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2 Arbeitshypothese und Fragestellung  
 
Das Ziel dieser Arbeit ist die Validierung eines Trockenblutkartenassays für L-
Homoarginin (L-hArg). Die Konzentration der Aminosäure L-hArg ist mit der 
Mortalität und Morbidität kardiovaskulärer Erkrankungen assoziiert (März et al. 
2010, Pilz et al. 2011b, Drechsler et al. 2011, Atzler et al. 2013, Atzler et al. 2014a). 
Die quantitative Messung von L-hArg ist derzeit mittels Gaschromatografie 
(Kayacelebi et al. 2014b, Hanff et al. 2016), Flüssigkeitschromatografie (Davids et 
al. 2012a, Atzler et al. 2014a, Atzler et al. 2014b, Jazwinska-Kozub et al. 2014 mit 
oder ohne Massenspektrometrie kombiniert und mit einem Enzym Immunoassay 
(ELISA) (DLD Diagnostika GmbH 2014) möglich. 
 
In dieser Arbeit wird das Vollblut der Probanden auf ein Filterpapier getropft und 
anschließend getrocknet. Aus diesem Filterpapier werden Stanzlinge gewonnen 
und mit einer Elutionslösung gemischt. Das Eluat wird anschließend mittels ELISA 
gemessen.  
 
Der erste Abschnitt dieser Arbeit widmet sich der Herstellung einer geeigneten 
Elutionslösung und der Interferenz durch Enzyminhibitoren. Im zweiten Abschnitt 
wird die etablierte Methode validiert durch Bestimmung der Varianz des Intraassays 
und des Interassays. Zusätzlich erfolgt die Untersuchung von Einflussfaktoren in 
der Präanalytik, um die Methodenrobustheit zu ermitteln. Im dritten Abschnitt wird 
die etablierte Methode bei einer chilenischen Kohorte angewendet und mit 
Messungen in EDTA Plasma verglichen, um die klinische Anwendbarkeit zu prüfen.   
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3 Einleitung 
 
Laut statistischem Bundesamt sind im Jahr 2015 über 350 Tausend Menschen in 
Deutschland  an Herz-Kreislauf-Erkrankungen gestorben (RKI, n.d.; Statistisches 
Bundesamt 2014). Mit einem Anteil von 38,5% aller Todesursachen sind Herz-
Kreislauf-Erkrankungen die häufigste Todesursache (Statistisches Bundesamt 
2014). Zu den wichtigsten klinischen Risikofaktoren zählen “Hypertonie, Diabetes 
mellitus, Fettstoffwechselstörungen und Adipositas sowie 
gesundheitsbeeinträchtigende Verhaltensweisen wie Rauchen, körperliche 
Inaktivität und ungesunde Ernährung“ (RKI, n.d.). Diese Risikofaktoren führen auf 
zellulärer Ebene zu einer Dysbalance von gefäßprotektiven und 
gefäßschädigenden Botenstoffen. Der gefäßprotektive Botenstoff 
Stickstoffmonoxikd (NO) wird aus L-Arginin (L-Arg) gebildet. In Endothelzellen wird 
diese Reaktion durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) katalysiert. Durch 
Methylierung von L-Arg-Resten in Proteinen wird nach anschließender Hydrolyse 
asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) freigesetzt (Böger et al. 1998, Fleissner 
und Thum 2011). 
  
Erhöhte ADMA-Konzentrationen inhibieren die NO Synthese und sind ein Prädiktor 
für kardiovaskuläre Ereignisse (Sibal et al. 2010). Darüber hinaus weisen Patienten 
mit kardiovaskulären Risikofaktoren erhöhte ADMA-Konzentration im Blut auf (Sibal 
et al. 2010). Ein Derivat des Arginins ist L-Homoarginin (L-hArg). L-hArg besitzt im 
Gegensatz zum Arginin eine Methylengruppe mehr (Atzler et al. 2016a). Es ist eine 
nicht essentielle, kationische Aminosäure und wird endogen durch die L-
Arginin:Glycin-Amidinotransferase (AGAT) gebildet (März et al. 2010, Kleber et al. 
2013). Studien zeigten, dass niedrige L-hArg-Konzentrationen mit schlechtem 
kardiovaskulärem Outcome und der Mortalität assoziiert sind (März et al. 2010, 
Tsikas 2015). Aufgrund der zunehmenden Bedeutung von L-hArg sollen im 
Folgenden die biochemischen Eigenschaften, Bedeutung für die Medizin und die 
Nachweismethoden und Referenzwerte von L-hArg dargestellt und 
zusammengefasst werden.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  Einleitung 

