongly suggesting a
beneficial effect for serum-S1R7

Most importantly, low serum-S1P levels were asso-
ciated with adverse events after acute ischemic stroke.
In the MARK-STROKE cohort, adverse events included
death, stroke, myocardial infarction, and rehospitaliza-
tion and a significant difference between tertiles was
observed after 200 days. In the CIRCULAS cohort, a sig-
nificant association of low serum-S1P levels with mor-
tality and modified Rankin Scale was observed already
after 90 days. Higher NIHSS scores in the CIRCULAS
study might explain why increased event rates and more
severe neurological impairment in association with low
serum-S1P levels are observed earlier. In line with our
findings, a recent case-control study revealed an associ-
ation of low plasma-S1P levels with myocardial infarction
and acute coronary syndrome.® This and previous stud-
ies suggest a protective role of HDL-bound S1P as an
integral component of functional (versus dysfunctional)
HDL.>'® Whether the beneficial effect of S1P in patients
with stroke is linked to HDL-function should be explored
in future studies. Low serum-S1P levels are also found
in patients with pneumonia and sepsis, which might link
to endothelial dysfunction observed in these patients.’®°
In our study, the causes for death and rehospitalization
have not been documented and therefore we cannot rule
out that some adverse events might be attributed to the
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association between serum-S1P and infectious causes.
Other limitations of our study include the small sample
size, the relatively short period for follow-up examinations
and the multi-factorial end point in the MARK-STROKE
study. Furthermore, S1P levels in the CIRCULAS cohort
are based on a metabolome analysis, and therefore,
absolute S1P concentration between the 2 studies can-
not be compared. Although our findings await verification
in larger, randomized multicenter clinical trials, the valida-
tion of our major findings in an independent stroke cohort
already underlines the robustness of our observations.

CONCLUSIONS

In conclusion, our findings imply a detrimental role of low
S1P levels in acute stroke and therefore underpin the
therapeutic potential of STP-mimics.
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Abstract: Homoarginine is associated with cardio- and cerebrovascular morbidity and mortality.
However, the underlying pathomechanisms remain elusive. Here, we evaluated the association
of homoarginine with adverse events (i.e., death, stroke, and myocardial infarction) and carotid
intima-media thickness (cIMT) in stroke patients. In the prospective bioMARKers in STROKE
(MARK-STROKE) cohort, patients with acute ischemic stroke or transient ischemic attack (TIA)
were enrolled. Plasma homoarginine concentrations were analyzed and associated with clinical
phenotypes in cross-sectional (374 patients) and prospective (273 patients) analyses. Adjustments for
possible confounders were evaluated. A two-fold increase in homoarginine was inversely associated
with the National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) score at admission, cIMT, and prevalent
atrial fibrillation (mean factor —0.68 [95% confidence interval (CI): —1.30, —0.07], —0.14 [95% CI:
—0.22, —0.05]; and odds ratio 0.57 [95% CI: 0.33, 0.96], respectively). During the follow-up (median
284 [25th, 75th percentile: 198, 431] days), individuals with homoarginine levels in the highest tertile
had fewer incident events compared with patients in the lowest homoarginine tertile independent of
traditional risk factors (hazard ratio 0.22 [95% CI: 0.08, 0.63]). A lower prevalence of atrial fibrillation
and a reduced cIMT pinpointed potential underlying pathomechanisms.

Keywords: homoarginine; acute stroke; transient ischemic attack; carotid intima-media thickness;
atrial fibrillation

1. Introduction

Globally, stroke is the second leading cause of death, accounting for 11.6% of all
deaths, and the third leading cause of disability and premature death, accounting for
5.7% of all disability-adjusted life years lost, with atherosclerosis being one common
underlying pathology [1]. Improved prevention programs and acute therapy interventions
cause a decline in age-standardized incidence, prevalence, and mortality rates. However,
the absolute burden of disease has steadily increased from 1990 to 2019 due to aging
populations, and morbidity and mortality rates are expected to further increase together
with enormous healthcare costs [1]. Based on these epidemiological data, the urgent
need for improvement both primary preventive strategies and therapeutic options, can
be derived.

While pharmacological treatment of risk factors like hypertension and abnormal
lipid levels have substantially lowered the mortality risk, there is still a medical need to

Life 2023, 13, 1590. https://doi.org/10.3390/1ife13071590

https:/ /www.mdpi.com/journal/life


https://doi.org/10.3390/life13071590
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/journal/life
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0003-3770-5357
https://orcid.org/0000-0003-3597-6276
https://doi.org/10.3390/life13071590
https://www.mdpi.com/journal/life
https://www.mdpi.com/article/10.3390/life13071590?type=check_update&version=1

Life 2023, 13, 1590

20f11

improve morbidity and to reduce adverse events; e.g., ischemic stroke and myocardial
infarction. Carotid artery intimal-media thickness (cIMT) is one measure of subclinical
atherosclerotic burden, with higher values being associated with an adverse cerebrovascular
and cardiovascular prognosis [2]. Consequently, cIMT has also been proposed as a surrogate
marker for therapeutic interventions directed at lowering atherosclerotic burden [3]. In
preliminary work, we and others identified new therapeutic targets to improve the outcome
of cerebrovascular and cardiovascular disease; for example, homoarginine [4,5].

Homoarginine is a nonproteinogenic amino acid that differs from arginine by
one methylene group [5]. It was first isolated from the seeds of the red pea (lathyrus
cicera) in 1962 by the English botanist and chemist Ernest Arthur Bell [6]. It is supplied via
foods such as red peas, grass peas (lathyrus sativa), or lentils (lens culinaris) [7]. In the Central
European diet, red peas, grass peas, and lentils play a minor role, while these legumes are
still used in Southern European (Portugal, Spain, and Italy) cuisine as well as in East Africa
(e.g., Ethiopia) and Central and South Asia (India, Bangladesh, Kashmir, and Nepal) [8]. A
study that examined the differentiation of exogenous and endogenous protein in the chyme
of miniature pigs demonstrated that homoarginine was almost completely absorbed in the
jejunum and ileum [9]. The absorption of homoarginine in the human gastrointestinal tract
is not well studied yet.

Endogenously, homoarginine is produced in kidneys, liver, and pancreas by the
mitochondrial enzyme arginine:glycine amidinotransferase (AGAT). Yet, the alimen-
tal intake of homoarginine seems to play a minor role, and it remains to be exam-
ined how much homoarginine is derived from food versus enzymatic production [5].
AGAT catalyzes the synthesis of L-homoarginine from L-arginine and L-lysine, while
arginase can at least in principle hydrolyze L-homoarginine to L-lysine and urea [10].
However, high L-homoarginine concentrations inhibit arginase, which consecutively
leads to increasing arginine and nitric oxide (NO) concentrations, improving vascu-
lar homeostasis [11]. Additionally, L-homoarginine serves as a direct substrate for
endothelial NO synthase (eNOS) [12]. Furthermore, L-homoarginine is a specific
uncompetitive inhibitor of tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP). TNAP
is expressed in many tissues, including vascular endothelial cells. Epidemiological
studies have indicated that elevated TNAP concentrations in blood are an indepen-
dent predictor of overall mortality in patients with stroke and other cardiovascu-
lar diseases [13]. The enzyme alanine:glyoxylate aminotransferase 2 metabolizes L-
homoarginine to 6-guanidino-2-oxocaproic acid, whereas some other enzymes of the
urea cycle could be involved in the metabolism as well [14]. In addition to enzymatic
clearance, homoarginine is also excreted into the urine [5]. However, the extent of
hepatic and renal excretion seems to be moderate, and homoarginine can be determined
in plasma and serum at median concentrations of 1.77 [25th, 75th percentile: 1.38, 2.26]
umol/L and 2.56 [1.99, 3.32] umol/L, respectively, in women and 2.01 [1.61, 2.56] and
2.72 [2.20, 3.33] umol/L, respectively, in men [15,16]. Of note, during pregnancy
mean serum homoarginine concentrations increase up to 5.3 & 1.5 umol/L in the third
trimester [17].

Previously, we associated homoarginine in the population-based Dallas Heart Study
inversely with subclinical atherosclerosis; i.e., aortic wall thickness, and homoarginine
was found to predict cardiovascular morbidity and mortality [18]. Similarly, a cohort
study postulated a strong relationship between arginine and the NO pathway with aor-
tic atherosclerosis but not with aortic distensibility, suggesting different mechanisms in
aortic wall remodeling [19]. In cerebrovascular patients, the ratios of homoarginine over
asymmetric dimethylarginine and of homoarginine over symmetric dimethylarginine can
discriminate stroke etiologies, predict internal carotid artery stenosis, and estimate the risk
of atrial fibrillation [20]. In addition to atherosclerotic phenotypes, cardio-embolic etiolo-
gies, especially those due to atrial fibrillation, are a main and independent cause of ischemic
stroke. Previous studies demonstrated that homoarginine is also inversely associated with
corrected QT interval duration and seems to predict prevalent atrial fibrillation [21] as
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well as advanced atrial fibrillation progression phenotypes [22]. In 3331 participants of the
Framingham Offspring Study, lower plasma homoarginine concentrations were associated
with higher all-cause mortality during a median follow-up of 18 years [23]. Recently, a
meta-analysis of 13 studies that included 11,964 participants confirmed the inverse as-
sociation of homoarginine and all-cause mortality. Of note, low levels of homoarginine
were strongly associated with severe strokes and also revealed a trend toward increased
risk for stroke [24]. We therefore examined the blood of patients with acute stroke or
transient ischemic attack (TIA) and analyzed cross-sectional and prospective associations
of plasma homoarginine with medical conditions as a risk factor for stroke (prevalent atrial
fibrillation), cIMT as a parameter for the extant prevalent atherosclerosis, and incident
events during a follow-up period in an independent stroke cohort.

2. Patients and Methods
2.1. Study Design, Ethical Approval, and Patient Consent

The bioMARKers in STROKE (MARK-STROKE) cohort is a prospective observational
single-center study at the University Medical Center Hamburg-Eppendorf that recruited
413 patients from the stroke unit at the Department of Neurology from November 2017
until August 2019 [25]. Firstly, every stroke unit patient assumed to have had an acute
stroke or TIA was eligible for this study and was informed about this study. For strongly
affected patients, a legal representative was allowed to give informed written consent.
Exclusion criteria were acute or chronic impaired renal function and serious substance
abuse. After exclusion of patients without a final diagnosis of an acute ischemic stroke or a
TIA, 374 patients were enrolled.

The inclusion criteria were age >18 years, diagnosis of stroke or TIA at discharge,
and written informed consent. From December 2019 until March 2020, all patients were
followed up by phone, mail, or e-mail. A total of 273 patients or relatives could be reached,
and adverse events (i.e., death, nonfatal myocardial infarction and stroke) were recorded.
Information on adverse events was either obtained from patient records, reported by the
patients themselves, or given by relatives of the deceased.