 8 

3.1 Homoarginin – biochemische Grundlagen 
 

3.1.1 Eigenschaften von Homoarginin 
 
L-hArg ist eine kationische, nicht essentielle  und nicht proteinogene Aminosäure 
(Papageorgiou et al. 2015). Wie das Präfix “Homo-„ verrät, handelt es sich um ein 
Argininhomolog mit einer zusätzlichen Methylengruppe (CH2) an der Hauptkette 
(Hecker 1991, Moali et al. 1998, Bretscher et al. 2003, Papageorgiou et al. 2015). 
Bereits im Jahr 1955 wurde der toxische Effekt von L-hArg auf Escherischia coli  
und grünen Algen von Walker beschrieben (Walker 1955). Erst mit Beginn der 90er 
Jahre wurde L-hArg als Substrat der NOS durch Hecker und andere beschrieben 
(Hecker 1991, Moali eta l. 1998, Bretscher et al. 2003, Kayacelebie et al. 2015) und  
seine Gefäßwirkung, d.h. Vasodilatation, (ED50 12,±1,3 µmol) experimentell 
nachgewiesen (Bhardwaj und Moore 1989). Im Gegensatz zu L-Arg ist L-hArg über 
mehrere Tage bei 4 °C im EDTA-Vollblut stabil. (Midttun et al. 2014). Wie auch 
Arginin, fungiert es als Substrat für die NO-Synthase (Hecker 1991, Moali et al. 
1998, Bretscher et al. 2003, Kayacelebi et al. 2015).  
 
 

 
 

3.1.2 Homoarginin-Stoffwechsel 
 
Der Stoffwechselweg von L-hArg wird in der Abbildung 2 (nach Davids et al. 2012b) 
zusammenfassend dargestellt. Die Synthese kann einerseits über das Enzym 
AGAT oder im Harnstoffzyklus über Ornithin-Transcarbamylase (OTC), 
Argininosuccinatsynthase (ASS) und Argininosuccinat-Lyase (ASL) erfolgen 
(Cathelineau et al. 1974, Levin et al. 1974). Neben der Synthese von L-hArg 

Abbildung 1 Strukturformel L-Arginin und L-
Homoarginin (Martens-Lobenhoffer et al. 2009) 
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katalysiert das Enzym AGAT auch die Bildung von Guanidinoacetat, welches in 
einem weiteren katalytischen Schritt durch die Guanidinacetatmethyltransferase 
(GAMT) zu Kreatin umgesetzt wird.  
 
 

 
 
 
 

3.1.2.1 Synthese von Homoarginin durch AGAT   
 
Die Vorstufe von L-hArg ist Lysin (Kayacelebi et al. 2015, Ryan und Wells 1964). 
Dies wusste man bereits 1964, als Ryan und Wells im Urin von Ratten nach einer 
oralen Gabe von 14C-markiertem Lysin eine erhöhte Ausscheidung von L-hArg und 
Homocitrullin feststellten (Ryan and Wells 1964). Auch bei Menschen konnte später 
gezeigt werden, dass eine orale Einnahme von Lysin zu einer erhöhten L-hArg-
Ausscheidung im Urin führte (Davids et al. 2012b). Die Synthese erfolgt durch die 
AGAT (Davids et al. 2012b, Papageorgiou et al. 2015, Kayacelebi et al. 2015). 
Dabei wird eine Amidinogruppe vom L-Arginin auf eine Aminogruppe des L-Lysin 
transferiert, woraus Ornithin und L-hArg entstehen (Hernández-Guzmán and 
Alvarez-Morales 2001). Dies ist in der Abbildung 3 von Davids et al. dargestellt.  

 

Abbildung 2: L-hArg –Synthese nach Davids et al.  2012b Abbildung 2: L-Homoarginin(L-hArg)-Synthese nach Davids et al. 2012b 

Abbildung 3: L-Homoarginin(L-hArg)-Synthese durch AGAT nach Davids et al. 2012b 

Ornithin-Transcarbamylase (OTC), Argininosuccinatsynthase (ASS), Argininosuccinat-
Lyase (ASL), Arginine:Glycin Aminidotransferase (AGAT), 

Guanidinacetatmethyltransferase (GAMT) 
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Dasselbe Enzym katalysiert unter Verwendung eines anderen Substrates, Glycin 
anstatt Lysin, eine Reaktion, bei der Guanidinoacetat entsteht, eine Vorstufe des 
Kreatins (Davids et al. 2012b, Kayacelebi et al. 2015). Nach Methylierung des 
Guanidinoacetats durch die Guanidinoacetat-methyltransferase entstehen Kreatinin 
und Homocystein (Davids et al. 2012b). Davids et al. zeigten, dass homozygote 
AGAT-defiziente Lymphoblasten aus Stabil-Isotopen markiertem 15N2-Arginin und 
13C6-Lysin kein markiertes Homoarginin bilden, während die Kontrolllymphoblasten 
0,475 pmol 15N2–13C6-Homoarginin/min/mg erzeugten (Davids et al. 2012b). 
 

3.1.2.2 Synthese von Homoarginin mittels Harnstoffzyklusenzymen 
 
Die Synthese ähnelt dem Harnstoffzyklus, bei dem die OTC die Reaktion von 
Ornithin und Carbamyl-phosphat zu freiem Phosphat und Citrullin katalysiert. Wenn 
anstelle des Ornithins Lysin umgesetzt wird, entsteht daraus stattdessen 
Homocitrullin. Die OTC hat dabei eine höhere Affinität zu Ornithin als zu Lysin 
(Papageorgiou et al. 2015). Homocitrullin wird wiederum durch die ASS in 
Homoargininsuccinat umgewandelt (Cathelineau et al. 1974). Die anschließende 
Reaktion zu L-hArg wird durch die ASL katalysiert (Cathelineau et al. 1974). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Arginin 

Synthese von L-hArg Synthese von Arginin 
 

Homocitrullin 

Ornithin Lysin 

Homoargininosuccinat 

L-hArg 

Argininosuccinat 

Citrullin 

OTC 

ASS 

ASL 

OTC 

ASS 

ASL 

Abbildung 4: Vergleich hArg-Synthese links und Harnstoffzyklus recht Abbildung 4: Vergleich der L-Homoarginin-Synthese (L-hArg) und der Argininsynthese  
Ornithin-Transcarbamylase (OTC), Argininosuccinatsynthase (ASS), Argininosuccinatlyase 

(ASL) 
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Die vermehrte Bildung von Homoarginin zeigt sich in der Studie von Davids et al. Er 
untersuchte mittels Hochdruckflüssigkeitschromatografie (HPLC) das Plasma von 
vier Tage alten Säuglingen, die unter Citrullinämie Typ I litten und eine genetische 
Mutation im Enzym ASS aufwiesen. Es zeigte sich eine 6-fach verminderte 
Argininkonzentration und eine 8-fach höhere L-hArg-Konzentration (5.1 µmol/l) im 
Vergleich zur Kontrollgruppe (0.61±0.40 µmol/l) (Davids et al. 2012b). 
 