The study was conducted according to the guidelines of the Declaration of Helsinki
and approved by the Ethics Committee of the Hamburg Board of Physicians (PV4715).
Informed written consent was obtained from all subjects involved in the study.

2.2. Clinical Assessment

Neurological deficits were assessed via the National Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS), and the cIMT was calculated using ultrasound measurements at admission. These
assessments were conducted by experienced residents from the Department of Neurology.
All data, including demographic parameters, past medical history, comorbidities (arte-
rial hypertension, hyperlipidaemia, diabetes mellitus, atrial fibrillation, prior stroke, and
prior myocardial infarction), laboratory parameters (glycated hemoglobin Alc (HbAlc),
glomerular filtration rate (GFR), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density
lipoprotein-cholesterol (HDL-C), and triglycerides) and cIMT measured via ultrasound
were collected as part of the standard stroke unit routine and obtained from the med-
ical records of each patient, as previously described [20,25]. Medication on admission
was evaluated for blood-thinning drugs, including acetylsalicylic acid, adenosine diphos-
phate receptor antagonists, and anticoagulants. Lipid-lowering drugs comprised statins,
fibrates, and ezetimibe. The antihypertensive medication consisted of diuretics, angiotensin-
converting enzyme inhibitors, angiotensin II receptor blockers, beta adrenoceptor blockers,
and calcium channel blockers. The GFR was calculated using the abbreviated MDRD
equation: 186 x (creatinine/88.4) — 1.154 x (age) — 0.203 x (0.742 if female) x (1.210 if
Black). For sonography of the right and left common carotid arteries, a high-resolution
B-mode and duplex ultrasound using a GE Logiq7 system with a 7.5 MHz linear-array
transducer (GE Healthcare, Solingen, Germany) was applied. In brief, cIMT was measured
at the far wall, and the distance from the leading edge of the first echogenic line to the
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leading edge of the second echogenic line with 10 mm proximal to the reference point at
its thickest point in a region free of plaques was calculated. The greatest cIMT measured
in the right and left common carotid artery was used to define the individual cIMT. All
carotid ultrasound studies were performed by two investigators, and offline analyses of
all frozen ultrasound images were performed by the same experienced reader, who was
blinded to clinical data.

2.3. Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometric Measurement of Homoarginine

As part of the admission routine, venous blood samples were taken from every patient
participating in this study. In addition to the four standard laboratory monovettes (serum-
gel, coagulation, EDTA K, and lithium-heparin; Sarstedt, Niimbrecht, Germany), one
further monovette (EDTA K, 7.5 mL; Sarstedt) was taken for this study. The monovettes
were centrifuged at 4 °C at 1000 rpm for 20 min. About 3 mL of the supernatant plasma
from the monovettes was pipetted into two Eppendorf tubes and frozen at —80 °C.

The laboratory measurements were obtained from these blood samples collected at
baseline and processed as previously described with minor modifications [26,27]. In brief,
25 uL of EDTA plasma, calibrator, or quality control sample was subjected to protein
precipitation with 100 pL of methanol containing 13¢c, 15 N4-L-homoarginine (2.5 pmol /L
of 13C715N4—h0moa1rginine; Cambridge Isotope Laboratories Inc., Andover, MA, USA)
as the internal standard. Residues were derivatized to their butyl ester derivatives, and
reconstituted samples were separated on an AQUITY UPLC BEH Cg 1.7 um (2.1 X 75 mm)
column (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) using an elution gradient of the
two mobile phases: (A) 0.1% formic acid in water and (B) 0.1% formic acid in acetoni-
trile at a flow rate of 0.4 mL/min for 3.2 min. The mean retention time of homoargi-
nine was 1.055 + 0.014 min (n = 10). Quantification was performed with a Xevo Triple
Quadrupole mass spectrometer (Agilent Technologies) with positive electrospray ionization
in multiple-reaction mode (MRM). The MRM transitions monitored were for homoarginine
m/z 245.16 > 211.13 @ 16 eV and m/z 256.20 > 220.17 @ 16 eV for the internal standard
13C,15Ny-homoarginine. Peak area ratios of the analyte and internal standard were cal-
culated for calibration (four levels; i.e., 0, 2, 5, and 10 umol/L), quality control (QC-low
and -high), and study samples and used for quantification. Quality control samples were
accepted below a 15% relative standard deviation (RSD).

2.4. Statistical Analyses

Continuous variables are given as the mean =+ standard deviation (SD) if normally
distributed; otherwise they are given as the median [25th, 75th percentile], and categor-
ical variables are given as numbers (percentage) of participants. Relationships between
homoarginine and continuous variables were assessed via Spearman correlation or linear
regression analyses on log-transformed variables (exponentiated beta coefficient (=mean
factor) and 95% confidence interval (CI) are reported). Statistical comparisons of tertiles
were made using one-way ANOVA, Kruskal-Wallis, or Chi? tests as appropriate. For
associations with NIHSS and cIMT, we calculated beta coefficients. For statistical com-
parisons of AF groups, we used logistic regression analyses with odds ratios (ORs), and
the corresponding 95% Cls were reported. Univariate associations between homoarginine
and events were illustrated via Kaplan—-Meier plots and compared with a Mantel-Cox
log-rank test. The independent associations between homoarginine tertiles and the time to
events were determined via multivariable Cox regression analyses, with results presented
as the hazard ratio (HR) and corresponding 95% CI. We adjusted the beta coefficients, ORs,
and HRs by applying different models: unadjusted (model 1); adjusted for age and sex
(model 2); and additionally adjusted for hypertension, diabetes, smoking, hypercholes-
terolemia, and GFR (model 3).

A p-value < 0.05 was considered statistically significant. Statistical analysis was
performed using IBM SPSS Statistics (version 22, IBM Corp., Armonk, NY, USA) and
GraphPad Prism (version 5 for Windows, La Jolla, CA, USA).
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Deidentified patient data and related documents such as the study protocol and
statistical analysis plan will be shared upon request from any qualified investigator for
3 years after the date of publication.

3. Results
3.1. Homoarginine Levels and Stroke Risk Factors

The 374 patients in the MARK-STROKE cohort were 67.9 £ 13.0 years old, and 64.7%
were male. The mean age of patients decreased from 72.9 £ 11.6 years to 63.3 &= 12.6 years
from the lowest to the highest tertile of homoarginine, with homoarginine plasma concen-
trations below 1 umol/L and above 1.5 umol/L, respectively (Table 1). The frequency of
male patients was higher in the third and second tertile as compared with the first tertile
of homoarginine; i.e., 74.4%, 73,4%, and 46.4%, respectively (Table 1). Across increasing
homoarginine tertiles, we observed more smokers and a higher GFR but less atrial fib-
rillation, lower NIHSS scores, and a decreased cIMT (Table 1). Similarly, homoarginine
concentrations were positively correlated with higher triglyceride levels and GFR but in-
versely correlated with age, NIHSS score at admission, and cIMT (Table 2). In multivariable
analyses, only the association between homoarginine concentrations and NIHSS, cIMT, and
atrial fibrillation remained significant in adjusted regression models (NIHSS: mean factor
—0.68 [95% CI: —1.30, —0.07]; cIMT: —0.14 [95% CI: —0.22, —0.05]; atrial fibrillation: OR
0.57 [95% CI: 0.33, 0.96], model 3 (Table 3).

Table 1. Baseline characteristics MARK-STROKE.

1st Tertile (n = 125) 2nd Tertile (n = 124) 3rd Tertile (n = 125)

Characteristics <1.0 umol/L 1-1.5 umol/L >1.5 umol/L p-Value
Demographic parameters

Age, years 72.9 (11.6) 67.4 (13.1) 63.3 (12.6) <0.0071 ***
Male sex, % 58 (46.4) 91 (73.4) 93 (74.4) <0.001 ***
Smoking, % 20 (16.0) 42 (33.9) 32 (25.6) 0.004 **
Hypertension, % 91 (72.8) 92 (74.2) 87 (69.6) 0.815
Hyperlipidaemia, % 34 (27.2) 44 (35.5) 43 (34.4) 0.315
Diabetes, % 19 (15.2) 27 (21.8) 17 (13.6) 0.259
Atrial fibrillation, % 37 (29.6) 29 (23.4) 15 (12.0) 0.003 **
Prior myocardial infarct, % 15 (12.0) 11 (8.9) 15 (12.0) 0.660
Prior stroke, % 15 (12.0) 28 (22.6) 19 (15.2) 0.071
BMI, kg/m? 26.7 (4.2) 25.8 (4.3) 26.5 (4.9) 0.278
Laboratory parameters

HbA., % 5.7[54, 6.0] 5.7[54,6.2] 5.6 [5.4, 6.0] 0.841
GFR, mL/min 72 [55, 89] 77 [62,92] 84 [67,97] 0.001 **
Triglycerides, mg/dL 112 [87, 160] 124 [93, 171] 128 [97, 199] 0.014 *
HDL, mg/dL 49 [40, 60] 49 [40, 61] 46 [38, 56] 0.319
LDL, mg/dL 105 [81, 134] 108 [75, 137] 101 [75, 132] 0.710
Homoarginine, umol/L 0.77[0.59, 0.87] 1.22[1.11, 1.34] 1.94 [1.66, 2.21] <0.0071 ***

Medication
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Table 1. Cont.