3.1.2.3 Homoarginin als Substrat für die Stickstoffmonoxidsynthase 
 
Anstelle des L-Arginins, ist auch L-hArg ein Substrat für die NO-Synthase 
(Kayacelebi et al. 2015). Der Umsatz von L-hArg zu Homocitrullin erfolgt dabei 
nahezu vollständig (Moali et al. 1998). Dabei ist sowohl die Blutkonzentration, als 
auch die Affinität von L-hArg zu den NOS-Isoformen im Vergleich zu L-Arginin 
kleiner (Tsikas und Wu 2015).  Außerdem ist der Km Wert von L-hArg im Vergleich 
zu Arginin größer (Hecker et al. 1991, Moali et al. 1998). Dies bedeutet, dass die 
Effizienz der katalytischen Umsetzung des L-hArgs als Substrat durch die NOS viel 
geringer im Vergleich zu L-Arg ist (Hecker et al. 1991, Moali et al. 1998). Bei 
gleichzeitigem Vorhandensein von Arginin und L-hArg kommt es somit zu einem 
kompetitiven Effekt (Kakoki et al. 2004). 
 

3.1.2.4 Homoarginin als Inhibitor der Arginase 
 
L-hArg ist sowohl ein Substrat, als auch ein schwacher Inhibitor der Arginase 
(Reczkowski und Ash 1994; Hrabák et al. 1994). Während L-Arginin ein Substrat 
der Arginase und kein Inhibitor ist, zeigt sich eine schwache Inhibition der Arginase 
durch L-hArg (Hrabák et al. 1994). Demgegenüber zeigten Substanzen wie L-
Canavanin und L-Ornithin einen starken inhibitorischen Effekt auf die Arginase im 
Vergleich zu L-hArg (Hrabák et al. 1994). Die schwache Inhibiton der Arginase 
durch L-hArg könnte zu einer erhöhten Verfügbarkeit von L-Arginin als Substrat für 
die NOS führen (Servillo et al. 2013). In der LURIC-Studie wurde beschrieben, dass 
L-hArg und ein  erhöhter Quotient von Arginin/Ornithin im Verhältnis stehen und 
somit vermeintlich zur Messung Arginaseaktivität verwendet werden könne (März 
et al. 2010). Die schwache Korrelation zwischen L-hArg und der Arginaseaktivität 
(Arginin/Ornithin) wurde von Jazwinska-Kozuba in weiteren Kohortenstudien 
bestätigt (r=0,31, p=0,048) (Jaźwińska-Kozuba et al. 2013). 
 

3.1.3 Interindividuelle Variation von Homoarginin 
 
Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass ein Unterschied der L-hArg-Konzentration 
zwischen Männern und Frauen besteht. So auch in der Dallas Heart Studie in 
welcher 3514 gesunde Probanden verschiedener Ethien untersucht wurden (Atzler 
et al. 2014a). Der Unterschied zwischen Männern und Frauen war im gemessenem 
EDTA-Plasma vorhanden (p=0,01) (Atzler et al. 2014a). Auch in der Gutenberg-
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Gesundheitsstudie wurde die L-hArg-Konzentration von 786 gesunde Probanden 
aus EDTA-Plasma gemessen und zeigte ebenfalls einen geschlechtsspezifischen 
Unterschied (p<0,001) (Atzler et al. 2016b) Auch bei Betrachtung einer älteren 
Population, wie der Hoorn-Studie zeigte sich ein Unterschied (p<0,001) zwischen 
Männern mit 1,63±0,51 µmol/L und Frauen 1,30±0,44 µmol/L (Pilz et al. 2014). Auch 
in der SHIP-Studie bestätigten Atzler et al. erneut einen signifikanten Unterschied 
zwischen Männern und Frauen (p<0,01) (Atzler et al. 2014b). 
 
Tabelle 1: Geschlechtsspezifische Unterschiede für L-Homoarginin (L-hArg) 

Studie n 
Kohorte 

Männer L-
hArg 

in µmol/L 

Frauen L-hArg 
in µmol/L 

Quelle 

Pomerania 
(Atzler et al.) 

1359; davon 
37,5% Männer 
62,5% Frauen 

Median: 2,72 
25./75. 

Perzentile: 
2,20-3,33 

Median: 2,56 
25./75. 

Perzentile: 
1,99-3,32 

 

(Atzler et 
al. 2014b) 

Gutenberg 
(Atzler et al.) 

786; gesunde Median: 1,88 
25./75. 

Perzentile: 
1,47-2,41 

Median: 1,77 
25./75. 

Perzentile: 
1,38-2,26 

(Atzler et 
al. 2016b) 

Hoornstudie 
(Pilz et al.) 

606; davon 
70,0±6,6 Jahre 
48,7% Männer 
51,3% Frauen 

MW: 1,63 
SD: 0,51 

MW: 1,30 
SD: 0,44 

(Pilz et al. 
2014) 

Dallas Heart 
(Atzler et al.) 

3514; davon 
Median 43 

Jahre 
44% Männer 
56% Frauen 

Median: 2,92 
25./75. 

Perzentile: 
2,29-3,62 

Median: 2,70 
25./75. 

Perzentile: 
2,06-3,46 

(Atzler et 
al. 2014a) 

 
In der gleichen Studie zeigte sich eine Altersabhängigkeit der L-hArg-Konzentration. 
Die 1359 gesunden Probanden, im Alter 20-69 wurden in folgende Gruppen 
kategorisiert: 20-29, 30-39, 40-49, 50-59 und 60-69 (Atzler et al. 2014b). Die L-hArg-
Konzentration der Frauen nimmt zwischen dem 20. bis 40.Lebensjahr am meisten 
ab (Atzler et al. 2014b). Die L-hArg-Konzentration der Männer dagegen scheint 
zwischen dem 30. Und 40. Lebensjahr die höchste Konzentration zu erreichen, ehe 
eine Abnahme beginnt (Atzler et al. 2014b). Auch in der Gutenberg-
Gesundheitsstudie mit 786 gesunden Probanden im Alter von 35-74 Jahren zeigt 
sich für beide Geschlechter ein Rückgang der L-hArg-konzentration mit 
zunehmendem Alter (Spearman’s rho -0,09 für Frauen und rho -0,11 für Männer; 
beide p<0,05) (Atzler et al. 2016b). In einer kleiner angelegten Studie von 292 
gesunden, männlichen Probanden im Alter von 20-75, die kategorisiert wurden 
(<35, 35-49- 50-64, >65), konnte kein signifikanter Unterschied abhängig vom Alter 
gefunden werden (Meinitzer et al. 2007). Bei 40 Kindern und Jugendlichen im Alter 
zwischen 3 und 18 Jahren zeigt sich eine positive Korrelation zwischen Alter und L-
hArg (r=0,42; p=0,007, Jaźwińska-Kozuba et al. 2013).  
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Des Weiteren zeigten sich abhängig von der Ethnie weitere Unterschiede (n=1032; 
p<0,001) (Atzler et al. 2014a). Hispoamerikaner zeigten mit einem Median von 3,10 
µmol/L die höchste Konzentration, gefolgt von Afroamerikanern mit 2,92 µmol/L und 
der weißen Bevölkerung mit 2,44 µmol/L (Atzler et al. 2014a): 
 
Tabelle 2: Ethnienspezifische Unterschiede für L-hArg (Atzler et al. 2014a) 

Ethnie Median Spannweite n 
Hispanoamerikaner 3,10 µmol/L 2,43–3,95 µmol/L 596 

Afroamerikaner 2,92 µmol/L 2,25–3,66 µmol/L 1812 
Europäische 

Vorfahren 
2,44 µmol/L 1,86–3,04 µmol/L 1032 

 
Verschiedene kardiovaskuläre Erkrankungen stehen mit niedriegeren L-hArg-
Konzentration in Zusammenhang (siehe 3.1.7). So liegt z.B. bei 389 Patienten mit 
akutem ischämischem Schlaganfall die L-hArg Konzentration im Median bei 1,07 
µmol/L (Choe et al. 2013). Von diesen Patienten haben im weiteren Verlauf von 
durchschnittlich 7,4 Jahren Nachbeobachtungszeit 160 überlebt. Deren L-hArg-
Werte lagen im Median bei 1,27 µmol/L, während die L-hArg-Ausgangswerte der 
229 Patienten die im gleichen Zeitraum verstarben bei 0,96 µmol/L lagen (p<0,001) 
(Choe et al. 2013).  
 