1st Tertile (n = 125)

2nd Tertile (n = 124)

3rd Tertile (n = 125)

Characteristics <1.0 umol/L 1-1.5 umol/L >1.5 umol/L p-Value
Blood-thinning, % 105 (84.0) 107 (86.3) 109 (87.2) 0.756
Lipid-lowering, % 81 (64.8) 94 (75.8) 95 (76.0) 0.078
Antihypertensive, % 93 (74.4) 90 (72.6) 85 (68.0) 0.512
Neurological parameters
NIHSS, points 210, 4] 210, 3] 110, 3] 0.019*
cIMT, mm 1.4[1.1,1.8] 1.2[1.0,1.6] 1.2[1.0,1.4] <0.001 *
Continuous data are presented as the mean (SD), n (%), or median [25th, 75th percentile], as appropriate.
Categorical variables are given as numbers (percentages) of participants. ANOVA, Kruskal-Wallis or Chi2 tests
were used for comparisons between patient’s characteristics categorized by homoarginine tertiles (* p < 0.05;
**p <0.01; *** p <0.001). Abbreviations: cIMT, carotid intima-media thickness; GFR, glomerular filtration rate;
HbAlc, glycated hemoglobin Alc; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; NIHSS, National
Institute of Health Stroke Scale.
Table 2. Correlation of homoarginine with clinical and laboratory parameters in MARK-STROKE.
Correlation Coefficient r FDR-Corrected p—Value
Age -0.312 <0.001 *
BMI —0.042 0.431
NIHSS at admission —0.140 0.007 *
GFR 0.225 <0.001 *
Triglycerides 0.159 0.002 *
cIMT —0.232 <0.001 *
Spearman correlation coefficients with FDR-corrected p-values. * Indicates statistical significance after FDR
adjustment for 6 tests.
Table 3. Linear and logistic regression analysis of homoarginine concentrations with NIHSS, cIMT,
and AFE.
NIHSS cIMT AF
Model
Mean Factor [95% CI] p-Value Mean Factor [95% CI] p-Value Odds Ratio [95% CI] p-Value
.. —0.77 [-1.35, —0.19] 0.010 * —0.18 [-0.26, —0.10] <0.001 *** 0.41[0.25, 0.67] <0.001 ***
Homoarginine
(per 2-fold 2 —0.65 [—1.27, —0.04] 0.038 * —0.13 [-0.22, —0.05] 0.002 ** 0.53[0.32, 0.89] 0.017 *
increase) 3 ~0.68 [~1.30, —0.07] 0.030*  —0.14[~0.22, —0.05] 0.002 ** 0.57 [0.33, 0.96] 0.036 *

Linear and logistic regression analysis with beta coefficients and odds ratios [95% confidence interval (CI)]. Model
1: unadjusted; model 2: adjusted for age and sex; model 3: additionally adjusted for hypertension, diabetes,
hypercholesterolemia, smoking, and GEFR (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). Abbreviations: AF, atrial fibrillation;
NIHSS, National Institute of Health Stroke Scale; cIMT, carotid intima-media thickness.

3.2. Homoarginine Levels and Stroke Outcome

During follow-up (median 284 [25th, 75th percentile: 198, 431] days), we registered
30 major adverse events among 273 stroke patients. A total of 18 patients died during
the follow-up period. The causes of death were cardiac, malignant, organ failure, lethal
stroke, or of other/unknown etiology. One patient suffered from a nonfatal myocardial
infarction; 11 patients had another stroke. In the Kaplan—-Meier plots, lower homoarginine
levels were associated with incident events across homoarginine tertiles (Figure 1; p = 0.041,
log-rank test). In the unadjusted and adjusted Cox regression analyses, patients in the
highest homoarginine tertile had a significantly lower risk of events compared with the
lowest homoarginine tertile (HR 0.22 [95% CI: 0.08, 0.63], model 3 (Table 4)).
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Figure 1. Kaplan—-Meier curves for homoarginine tertiles during a median follow-up time of
284 [25th, 75th percentile: 198, 431] days after stroke (lowest tertile: <1.0 pmol/L; second tertile:
1.0-1.5 pmol/L; highest tertile: >1.5 pmol/L). Univariate associations between homoarginine
and events were compared using a Mantel-Cox log-rank test (n = 273). Abbreviations: hArg,
homoarginine; MACE, major adverse cardiovascular event (i.e., death, nonfatal stroke, and
myocardial infarction).

Table 4. Cox regression analysis of high homoarginine to predict incident events.

3rd Tertile Versus 1st Tertile

Model
Hazard Ratio [95% CI] p-Value
Risk of mai 1 0.37[0.14, 0.94] 0.036 *
dls ol major 2 0.24 [0.09, 0.66] 0.006 **
adverse events 3 0.22 [0.08, 0.63] 0.005 **

Cox regression analysis with hazard ratios [95% confidence interval (CI)]. Model 1: unadjusted; model 2: adjusted
for age and sex; model 3: additionally adjusted for hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, smoking, and
GFR; n =273 (* p < 0.05; ** p < 0.01). Major adverse events were death, nonfatal stroke, and myocardial infarction.

4. Discussion

Cerebro- and cardiovascular disease are still the leading causes of death worldwide.
In preliminary work, we and others identified potential therapeutic targets to prevent or
monitor disease and treatment; i.e., homoarginine and its anabolic enzyme AGAT [4,5]. In
experimental models of AGAT deficiency, we investigated the functional and mechanistic
role of homoarginine to elucidate underlying (patho)mechanisms of atherosclerosis and
metabolic disorders [4,28]. In the MARK-STROKE clinical cohort, we now show that a
two-fold increase of homoarginine is inversely associated with (1) cIMT and (2) prevalent
atrial fibrillation and (3) that individuals with homoarginine levels in the highest tertile
had fewer incident events compared with patients in the lowest homoarginine tertile
independent of traditional risk factors.

In a large US population-based study with more than 3500 participants, we associated
low homoarginine with increased aortic wall thickness; however, in 78 patients with stroke
or TIA, homoarginine was neither correlated with aortic stiffness nor with aortic intima-
media thickness [18,19]. In line with our previous results, a study on 5-year changes in
carotid wall thickness in a South African cohort showed that higher levels of homoarginine
played a protective role against vascular injury and delayed progression of carotid wall
thickening [29]. We can now provide evidence that the cIMT inversely associates with
homoarginine in stroke and TIA patients independently of other risks for atherosclerosis
like hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, or smoking. Of particular note, not only
does the cIMT decrease with increasing tertiles of homoarginine but also the functional
decline as measured by NIHSS, which improves with increasing tertiles of homoarginine.
This association might depend on the severity of the atherosclerotic burden. In a study of
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40 healthy children and adolescents, neither homoarginine nor other arginine derivates
correlated with cIMT, suggesting that the inverse association of homoarginine und cIMT
might be age- and disease-dependent [30]. Supplementation with homoarginine improves
the outcome after acute ischemic stroke and supresses T-cell proliferation and migration
in diet-induced atherosclerosis in mice [31]. Moreover, in the second and third trimester
of pregnancy, increasing homoarginine was found to be related to improved flow-dilated
vasodilation [17]. Taking these results together, homoarginine might be a sharpened sword
that ameliorates atherosclerosis by suppressing the immune response and improving
vascular function.

Further, we uncovered an association of low homoarginine levels with atrial fibrilla-
tion in patients with acute stroke or TIA. Atrial fibrillation causes a detrimental increase
in morbidity and mortality and elevates the risk of cardiogenic stroke. Previously, we
found that patients with persistent atrial fibrillation at the time of blood sampling had the
lowest homoarginine concentrations compared to paroxysmal atrial fibrillation [22]. In
contrast, homoarginine levels did not correlate with the occurrence or persistence of atrial
fibrillation in a population-based study [32]. Therefore, it seems likely that the association
of homoarginine with atrial fibrillation depends on the underlying pathology.

Finally, we showed that low homoarginine is one predictor of incident events after
stroke or TIA. In patients after stroke, comprehensive screening tools and risk assessments
are needed to prevent further vascular events. For comparison, in patients with acute chest
pain, low plasma homoarginine also was a risk marker for major adverse events (death, non-
fatal myocardial infarction, and stroke), in particular for those with elevated high-sensitive
troponin I [21]. Therefore, low homoarginine levels might be used to identify patients
at increased cerebrovascular and cardiovascular risk to improve their aftercare. In the
North West province arm of the Prospective Urban and Rural Epidemiology (PURE) South
African study, it was examined whether homoarginine was associated with a 10-year risk of
all-cause and cardiovascular mortality in a Black South African population. Cardiovascular
mortality was defined as death due to cardiac failure, myocardial infarction, or stroke. The
participants who survived had higher homoarginine plasma concentrations compared with
those who died during the follow-up-period [33]. In another analysis from the PURE South
African study, the plasma homoarginine levels of 166 participants who developed arterial
hypertension were compared with the plasma homoarginine levels of 166 participants
who remained normotensive for a follow-up period of 10 years. A positive association of
plasma homoarginine with blood pressure in participants who remained normotensive
could be demonstrated, suggesting a protective role of homoarginine for preserving normal
blood pressure [34]. These findings also suggest a potential indirect protective effect of
high homoarginine for individuals at acute stroke or TIA risk by ameliorating stroke risk
factors such as hypertension.

Analyses from the population-based Young Finns Study (n = 2106; 54.6% females,
aged 24-39) aimed to evaluate the predictive value of homoarginine in the development
of cardiometabolic risk factors (hyperglycaemia, abdominal obesity, and type 2 diabetes)
and outcomes like fatal stroke, heart failure, or sudden cardiac death [35]. A Mendelian
randomization approach was used to test causal associations. In the 10-year follow-up
analysis, homoarginine served as an independent predictor but did not reveal evidence of
causal associations between serum homoarginine and cardiometabolic outcomes. Here, ele-
vated concentrations of circulating homoarginine did not seem to change cardiometabolic
disease risk [35].

The median homoarginine plasma concentration of our patients in the lowest ter-
tile was 0.77 [0.59, 0.87] umol/L. Recently, we defined the sex-specific 2.5th and 97.5th
percentiles of reference intervals of homoarginine plasma concentrations to be 0.84 and
3.89 umol/L in women and 0.98 and 4.10 umol/L in men, respectively [16]. The median
homoarginine plasma concentrations of patients in the lowest tertile were barely within the
lower 2.5th percentile of the reference intervals and represented the highest risk for major
adverse events. Interestingly, homoarginine can be supplemented to healthy humans with-
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out harm by applying a once-daily dosing of 125 mg [36]. This dosage was well tolerated
without vascular or neurological abnormalities or any other significant side effects [37].
Our findings provide a clear rationale to conduct prospective studies with homoarginine
supplementation [38]; e.g., such a study has been initiated in patients with acute ischemic
stroke (ClinicalTrials.gov identifier: NCT03692234).

The limitations of these findings were a relatively small sample size and that the
study did not include a control group, thus the prevalence of stroke and homoarginine
levels in the population were not determined. Also, no records of eating habits were
obtained, although the alimental effect of homoarginine ingestion seemed to be small,
and foods containing noteworthy amounts of homoarginine are very rare in the standard
Central European diet. Furthermore, there was a selection bias because our patients had
to be capable of giving informed written consent. For strongly affected patients, a legal
representative was allowed to give informed written consent alternatively. This reduced
the number of participating patients with severe stroke or a high NIHSS score. In line with
this notion, the mean NIHSS scores were relatively low, meaning most patients of our study
had minor strokes.

5. Conclusions

In conclusion, low homoarginine significantly correlates with advanced arteriopa-
thy, atrial fibrillation, and major adverse events in patients with recent stroke or TIA.
Therefore, homoarginine may be a mediator that prevents mortality and morbidity in
cerebrovascular patients. However, the evidence for causality is weak, and it remains to be
determined if homoarginine is a protective cardiovascular mediator or a clinically useful
biomarker of cerebrovascular and cardiovascular risk. Clinical studies that examine the
effect of homoarginine supplementation in patients after acute stroke or TIA could provide
further insights into possible positive effects of elevated plasma homoarginine levels in
stroke pathology.
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2 Darstellung der Publikationen

2.1 Einleitung

Weltweit erleiden ca. 12 Millionen Menschen jahrlich einen Schlaganfall, etwa 101
Millionen Menschen leben mit den Folgen dessen. Damit sind Schlaganfalle weltweit
die zweithaufigste Todesursache und die dritthaufigste Ursache fur sekundare
Behinderung und vorzeitigen Tod (Feigin et al., 2021).