3.1.4 Intraindividuelle Variation von Homoarginin 
 
Die Arbeitsgruppe (AG) Blackwell et al. befasste sich 2007 bereits mit der Ermittlung 
von L-hArg-Werten aus EDTA-Plasma (Blackwell et al. 2007). Dabei wurde 
zusätzlich das venöse Blut von zwölf freiwillige Probanden, 6 Frauen und 6 Männer, 
im Alter von 20-53 Jahren über 20 Wochen wöchentlich entnommen, um die 
Interindividuellen Schwankungen zu zeigen (Blackwell et al. 2007).  
 
Tabelle 3: Variationskoeffizienten (VK) für HPLC (Blackwell et al. 2007) 

Assay Mittelwert VK  
1 Blutentnahme 

VK  
20 Blutentnahmen 
Über 20 Wochen 

Intraassay 1,79 µmol/L 1,8% 14,4% 
Interassay 1,51 µmol/L 3,3% 37,8% 

 
Der Interassay-Variationskoeffizient (VK) ist höher als der Interassay-VK (Blackwell 
et al. 2007). Im zeitlichen Verlauf von 20 Wochen, werden zusätzlich die 
Intraindividuellen Schwankungen berücksichtigt und es ergibt sich eine höhere 
Variation: Die relativen VKs der Interassays zeigten dabei eine Spannweite von 19,1 
bis 45,7% (Blackwell et al. 2007). 
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3.1.5 Variation durch Probenmaterial  
 
Die Messung von Homoarginin ist bereits für diverse Proben beschrieben worden. 
In dieser Arbeit soll der Fokus auf Blutprodukte gelegt werden, wie Serum-, Plasma- 
und Kapillarblut. Die gleichzeitige Messung Serum und Plasma derselben 
Probanden ist von Kayacelebi et al. beschrieben worden: Bei den 10 Probanden 
zeigten 3 einen signifikanten Unterschied zwischen Plasma und Serum; dabei war 
die Konzentration im Plasma um durchschnittlich 12% höher (Kayacelebi et al. 
2014b). 
 

3.1.6 Physiologische Bedeutung von Homoarginin 
 
L-hArg ist Bestandteil der Nahrung. Beim Menschen führte eine hochkalorische, 
proteinreiche Nahrung zu einer Erhöhung der L-hArg-Konzentration (Kayacelebi et 
al. 2015). Über das Trinkwasser supplementiert, führte 14 und 28 mg/mL L-hArg in 
Supplementationsstudien bei Mäusen zu einer Erhöhung der Plasmakonzentration 
auf 328±40% und 628±60% im Vergleich zur nicht supplementierten Kontrollgruppe 
(Stockebrand et al. 2015). Wurden die Mäuse gleichzeitig mit einer Hochfettdiät 
gefüttert, führte die Supplementation mit 14 und 28 mg/mL L-hArg zu einem 
geminderten Anstieg der Plasmakonzentration auf 140±9% und 206±14% im 
Vergleich zur Kontrollgruppe (Stockebrand et al. 2015). 
 
Die orale Supplementation beim Menschen zeigte ebenfalls eine Plasmaerhöhung 
von L-hArg von 2,87±0,91 µmol/L auf 8,74±4,46 µmol/L nach einmaliger Gabe und 
auf 17,3±4,97 µmol/L nach 4-wöchiger oraler Gabe von 125 mg L-hArg einmal 
täglich. Dies entspricht einer Erhöhung der Plasmakonzentration auf 304% nach 
einmaliger Gabe und auf 603% nach 4-wöchiger Gabe (Atzler et al. 2016d). 
 