Auffallig dabei ist die Zunahme der Inzidenz- und Pravalenzraten in Landern mit
niedrigerem mittleren Einkommen und der Anstieg eben dieser bei Patient:innen unter
70 Jahren. Dies koénnte durch die globale Zunahme schlaganfallbezogener
Risikofaktoren  (arterielle ~ Hypertonie, Ubergewicht, Diabetes  mellitus,
Luftverschmutzung und Rauchen) erklart werden. (Feigin et al., 2021).

Zusatzlich ist die Datenlage zu Haufigkeit und Zeitpunkt von Rezidiven bzw.
unerwunschten Ereignissen nach Schlaganfallen noch unzureichend. Daten basierend
auf einer GKV-Datenanalyse zeigten, dass das Risiko eines Rezidivs ein Jahr nach
Erstereignis bei 7,4 % lag (Stahmeyer, 2019).

Aus diesen epidemiologischen Daten lasst sich die dringende Notwendigkeit einer
Verbesserung der primar- und sekundarpraventiven Behandlungsstrategien ableiten.
Insbesondere stellt sich die Frage, ob es zirkulierende Biomarker gibt, die einen
pradiktiven Nutzen bei zerebraler Ischamie haben. Anhand von zwei Studien soll
untersucht werden, ob Sphingosin-1-Phopshat (S1P) und Homoarginin (hArg) als
Biomarker beim akuten Schlaganfall bzw. der transitorisch ischamischen Attacke (TIA)
eingesetzt werden kdonnen. Daruber hinaus stellt sich die Frage, ob diese Marker ggf.

auch einen therapeutischen Nutzen besitzen.

Sphingosin-1-Phosphat ist ein Signalmolekul aus der Gruppe der Sphingolipide bzw.
Lysophospholipide. Extrazellulares S1P bindet an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
und ist dadurch an vielen physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt
(Spiegel and Milstien, 2002).

Die Bezeichnung ,Sphingosin“ geht auf den deutschen Arzt Johann Thudichom
zurtck, der 1884 die chemische Zusammensetzung des Gehirns untersuchte und
dabei eine neue Lipidklasse, die Glycosphingolipide, beschrieb. Das chemische
Losungsverhalten des Sphingosins, Grundbaustein dieser Stoffklasse, fand

Thudichom ratselhaft: ,In Anbetracht der vielen Ratsel, die es [das Sphingosin] dem
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Fragesteller prasentierte, nenne ich es Sphingosin®, als Anspielung auf die Ratsel der
Sphinx (Thudichum, 1884).

Zwei Untersuchungen zu S1P-Normwerten im Serum gesunder Proband:innen
ergaben Referenzintervalle von 0,592 — 1,509 nmol/mL (Daum et al., 2020) und 0,534
- 1,242 pmol/L (Moritz et al., 2017).

Der Organismus produziert S1P aus Sphingomyelin oder Glykosphingolipiden, beides
Bestandteile der Plasmamembran. In einem Zwischenschritt werden diese zu
Sphingosin hydrolisiert und anschlie3end von Sphingosin-Kinasen phosphoryliert. Die
Hauptsyntheseorte fur S1P sind Endothelzellen, Erythrozyten sowie Thrombozyten.
Die zellulare Sekretion erfolgt in Endothelzellen Uber einen spezifischen Transporter,
wahrend der Mechanismus in Erythrozyten bislang wenig erforscht ist. Thrombozyten
setzen S1P bei ihrer Aktivierung frei (Proia and Hla, 2015). Der Grofteil des
plasmatischen S1Ps ist an Transportproteine wie HDL (60%) oder Albumin (30%)
gebunden (Argraves and Argraves, 2007).

Die S1P-Rezeptorenss sind im menschlichen Kdrper nahezu ubiquitar vorhanden.
Eine Ligand-Rezeptor-Bindung an die unterschiedlichen S1P-Rezeptoren induziert
diverse rezeptorspezifische, intrazellulare Signalkaskaden, die unter anderem
Zelluberleben, Lymphozytenmigration und Inflammation sowie die endotheliale
Barrierefunktion regulieren (Proia and Hla, 2015).

Da die zuvor genannten, regulativen Funktionen von S1P allesamt Funktionen sind,
die wahrend eines ischamischen Schlaganfalls eine Rolle spielen bzw. gestort werden,
wurde bereits das therapeutische Potenzial von S1P-Analoga nach akutem
Schlaganfall in Mausmodellen (Brait et al., 2016, Dang et al., 2021, Hasegawa et al.,
2010) und klinischen Pilotstudien (Zhu et al., 2015, Tian et al., 2018) untersucht.

Im Mausmodell zeigte sich eine Reduktion des Infarktvolumens und besseres
neurologisches Outcome. In den Pilotstudien zeigte die gleichzeitige Applikation von
Alteplase und dem S1P-Analogon Fingolimod weniger Blutungen, reduzierte
Infarktvolumina und Infarktexpansion sowie weniger neurologische Defizite bei den
Patient:innen (Brait et al., 2016, Dang et al., 2021).

Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass S1P sowohl Biomarker als auch
therapeutisches Target beim akuten Schlaganfall ist. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob die S1P-Serumkonzentrationen bei Patientiinnen mit akutem
Schlaganfall mit dem Schweregrad des Schlaganfalls und dem neurologischen

Outcome korrelieren.
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Homoarginin ist eine endogen im Menschen vorkommende, nicht proteinogene
Aminosaure, welche im Unterschied zu der fir den Menschen semi-essenziellen
Aminosaure Arginin eine weitere Methylengruppe in ihrer Kohlenstoffhauptkette
besitzt.

Es wurde 1962 erstmals von dem englischen Botaniker und Chemiker Ernest Arthur
Bell aus den Samen der roten Platterbse (Lathyrus cicera) isoliert (Bell, 1962).
Phylogenetisch verwandte Hulsenfriichte enthalten ebenfalls nennenswerte Mengen
an Homoarginin, wobei bislang unklar ist, ob der regelmafRige Konsum dieser
Nahrungsmittel zu einer relevanten Erhohung der Homoarginin-Konzentration im Blut
fihrt (Rao, 2011).

Drei Untersuchungen zu Homoarginin-Normwerten im Plasma ergaben
durchschnittliche Konzentrationen von 2,5 + 1,0 ymol/l (Atzler et al., 2011), 1,88 umol/l
(1-4 pmol/l), (Atzler et al., 2016a) und 2,87 umol/l (Atzler et al., 2016c). Die Werte
scheinen alters- und geringfligig geschlechtsabhangig (Frauen < Manner) sowie in
Gesunden hoher als in Kranken zu sein.

Neben der Aufnahme Uber die Nahrung kann der menschliche Organismus
Homoarginin auch endogen in Leber, Nieren und Pankreas bilden. Das mitochondriale
Enzym Arginin-Glycin-Amidinotransferase (AGAT) katalysiert dabei die Ubertragung
der Guanidino-Gruppe von Lysin auf Arginin (Choe et al., 2013).

In hohen Konzentrationen hemmt Homoarginin das Enzym Arginase, welches auch im
GefalRendothel exprimiert wird und dort durch den Abbau von Arginin an der
Regulation der Stickstoffmonoxid (NO)-Synthese beteiligt ist (Huynh and Chin-Dusting,
2006). NO-Synthase und Arginase konkurrieren um das Substrat Arginin. Durch
Inhibition der Arginase konnen hohe Konzentrationen an Homoarginin die
Verfugbarkeit von Arginin flr die NO-Synthase verbessern und groflere Mengen NO
konnen synthetisiert werden.

NO wirkt im Gefall und Ubernimmt viele regulierende Funktionen fur die
Aufrechterhaltung der Gefallhamostase. Es senkt lokal den Gefalltonus, hemmt die
Aktivierung von Thrombozyten und Leukozyten sowie die Proliferation der glatten
Gefalmuskulatur. Eine verringerte Bioverfugbarkeit von NO spielt in der Pathogenese
verschiedener vaskularer Erkrankungen (arterieller Hypertonus, Atherosklerose,

Reperfusionsschaden) eine entscheidende Rolle (Durante et al., 2007).
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Bei Patient:innen mit kardiovaskularen Erkrankungen wurden geringere Homoarginin-
Konzentrationen (Plasma oder Serum) gemessen, sodass die Verwendung von
Homoarginin als Biomarker intensiv untersucht wird (Tsikas and Wu, 2015). In einer
Studie (Choe et al., 2013) konnte gezeigt werden, dass sich hohe Homoarginin-
Konzentrationen positiv auf Uberleben nach einem ischdmischen Schlaganfall
auswirken.

Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass Homoarginin sowohl fur die
Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalles als auch fur das Outcome nach
ischamischem Schlaganfall von Bedeutung ist. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob die Homoarginin-Plasmakonzentration bei Patient:innen mit akutem
Schlaganfall mit der Intima-Media-Dicke der Karotiden (cIMT) und mit unerwunschten

kardiovaskularen Ereignissen nach Entlassung korreliert.

2.2 Methoden

2.2.1 Patient:innen

Fur diese Studie wurden zwischen November 2017 und August 2019 insgesamt 413
Patient:innen der Stroke Unit des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE)
rekrutiert. Patient:innen, bei denen sich im Rahmen weiterer Diagnostik die Diagnose
ischamischer Schlaganfall oder TIA nicht bestatigen lie, wurden im Nachgang
ausgeschlossen. Nach Ausschluss dieser Patient:innen wurden 374 Patient:innen mit
der Diagnose ischamischer Schlaganfall oder TIA in die Studie eingeschlossen und
ihre Daten ausgewertet. Von den 374 Patient:innen waren 132 weiblich und 242
mannlich. Die Patient:innen waren zum Zeitpunkt der Studie durchschnittlich 67,9 £ 13
Jahre alt. Grundvoraussetzung fur den Studieneinschluss waren Volljahrigkeit,
Einwilligungsfahigkeit, eine vollstandige Aufklarung und eine unterschriebene
Einverstandniserklarung.

Ausschlusskriterien waren eine akut oder chronisch eingeschrankte Nierenfunktion
sowie ein schwerwiegender Substanzmissbrauch.

Zwischen Dezember 2019 und Marz 2020 wurden alle Patient:iinnen postalisch
und/oder telefonisch flr ein Follow-up kontaktiert.

Von 374 Patient:innen konnten 270 (72,2 %) bzw. bei Versterben deren Angehdrige
erreicht werden. Diese wurden standardisiert befragt, ob sich nach Entlassung von der

Stroke Unit des UKEs ein schweres unerwlnschtes kardiovaskulares Ereignis
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(erneuter Schlaganfall/TIA, Myokardinfarkt, Tod) oder eine erneute Hospitalisierung

ereignete.

2.2.2 Studiendesign und klinische Untersuchung

Bei dieser Studie handelt es handelt sich um die Teilauswertung der fortlaufenden
prospektiven Single-Center-Studie MARK-STROKE (biomarkers in stroke) am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.

Die Studie begann im November 2017 auf der Stroke Unit des UKEs. Patient:innen,
die nach derzeitiger medizinischer Auffassung fur die Studie infrage kamen, wurden
uber die Studie sowie Studienziele informiert und bei Teilnahmeinteresse
vollumfanglich aufgeklart. Nach schriftlicher Einwilligung erfolgte die vendse
Blutentnahme zweier Monovetten (1x Serum-Gel, 1x EDTA K, 7,5 ml, Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland). Im Anschluss wurden die Proben bei 4° C mit 1000 rpm flr

20 Minuten zentrifugiert.

November 2017 bis August 2019

Patient:innen der Stroke Unit

des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf

mit V.a. akute zerebrale Ischamie

(Ischamischer Schlaganfall oder TIA)

|

Aufklarung aller einwilligungsfahigen
Patient:innen n=413
schriftliche Einwilligung und Studieneinschluss

Einschluss

Nachtraglicher Studienausschluss aller,
»| bei denen die Verdachtsdiagnose n=39
akute zerebrale Ischamie nicht bestatigt wurde

A

Homoarginin und Sphingosin-1-phosphat
Patientencharakteristika n=374
Neurologische Untersuchung

Querschnittsstudie

Telefonische/schriftliche Kontaktaufnahme
mit strukturierter Befragung zu

schweren, kardiovaskularen Ereignissen
nach Entlassung

n=273

Follow-up

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Studienablaufs

Aus den Monovetten wurden ca. 3 ml (zweimal 1,5 ml) des Uberstehenden Plasmas in
zwei Eppendorf-Tubes (a 2 ml) pipettiert und bei - 80° C eingefroren. Aus der EDTA-

Monovette wurden zusatzlich 1,5 ml Cruor sanguinis (Blutkuchen) abpipettiert und
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ebenfalls in Eppendorf-Tubes bei - 80° C eingefroren, sodass pro Patient:in flnf
Proben konserviert wurden.

Die klinische Untersuchung der Patientiinnen fand im Rahmen ihres stationaren
Aufenthalts auf der Stroke Unit statt und war Teil der standardmaRigen
Schlaganfalldiagnostik und -behandlung (Vgl. Neurologische Komplexbehandlung des
akuten Schlaganfalls).

Die Untersuchungsergebnisse wurden im Nachgang der Patientenakte entnommen.
Zu den entnommenen Informationen zahlen demographische Parameter (Geschlecht,
Alter, GroRe, Gewicht), Vorerkrankungen (arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie,
Diabetes mellitus, Vorhofflimmern, stattgehabter ischamischer Schlaganfall/TIA,
stattgehabter Myokardinfarkt), Laborparameter (HbA1c, Glomerulare Filtrationsrate,
Kreatinkinase, Kreatin, Alanin-Aminotransferase, Aspartat-Aminotransferase, C-
reaktives Protein, Triglyceride, Gesamt-Cholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-
Cholesterin) sowie Ergebnisse der Bildgebung (CT/MRT fur Infarkttyp, Sonographie
der Hirngefalle fur Intima-Media-Dicke und Stenosen der Arteria carotis interna). Zur
Quantifizierung neurologischer Defizite wurden der National Institutes of Health Stroke

Scale (NIHSS) und modified Rankin Scale (mMRS) herangezogen.

2.2.3 Messung und Analyse der Biomarker

Sphingosin-1-Phosphat

Fur die Bestimmung der S1P-Konzentration in den Proben wurden jeweils 20 ul der
Serumproben aufgetaut und mit 20 pl internem Standard (1 ymol/L 2H7-S1P) in
Methanol verdinnt. Zur Ausfallung der Proteine wurden 350 ul Acetonitril und Wasser
im Verhaltnis 80 zu 20 (vol/vol) hinzugegeben. Die Proben wurden zentrifugiert und
die Uberstande mittels hochauflésender Umkehrphasenchromatographie (HPLC)
aufgetrennt. Dabei wurden S1P und 2H7-S1P mit Acetonitril und Methanol im Verhaltnis
50 zu 50 und 0,1 % Ameisensaure in Wasser Uber einen Gradienten mit
abnehmendem Wasseranteil aus der stationaren Phase (C8-modifiziertes Silika)
eluiert und anschlielliend mit Tandem-Massenspektrometrie quantifiziert. Die absolute
S1P-Konzentration der Proben wurde durch das Verhaltnis der Peakflachen von S1P
zu internem Standard berechnet. Es wurden Qualitatskontrollen mitgemessen, deren

Variationskoeffizient unter 10 % lag.

27



Homoarginin
FUr die Bestimmung der Homoarginin-Konzentration in den Proben wurden jeweils 25

pl der EDTA-Plasmaproben aufgetaut und mit 100 pl internem Standard (2,5 umol/L
13C7"5N4-L-Homoarginin) in Methanol verdiinnt. Nach Ausfallung der Proteine wurden
die Proben zentrifugiert und die Uberstéande mittels HPLC aufgetrennt. Dabei wurden
Homoarginin und "3C7'5N4-L-Homoarginin mit 0,1% Ameisensaure in Acetonitril und
0,1% Ameisensaure in Wasser uber einen Gradienten mit abnehmendem
Wasseranteil aus der stationaren Phase (C18-modifiziertes Silika) eluiert. Die absolute
Homoarginin-Konzentration der Proben wurde durch das Verhaltnis der Peakflachen
von Homoarginin zu internem Standard berechnet. Es wurden Qualitatskontrollen

mitgemessen, deren Variationskoeffizient unter 15% lag.

2.2.4 Statistische Auswertung

Die Werte kontinuierlicher Variablen wurden bei normaler Verteilung als Mittelwert mit
Standardabweichung angegeben. Bei Abweichung von der Normalverteilung wurden
der Median sowie die 25. und 75. Perzentile angegeben. Kategoriale Variablen wurden

in Zahlen (Prozentwerte) angegeben.

Die Beziehung zwischen den S1P-Werten und kontinuierlichen Variablen wurde mittels
Pearson-Korrelation oder linearer Regressionsanalyse untersucht (B-Koeffizient und
95%-Konfidenzintervall).

Der statistische Vergleich zweier Gruppen wurde mittels zweiseitigem Student t-Test
oder mittels logistischer Regressionsanalyse (Odds Ratios und 95%-
Konfidenzintervall) durchgefuhrt. Bei der Regressionsanalyse wurden (B-Koeffizienten
und Odds Ratios fir drei unterschiedliche Modelle (nicht adjustiert; adjustiert nach
Alter und Geschlecht; adjustiert nach Alter, Geschlecht, LDL-Cholesterin, Kreatinin,

arteriellem Hypertonus, Diabetes mellitus und Hypercholesterinamie) berechnet.

Die Beziehung zwischen den Homoarginin-Werten und kontinuierlichen Variablen

wurde mittels Spearman-Korrelation oder linearer Regressionsanalyse untersucht (3-
Koeffizient und 95%-Konfidenzintervall).
Der statistische Vergleich der Terzile (= drei Gruppen) wurde mittels einfaktorieller

Varianzanalyse (ANOVA,) Kruskal-Wallis oder Chi-Quadrat-Test entsprechend
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durchgeflhrt. Der statistische Vergleich zweier Gruppen wurde mittels logistischer

Regressionsanalyse (Odds Ratios und 95%-Konfidenzintervall) durchgeflhrt.

Univariate Assoziationen zwischen S1P und klinischen Ereignissen sowie zwischen
Homoarginin und klinischen Ereignissen wurden mittels Kaplan-Meier-

Uberlebenskurve dargestellt und mittels Log-Rang-Test verglichen.

Die unabhangigen Assoziationen zwischen S1P und klinischen Ereignissen wurden
mittels multivariabler Cox-Regressionsanalyse bestimmt und die Ergebnisse als
Hazard Ratio mit 95%-Konfidenzintervall dargestellt. Die Hazard Ratios fur die Cox-
Regressionsanalyse wurden nach drei unterschiedlichen Modellen (nicht adjustiert;
adjustiert nach Alter und Geschlecht; adjustiert nach Alter, Geschlecht, NIHSS bei
Aufnahme, LDL-Cholesterin, Kreatinin, arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus und

Hypercholesterinamie) berechnet.

Die unabhangigen Assoziationen von Homoarginin und Zeit bis zum klinischen
Ereignissen wurden mittels multivariabler Cox-Regressionsanalyse bestimmt und die
Ergebnisse als Hazard Ratio mit 95%-Konfidenzintervall dargestellt. Fur Assoziationen
mit der Intima-Media-Dicke der Karotiden wurden B-Koeffizient, Odds Ratios und
Hazard Ratios fur drei unterschiedliche Modelle (nicht adjustiert; adjustiert nach Alter
und Geschlecht; adjustiert nach Alter, Geschlecht, arterieller Hypertonus, Diabetes

mellitus, Rauchen, Hypercholesterinamie und GFR) berechnet.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
Fir die statistische Analyse wurden SPSS Statistics (Version 22 bzw. Version 27, IBM
Corp., Armonk, NY) und GraphPad Prism (Version 5 fur Windows, La Jolla, USA)

verwendet.

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Charakteristika der Patient:innen

Die untersuchte Population ist in beiden Publikationen dieselbe.

Von den ursprunglich eingeschlossenen Patient:innen wurden im Nachgang 39
ausgeschlossen, da sich die Ursache des initialen, akut neurologischen Defizits im

Rahmen der stationaren Abklarung als nicht-ischamisch oder nicht-akut herausstellte.
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Die nicht-ischamischen oder nicht-akuten Ursachen umfassten epileptische Anfalle,
atypische intracerebrale Blutung, Delir, Zunahme einer Gangstdrung, vasovagale
Prasynkope, bekannte ACI-Stenose und eine Aspergillose am N. opticus. Bei einem
Teil der ausgeschlossen Patient:innen blieb die Diagnose bis zur Entlassung unklar
und wurde nicht als TIA aufgefasst.

Von den eingeschlossen 374 Patient:innen zeigte sich bei 266 bildmorphologisch ein
ischamischer Schlaganfall, das akut neurologische Defizit der anderen 108
Patient:innen (28,9 %) wurde als TIA aufgefasst.

Die Patient:innen waren zum Einschluss der Studie 67,9 Jahre alt + 13 Jahre alt. 35,3%
der Untersuchten waren weiblich.

Vorerkrankungen, die gleichsam zerebrovaskulare Risikofaktoren darstellen, wurden
der Patientenakte entnommen. Unter alle Patient:innen hatten 72,2 % eine arterielle
Hypertonie, 21,7 % ein Vorhofflimmern, 16,8 % einen Diabetes mellitus und 32,4 %
eine Hyperlipidamie. Der durchschnittliche BMI betrug 26,3 + 4,5 kg/m?. Ein Viertel
(25,1%) der Patient:innen hatte einer positive Rauchanamnese.

Die gemessenen Serum-S1P-Spiegel betrugen im Durchschnitt 1,50 + 0,35 umol/l. Die
Homoarginin-Messungen ergaben flr das erste Terzil einen Spiegel von 0,77 pmol/l
[0,59; 0,87], fur das zweite Terzil 1,22 pymol/l [1,11; 1,34] und fur das dritte Terzil 1,94
umol/l [1,66; 2,21].
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Demographische Parameter

Alter, Jahre 67,9 +13,0
Weibliches Geschlecht, % 132 (35,3)
Raucher:innen, % 94 (25,1)
art. Hypertension, % 270(72,2)
Hyperlipidamie, % 121 (32,4)
Diabetes mellitus, % 63 (16,8)
Vorhofflimmern, % 81(21,7)
Vorheriger Myokardinfarkt, % 41 (11)
Vorheriger Schlaganfall, % 62 (16,6)
BMI (kg/m2) 26,3+4,5
AT (Std.) 65,2+ 57,5

Laborchemische Parameter

Hamoglobin (mg/dL) 13,6 +1,8
Leukozyten (10°/L) 7,7+2,4
Thrombozyten 10%/L) 244 + 82
Gesamt-Cholesterin (mg/dL) 187,1+ 46,6
HbAlc (%) 5,7 [5,4; 6,0]
GFR (mL/min) 77,7 [61,3;92,7]
Triglyzeride (mg/dL) 14272
HDL-Cholesterin (mg/dL) 51,0+17,2
LDL-Cholesterin (mg/dL) 108,3+42,4
AST (U/L) 23,7+10,9
ALT (U/L) 29,2 +34,3
CK (U/L) 126+ 151
Kreatinin (mg/dL) 1,04 £0,94
CRP (mg/dL) 1,31+2,42
Homoarginin (umol/L) 1,31[1,12; 1,47]
S1P (umol/L) 1,50 + 0,35

Vormedikation

Blutverdiinnend, % 321 (85,8)
Thrombozytenaggregationshemmend, % 259 (69,3)
Blutfettsenkend, % 270(72,2)
Blutdrucksenkend, % 268 (71,7)

Klinische/neurologische Parameter

NIHSS (Punkte) 2,7+3,6
cIMT (mm) 1,3[1,1;1,6)
TIA, % 108 (28,9)
mRS (Stufe) 1,5+1,4
ACI-Stenose, % 90 (24,1)

Abbildung 2: Merkmale der Studienpopulation

Unter allen Patient:innen nahmen 71,7 % Antihypertensiva und 72,2% Lipidsenker ein.
Bei Medikamenten, die in die Blutgerinnung eingreifen, wurde fur die Auswertung der
S1P-Studie die Einnahme thrombozytenaggregationshemmender Medikamente
betrachtet (69,3%), fur die Auswertung der Homoarginin-Studie die Einnahme
thrombozytenaggregationshemmender und gerinnungshemmender Medikamente
(85,8%).
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Zur klinischen Einschatzung des neurologischen Outcomes wurden der NIHSS-Wert
und der mRS-Wert herangezogen. Der NIHSS betrug im Durchschnitt 2,7 + 3,6 Punkte
bzw. im ersten Terzil 2 Punkte [0; 4], im zweiten Terzil 2 Punkte [0; 3] und im dritten
Terzil 1 Punkt [0; 3]. Der mRS-Wert betrug im Durchschnitt 1,5 + 1,4 Punkte.

Die Darstellung der hirnversorgenden Arterien mittels Doppler-Sonographie ergab bei
24,1 % der Patient:innen eine ACI-Stenose und eine cIMT von 1,4 mm [1,1; 1,8] im

ersten Terzil, 1,2 mm [1,0; 1,6] im zweiten Terzil und 1,2 mm [1,0; 1,4] im dritten Terzil.

2.3.2 Risikofaktoren (Homoarginin)

Im statistischen Vergleich der drei Terzile zeigte sich, dass Patientiinnen mit
steigendem Homoarginin-Wert seltener Vorhofflimmern hatten und die Intima-Media-
Dicke der Karotiden abnahm. Dies ging auch mit niedrigerem NIHSS-Score einher.
Patient:innen in den hoheren Terzilen hatten eine niedrigere glomerulare
Filtrationsrate (GFR). Interessanterweise befanden sich in den Gruppen mit hOherem
Homoarginin-Wert mehr Raucher:innen.

In Korrelationsanalysen zeigte sich eine positive Korrelation zwischen Homoarginin-
Spiegel und den Triglycerid-Werten sowie der GFR. Eine negative Korrelation bestand
zwischen Homoarginin-Spiegel und dem Lebensalter, dem NIHSS-Score und der
Intima-Media-Dicke der Karotiden.

Nach Adjustierung von Alter und Geschlecht sowie den Risikofaktoren arterielle
Hypertonie, Diabetes, Hypercholesterinamie, Rauchen und GFR blieb nur die
Assoziation von hoéherem Homoarginin-Spiegel und geringerem NIHSS-Score,
weniger Vorhofflimmern und eine Abnahme der Intima-Media-Dicke der Karotiden

signifikant.

2.3.3 Phanotyp (S1P)

In Korrelationsanalysen zeigte sich eine positive Korrelation zwischen S1P und
Gesamt-Cholesterin, Triglyceriden und LDL-Cholesterin. Eine negative Korrelation
zeigte sich zwischen S1P und dem Lebensalter und dem Schweregrad der
neurologischen Behinderung (NIHSS-Score, mRS). Zwischen S1P und HDL-
Cholesterin, Kreatinin und CRP zeigte sich keine korrelative Verbindung.

Nach Adjustierung von Alter und Geschlecht sowie LDL-Cholesterin, Kreatinin,
arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus und Hypercholesterinamie blieb nur die

Assoziation von hdherem S1P und niedrigerem NIHSS-Score signifikant.
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In der Querschnittsanalyse zeigte sich, dass Schlaganfall-Patient:innen, die zuvor
einen Myokardinfarkt erlitten, niedrigere S1P-Werte als Patient:innen hatten, die zuvor
keinen erlitten. Dieser Zusammenhang blieb auch nach Adjustierung signifikant.

Aulderdem hatten Patient:innen mit niedrigeren S1P-Spiegeln haufiger nicht-lakunare
Infarkte im anterioren Stromgebiet als lakunare Infarkte (1,43 £ 0,28 ymol/L vs. 1,57
0,38 umol/L, P = 0.008). Dieses Ergebnis passt zu der Assoziation von hdherem S1P
mit niedrigerem NIHSS-Score, da nicht-lakunare bzw. territoriale Infarkte naturgemaf}
hdhere NIHSS-Skalenwerte ergeben als kleine, lakunare Infarkte. Diese Assoziation

erwies sich nach vollstandiger Adjustierung allerdings nur noch als Trend.

Es konnte keine Assoziation von S1P und klassischen Atherosklerose-Parametern

(cIMT, ACI-Stenose) gezeigt werden.

2.3.4 Outcome (S1P & Homoarginin)

Alle 374 Patient:innen wurden fur ein Follow-up via Brief, E-Mail oder Telefon
kontaktiert. 273 Patient:innen bzw. Angehorige konnten erreicht werden. Die
durchschnittliche Follow-up-Zeit betrug 284 Tage (198-431 Tage).

Es kam zu 79 unerwunschten Ereignissen (Tod, Schlaganfall, Myokardinfarkt,
Rehospitalisierung; betrachtet in der statistischen Analyse zu S1P) bzw. zu 30
schweren unerwilnschten kardiovaskuldren Ereignissen (Tod, Schlaganfall,

Myokardinfarkt; betrachtet in der statistische Analyse zu Homoarginin).

Sphingosin-1-Phosphat

Im statistischen Vergleich der zwei Gruppen (kein unerwlnschtes Ereignis vs.
unerwlnschtes Ereignis) zeigte sich, dass Patient:innen mit niedrigerem S1P-Wert
signifikant haufiger ein unerwunschtes Ereignis erlitten als Patient:innen mit hdherem
S1P-Wert.

Dieser Zusammenhang blieb auch nach Adjustierung von Geschlecht und Lebensalter
allerdings signifikant. Nach vollstandiger Adjustierung (Geschlecht, Lebensalter,
NIHSS bei Aufnahme, LDL-Cholesterin, Kreatinin, pravalente Gefallerkrankung
[arterielle Hypertonie, Diabetes, Hypercholesterinamie]) zeigte sich dieser

Zusammenhang allerdings nur noch als Trend.
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Fur die Kaplan-Meier-Analyse zu unerwunschten Ereignissen wurden die
Patient:innen nach S1P-Werten stratifiziert (niedrigstes Terzil < 1,33 pymol/L, mittleres
Terzil 1,33 — 1,58 umol/L, héchstes Terzil > 1,58 umol/L).

Die Analyse zeigte, dass bei Patient:innen mit niedrigerem S1P-Wert signifikant
haufiger unerwinschte Ereignisse vorkommen.

Im statistischen Vergleich der Gruppe niedrigstes Terzil und der Gruppe héchstes
Terzil zeigte sich sowohl ohne Adjustierung als auch nach vollstandiger Adjustierung
(Geschlecht, Lebensalter, NIHSS bei Aufnahme, LDL-Cholesterin, Kreatinin, arterielle
Hypertonie, Diabetes, Hypercholesterinamie), dass Patient:innen mit den niedrigsten
S1P-Werten (im Vergleich zu Patient:innen mit den hdchsten S1P-Werten) ein

signifikant reduziertes krankheitsfreies Uberleben hatten.

Homoarginin
Die Kaplan-Meier-Analyse zu schweren unerwunschten Ereignissen zeigte, dass bei

Patient:innen mit niedrigerem Homoarginin-Wert signifikant haufiger schwere
unerwunschte Ereignisse vorkommen.

Im statistischen Vergleich der Gruppe niedrigstes Terzil und der Gruppe héchstes
Terzil zeigte sich sowohl ohne Adjustierung als auch nach vollstandiger Adjustierung
(Geschlecht, Lebensalter, arterielle Hypertonie, Diabetes, Hypercholesterinamie,
Rauchen, GFR), dass Patient:innen mit den niedrigsten Homoarginin-Werten (im
Vergleich zu Patient:innen mit den hochsten Homoarginin-Werten) ein signifikant

reduziertes krankheitsfreies Uberleben hatten.

2.3.5 Validierungskohorte (S1P)

Die Ergebnisse der S1P-Messungen wurden zudem mit einer Munchner
Schlaganfallkohorte der CIRCULAS-Studie (Circulating Biomarkers in Stroke)
verglichen. Diese Studie umfasste 219 Patient:innen mit akutem Schlaganfall. Auch
hier zeigte sich eine negative Korrelation zwischen niedrigem Serum-S1P-Spiegel und
héherem NIHSS-Punktwert. Es konnte ein negativ-linearer Zusammenhang zwischen
S1P-Spiegel und Infarktvolumen gefunden werden.

Dies passt zu den zuvor beschriebenen Ergebnissen Uber den Zusammenhang von
niedrigem S1P-Spiegel und vermehrten Infarkten im anterioren Stromgebiet.
Wahrend einer 90-tdgigen Follow-up-Periode war ein niedriger S1P-Spiegel mit

erhohter Mortalitat und schwererer Behinderung unter den Uberlebenden Patient:innen
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assoziiert. Auch dies deckt sich mit dem zuvor beschrieben Ergebnis, dass
Patient:innen mit den niedrigsten S1P-Werten ein signifikant reduziertes

krankheitsfreies Uberleben hatten.
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Abbildung 3: Effekte von S1P und Homoarginin
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2.4 Diskussion

Mit unserer Studie, in der wir die Eignung von S1P und Homoarginin als Biomarker
beim akuten Schlaganfall untersuchten, konnten wir flr beide Molekile Assoziationen
zwischen Schlaganfall-begunstigenden Vorerkrankungen, dem ischamischen
Schlaganfall selbst und dem Outcome nach Schlaganfall zeigen. Dies ist die erste
Untersuchung, die eine direkte Verbindung von Serum-S1P-Spiegeln und klinischen
Parametern sowie Outcome Parametern nachweist.

Bei den Patient:innen dieser Studie waren niedrige S1P-Serumkonzentrationen mit
vermehrten  kardialen = Komorbiditaten = assoziiert, niedrige = Homoarginin-
Plasmakonzentrationen mit haufigerem Vorhofflimmern und einer Zunahme der
Intima-Media-Dicke der Karotiden assoziiert. AulRerdem waren niedrige S1P-Werte mit
groleren Infarkten vergesellschaftet. Zusatzlich zeigten Patient:innen mit niedrigem
S1P-Werten ein hoheres Ausmal neurologischer Behinderung sowie ein schlechteres
Outcome, niedrige  Homoarginin-Plasmakonzentrationen  konnten  schwere

unerwunschte kardiovaskulare Ereignisse bei Patient:innen vorhersagen.
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Eine vorherige Studie am UKE konnte zeigen, dass die mittlere S1P-Konzentration von
Gefalpatient:innen geringer waren als die einer Vergleichsgruppe gesunder
Blutspender:innen. Assoziationen zwischen Atherosklerose und Serum-S1P-
Konzentration wurden nicht beobachtet. Dies liegt wahrscheinlich in der hohen
Pravalenz nicht detektierter, geringgradiger Atherosklerose begriindet. Zudem ist es
moglich, dass die niedrigen S1P-Spiegel eher von der frihen Schadigung der
endothelialen Funktion herrihren als von der Pravalenz vorhandener Plaques (Soltau
et al., 2016).

Passend dazu konnte eine Untersuchung von 200 Carotis-Plaques zeigen, dass es
keine Korrelation zwischen Plaque-Stabilitat und S1P-Konzentration gab, wohl aber
eine Korrelation zwischen Plaque-Stabilitat und allen anderen Sphingolipiden (Edsfeldt
et al., 2016)

Dafur war S1P invers mit kardialen Komorbiditaten (stattgehabter Myokardinfarkt und
moglichem VHF) assoziiert. Untersuchungen an Mausen mit kardialer Hypertrophie
und Myokardischamie konnten vorteilhafte Effekte von S1P-Rezeptor-Agonisten
zeigen, was die These der vorteilhaften Effekte von hohem Serum-S1P stitzt (Ryba et
al., 2019, Theilmeier et al., 2006).

Vorhofflimmern ist ein Risikofaktor fur einen (kardiogenen) Schlaganfall (O'Donnell et
al., 2016). In einer frGheren Studie dieser Arbeitsgruppe wurden die Homoarginin-
Spiegel bei Patient:innen mit persistierendem VHF und paroxysmalen VHF verglichen.
Diejenigen mit persistierendem VHF hatten die niedrigsten Homoarginin-Spiegel
(Battner et al., 2020).

In einer bevolkerungsbasierten Studie korrelierte Homoarginin nicht mit dem Auftreten
oder Persistieren von VHF (Niekamp et al., 2018)

Daher ist es wahrscheinlich, dass ein direkter Zusammenhang zwischen Schlaganfall,

VHF und Homoarginin besteht.

In dem sudafrikanische Studienarm der prospektiven Bevdlkerungsstudie PURE
(Prospective Urban and Rural Epidemiology) wurden die Veranderungen der Plasma-
Konzentration von Homoarginin sowie seinen Derivaten asymmetrisches
Dimethylarginin (ADMA) und symmetrisches Dimethylarginin (SDMA) und die

Zunahme cIMT Uber 5 Jahre untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Homoarginin
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eine protektive Wirkung vor Gefalkschaden und Verlangsamung des Fortschreitens
einer GefalRerkrankung zu bewirken scheint (Mokhaneli et al., 2020)

Eine Untersuchung der Plasma-Homoarginin-Konzentration und der cIMT von 40
gesunden Kindern (3-18 Jahre) zeigte keinen Zusammenhang zwischen Homoarginin-
Spiegeln und cIMT, der Zusammenhang von Homoarginin und GefalRgesundheit
scheint demnach auch altersabhangig zu sein (Jazwinska-Kozuba et al., 2013).

Im Schlaganfallmodell unterdrickte die Supplementierung von Homoarginin die T-Zell-
Proliferation und Migration bei Mausen, bei denen alimentar Atherosklerose erzeugt
wurde (Nitz et al., 2022). Im zweiten und drittem Trimenon der Schwangerschaft
konnte gezeigt werden, dass hohere Homoarginin-Werte mit verbesserter
flussvermittelter Vasodilatation vergesellschaftet sind (Valtonen et al., 2008).

Dies lasst vermuten, dass Homoarginin durch eine Suppression der Immunreaktion
bei Atherosklerose diese vermindert und dadurch die Gefal¥funktion aufrechterhalt

bzw. verbessert.

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass S1P das Kollateralen-Wachstum sowie
die mikrovaskulare Zirkulation verbessert und eine Blut-Hirn-Schranken-Dysfunktion
abschwacht (Kim et al., 2015, Li et al., 2019). Diese drei Mechanismen konnten dazu
beitragen, dass hohe Konzentrationen von S1P im Blut die InfarktgroRen vermindert.
Passend zu diesen Ergebnissen waren die S1P-Spiegel bei unseren Patient:innen mit
nicht-lakunaren, anterioren Infarkte (d.h. groferen Infarkten) niedriger als bei den
Patient:innen, die einen lakunaren (kleinen) Infarkt hatten.

In der CIRCULAS Studie konnte eine inverse Assoziation von Serum-S1P und

Infarktvolumen festgestellt werden. (Tiedt et al., 2020)

Wir konnten zeigen, dass ein niedriger S1P-Werte mit hdherem NIHSS-Score, sprich
ausgepragteren neurologischen Defiziten assoziiert ist. Dies beruht vermutlich auf den
bereits genannten Funktionen von S1P, die ein geringeres Infarktvolumen
begunstigen. Denn in aller Regel fuhren kleinere Infarkte auch zu weniger
neurologischen Defiziten bzw. geringeren NIHSS-Scores, aulder strategisch enorm
wichtige Zentren sind betroffen. Diese Ergebnisse waren zudem unabhangig von

moglichen Storfaktoren wie Alter, Geschlecht und kardiovaskularem Risikoprofil.
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Wir konnten demonstrieren, dass niedriges Serum-S1P mit unerwlnschten
Ereignissen nach dem initialen Schlaganfall assoziiert ist. Zu den von uns als
unerwlnschtes Ereignis gewerteten Ereignissen zahlten Tod, erneuter Schlaganfall,
Myokardinfarkt oder Rehospitalisierung. Bereits nach 200 Tagen konnten signifikante
Unterschiede zwischen dem niedrigsten und hochsten S1P-Terzil festgestellt werden
(HR 0,507; 0,281, 0,915; p = 0,024, vollstandig adjustiertes Modell).

In der CIRCULAS-Studie konnte bereits nach 90 Tagen eine signifikante Assoziation
von S1P mit mRS und Mortalitat festgestellt werden. Wahrscheinlich konnte diese
Arbeitsgruppe bereits frlher signifikante Assoziationen feststellen, da die
Patient:innen dieser Kohorte insgesamt etwas hdhere NIHSS-Scores und damit
starker betroffen waren als die Patient:innen unserer Kohorte.

Passend zu unseren Ergebnissen konnte eine Fall-Kontroll-Studie durchgeflhrt an
Patient:innen mit hohem kardiovaskularen Risiko einen Zusammenhang zwischen
niedrigem S1P und akutem Koronarsyndrom zeigen, da verringerte Plasma-HDL/S1P-
Spiegel mit héherem Risiko fur ein akutes Koronarsyndrom (ACS) assoziiert sind
(Soria-Florido et al., 2020). In einer vorherigen Studie konnte HDL-gebundenes S1P
die Schwere einer KHK voraussagen (Sattler et al., 2014).

Diese und vorherige Untersuchungen suggerieren eine protektive Rolle von HDL-
gebundenem S1P als integraler Bestandteil von funktionalem HDL (Soria-Florido et
al., 2020, Sattler et al., 2014). Ob der vorteilhafte Effekt von S1P auch mit der HDL-

Funktion zu tun hat, muss noch erforscht werden.

Das Risiko, nach dem ersten Schlaganfall einen weiteren Schlaganfall zu erleiden, ist
hoch. Daher ist eine umfangliche Sekundarpravention sinnvoll. Gleichzeitig sind die
Ressourcen fur Reha und Nachsorge knapp. Daher ware ein Risiko-Assessment-Tool
natzlich. Wir konnten zeigen, dass Patient:innen mit hoheren Homoarginin-Werten bei
Aufnahme seltener unerwilnschte zerebro- bzw. kardiovaskulare Ereignisse nach
Entlassung hatten im Vergleich zu Patient:innen mit niedrigeren Homoarginin-Werten.
Zum Vergleich: auch bei Patient:innen mit akuten Thoraxschmerzen war niedriges
Homoarginin ein Risikomarker fur ein vorliegendes MACE, besonders in Kombination
mit erhdhtem hs-Troponin | (Atzler et al., 2016b).

Damit konnte ein niedriger Homoarginin-Wert wohimaoglich als Indikator fur intensivere
Nachsorge fungieren. Sinnvolle cut-off-Werte missten daflr weiter untersucht und

festgelegt werden.
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Aufgrund der bereits genannten, positiven Effekte von S1P auf die Funktion der Blut-
Hirn-Schranke (Nitzsche et al., 2021) wurde die Applikation von S1P-Analoga in
Schlaganfall-Tiermodellen bereits untersucht und deren Effektivitét bestétigt (Dang et
al., 2021)

In zwei klinischen Pilotstudien erhielten Schlaganfall-Patient:innen im Rahmen der
Lysetherapie zusatzlich zu Alteplase auch Fingolimod, ein S1P-Analogon, welches
bislang fur die Therapie der Multiplen Sklerose zugelassen ist. Diese Patient:innen
hatten kleinere Infarktvolumina und eine starkere klinische Verbesserung binnen 24
Stunden. Beide Studien beinhalteten Patientiinnen mit groflen Gefallverschlussen
(Anteriore Zirkulation und intrakranieller GroRgefallverschluss) (Zhu et al., 2015, Tian
et al., 2018).

Auch in unserer Studie hatten die Patientiinnen mit nicht-lakunaren Infarkten
besonders niedrige S1P-Werte. Daher kann man annehmen, dass vor allem
Patient:innen mit groflen Gefallverschlissen niedrige S1P-Werte haben und S1P-
Rezeptor-Agonisten scheinen besonders bei Patient:innen mit grof3en Infarkten von
Vorteil zu sein.

Eine kurzlich erschienene Studie, bei der Wissenschaftler:innen zwei unterschiedliche
Fingolimod-Praparate an zwei unterschiedlichen Maus-Schlaganfallmodellen und in
Abhangigkeit von den zirkadianen Phasen testeten, konnte keine Reduktion der
InfarktgrofRe durch die Applikation von Fingolimod zeigen. Allerdings applizierten die
Autor:innen dieser Studie keine Alteplase, sodass dies die Frage aufwirft, ob die
vorteilhaften Effekte, die in vergangenen Studien an Nagetieren und Patient:innen
beschrieben wurden, auf die Kombination von Alteplase und Fingolimod

zurlckzuflihren sind.

Limitierende Faktoren fur die Ergebnisse der Publikationen sind die kleine
Studienkohorte, eine relativ kurze follow-up-Periode und ein Selektionsbias, da zu
stark betroffene Patient:innen nicht einwilligen konnten und daher nicht in die Studie
eingeschlossen wurden. Zudem hatte diese Studie keinen zuvor definierten, sondern
einen multifaktoriellen Endpunkt. Ursachen fir die Rehospitalisierung und Tod konnten
nur fur einen kleinen Anteil der Patient:innen zuverlassig erfasst werden, sodass zu

einem Zusammenhang der Biomarker-Spiegel und spezifischen Grinden fir
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Rehospitalisierung sowie Todesursachen im Follow-up-Zeitraum keine Aussage
getroffen werden kann.

Infektiologischen Erkrankungen im zeitlichen Rahmen der Blutentnahme wurden nicht
erfasst, sodass es nicht auszuschliel3en ist, dass Confounder wie eine Pneumonie
oder Sepsis die S1P-Spiegel unserer Patient:innen beeinflussten. Zwei Studien
zeigten, dass auch bei Patient:innen mit Pneumonie und Sepsis die S1P-Spiegel
erniedrigt waren, was auf die endotheliale Dysfunktion zurtckzufuhren sein konnte, die
man bei diese Patient:innen beobachtet hat (Winkler et al., 2015, Hsu et al., 2019).
Aufgrund unterschiedlicher Messmethoden kdnnen absolute S1P-Werte zwischen
MARK-Stroke und CIRCULAS nicht verglichen werden.

Ernahrungsgewohnheiten der Patient:innen wurden nicht erfasst. Allerdings scheinen

alimentare Effekte auf den Serum-Homoarginin-Spiegel gering zu sein (Rao, 2011).

2.5 Konklusion

Unsere Ergebnisse zeigen nachteilige Effekte niedriger S1P-Serumkonzentrationen
bei Patient:innen mit akutem Schlaganfall und untermauern das therapeutische
Potenzial von S1P-Rezeptor-Agonisten.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Homoarginin ein pradiktiver Risikomarker fur
zerebrovaskulare Ereignisse ist. Eine Supplementierung im Rahmen der

Sekundarpravention kénnte die Morbiditat und Mortalitédt nach Schlaganfall verringern.
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2.6 Zusammenfassung

In dieser Studie prospektiven Kohortenstudie (MARK-STROKE) an Patient:innen mit
akutem ischamischen Schlaganfall oder Transitorisch Ischamischer Attacke (TIA)
sollte der Zusammenhang zwischen den Blut-Biomarkern Sphingosin-1-Phosphat
(S1P) und Homoarginin (hArg) sowie Atherosklerose, Infarktvolumen, Schweregrad
des Schlaganfalls und Outcome untersucht werden.

S1P ist ein Signalmolekul aus der Gruppe der Sphingolipide bzw. Lysophospholipide.
Uber die G-Protein-gekoppelte Rezeptoren S1PRis beeinflusst es diverse
physiologische und pathologische Vorgange, darunter Angiogenese und
immunologische Prozesse.

Homoarginin ist eine endogene, nicht proteinogene Aminosaure. Als Substrat der NO-
Synthase spielt fur die Regulation der Gefallhomoostase eine wichtige Rolle.

413 Patient:innen mit akutem ischamischem Schlaganfall oder TIA wurden in die
Studie eingeschlossen und Blut abgenommen. Nach Ausschluss fehldiagnostizierter
Patient:innen wurde die Hohe der Serum-Konzentrationen beider Biomarker in den
Proben von 374 Patient:innen untersucht.

Das mittlere Alter der Patientiinnen betrug 67,9 + 13 Jahre, 353 % der
Studienteilnenmer:innen waren weiblich. Der Werte beider Biomarker wurden mittels
Tandem-Massenspektrometrie bestimmt. 273 Patient:innen konnten im Rahmen einer
Follow-up-Umfrage (294 + 170 Tage) erreicht werden, dabei wurden 79 unerwinschte
Ereignisse bzw. 30 schwere unerwiunschte Ereignisse erfasst.

Die Ergebnisse zu S1P konnten in einer unabhangigen Schlaganfall-Kohorte
(CIRCULAS, n = 219) validiert werden.

Wir konnten zeigen, dass niedrige Serum-S1P-Werte mit hdherem Behinderungsgrad,
gréleren Infarktvolumina, kardialen Begleiterkrankungen und schlechterem Outcome
korrelieren. AuRerdem konnten wir zeigen, dass niedrige Plasma-Homoarginin-Werte
mit einer Zunahme der Karotis-Intima-Media-Dicke und pravalentem Vorhofflimmern
korrelieren sowie schwere unerwinschte Ereignisse vorhersagen konnen.

Diese Ergebnisse implizieren eine wesentliche Rolle von niedrigen S1P- und
Homoarginin-Konzentrationen beim akuten Schlaganfall und stellen daher

mdglicherweise ein therapeutisches Ziel und einen prognostischen Nutzen dar.
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2.7 Summary

In this prospective cohort study (MARK-STROKE) on patients with acute ischemic
stroke or transient ischemic attack (TIA) we analysed the connection of blood-borne
sphingosin-1-phosphate (S1P) and homoarginine (hArg) as well as atherosclerosis,
infarct volume, degree of neurological impairment and outcome.

S1P is a signalling molecule and part of the class of lysophospholipids. Via G-protein
coupled receptors, it mediates a plethora of physiological and pathological processes
including angiogenesis and immune defense.

Homoarginine is an endogenic, non-proteinogenic amino acid. It serves as a substrate
for NO-synthase and as such, it is involved in the regulation of vascular homoeostasis.
413 patients with acute ischemic stroke or TIA were enrolled and blood was collected.
After exclusion of misdiagnosed patients, S1P and homoarginine blood levels 374
patients were measured.

Mean patient age was 67,9 £ 13 years, 35.3 % were female. Both biomarkers were
determined with tandem mass spectrometry. During a follow-up (294 + 170 days), 273
patients could be reached. 79 adverse events occurred, respectively 30 major adverse
cardiovascular events.

The results for S1P could be validated in an independent stroke cohort (CIRCULAS,
n =219).

We could demonstrate that low serum-S1P is associated with higher level of
neurological impairment, larger infarcts, cardiac comorbidities and worse outcome.
Furthermore, we could demonstrate that low homoarginine is associated with
increased carotid intima-media-thickness (cIMT) and prevalent atrial fibrillation. Low
homoarginine predicts major adverse cardiovascular events after stroke.

These results implicate an important role of low S1P and low homoarginine in patients
with acute stroke and might be a potential therapeutic target and prognostic risk

marker.
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2.8 Abkiirzungsverzeichnis

ACI
ACS
AGAT
aHT
ALAT
ANOVA
ASAT
cIMT
CIRCULAS
CRP
CcT
EDTA
GFR
hArg
HDL
HR
KHK
LACI
LC-MS
LDL
MACE

MARK-STROKE

Ml
mRS
MRT
N.
NIHSS
NO
OR
PACI
S1P
TACI
TIA
UKE
VHF

Arteria carotis interna

Acute Coronary Syndrome
Arginin-Glycin-Amidinotransferase
arterielle Hypertonie
Alanin-Aminotransferase

Analysis of Variance
Aspartat-Aminotransferase

carotid Intima Media Thickness
Circulating Biomarkers in Stroke
C-reaktives Protein
Computertomographie

ethylene diamine tetraacetic acid
Glomerulare Filtrationsrate
Homoarginin

High Density Lipoprotein

Hazard Ratio

Koronare Herzkrankheit

Lacunar Infarct

Liquid Chromatographie Mass Spectrometry
Low Density Lipoprotein

Major Adverse Cardiovascular Event
Biomarkers in Stroke
Myokardinfarkt

modified Rankin Scale
Magnetresonanztomographie
Nervus

National Institute of Health Stroke Scale
Nitric Oxide, Stickstoffmonoxid
Odds Ratio

Partial Anterior Circulation Infarct
Sphingosin-1-Phosphat

Total Anterior Circulation Infarct
Transitorische Ischamische Attacke
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Vorhofflimmern
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