In Mäusen zeigte sich, dass es unter einer Arginininfusion zu einer akuten Erhöhung 
der L-hArg-Konzentration im Plasma kommt (Kayacelebi et al. 2015). In Ratten 
konnte außerdem gezeigt werden, dass L-hArg bei L-hArg –Supplementation von 
19 g/kg für 4 Tage die Sekretion und Produktion exokriner Pankreaseenzyme 
inhibiert (Hira et al. 2003). Zudem zeigten sich zwei Glukagonanaloga, die L-hArg 
enthalten, als sehr potente Antagonisten des Glukagonrezeptors. Zu diesen 
gehören [1-des-histidine][2-N alpha-trinitrophenylserine, 12-homoarginine]-
glucagon und [1-N alpha-trinitrophenylhistidine, 12-homoarginine]-glucagon (THG) 
(Hruby 1982, Johnson et al. 1982). Die intravenöse Infusion von THG als Bolus 
führte zu einer Verringerung der Blutglukose um 20-35% in Ratten (Johnson et al. 
1982). Mehrfache Infusionen zeigten sogar eine Blutglukoseerniedrigung um 30-
65% (Johnson et al. 1982). 
 
Für L-hArg zeigt sich ein Zusammenhang mit der Vasodilatation der Gefäße und 
der Endothelhomöostase (Hecker et al. 1991, Moali et al. 1998). Darüber hinaus ist 
L-hArg ein Inhibitor der leber- und knochenspezifischen alkalischen Phosphatase 
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(Lin und Fishman 1972). In der Schwangerschaft ändert sich die Endothelfunktion 
mit gleichzeitig gesteigerter Vasodilatation. Es zeigte sich, dass auch der L-hArg-
Gehalt im 2. Trimenon (4,8±1,7 µmol/L) und 3. Trimenon (5,3±1,5 µmol/L)  in der 
der Schwangerschaft signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (2,7±1,0 µmol/L) 
ansteigen (p<0,001) (Pirjo Valtonen et al. 2008). 
 

3.1.7 Pathophysiologische Rolle von Homoarginin  
 
Eine ganze Reihe von Kohortenstudien zeigen einen Zusammenhang zwischen 
niedriegen L-hArg Konzentrationen und kardiovaskulärer Morbidität und Mortalität 
bekannt (März et al. 2010, Pilz et al. 2011b, Drechsler et al. 2011, Atzler et al. 2013, 
Atzler et al. 2014a), ebenso wie zu Schlaganfall (siehe 3.1.3, Pilz et al. 2011a) und 
chronischer Nierenerkrankung (Ravani et al. 2013) und Tako-Tsubo-
Kardiomyopathie (Kayacelebi et al. 2014a).   
 
Im Gegensatz dazu ist höherer Blutdruck mit höheren Konzentrationen von L-hArg 
im Plasma assoziiert: Pro Standardabweichung (SD) Anstieg der L-hArg-
Konzentration (0,52 µmol/l) erhöht sich der systolische Blutdruck um 3,9 mmHg 
(Alters- und Geschlechtsadjustiert) (van der Zwan et al. 2013). Ebenso wurde in der 
Dallas Heart Studie eine positive Korrelation mit dem BMI gefunden (Atzler et al. 
2014a).  
 
Auch ein endokrinologischer Zusammenhang konnte gezeigt werden. Patienten mit 
einer Hyperthyreose wiesen einen um 18,5% reduzierten L-hArg Spiegel und 
Patienten mit einer Hypothyreose einen um 14,8% reduzierten der L-hArg Spiegel 
im Gegensatz zur Kontrollgruppe auf (p=0,05) (Verhelst et al. 1997). Auch die 
Nebenschilddrüse scheint eine Rolle zu spielen: Patienten mit 
Hyperparathyreoidismus zeigten eine signifikant niedrigere der L-hArg-
Konzentration (p<0,001), welches sich auch nach Ausschluss von Patienten mit 
einer kleineren GFR als 60 ml/min ebenso signifikant blieb (Tomaschitz et al. 2015). 
Darüber hinaus zeigt sich bei Beobachtung chronisch Lebererkrankten über einen 
Zeitraum von 3,5 Jahren für der L-hArg eine Korrelation mit dem MELD-Score (Pilz 
et al. 2015). 
 
Auch für den Verlauf einer pathologischen Schwangerschaft zeigte sich ein 
Zusammenhang mit der L-hArg Konzentration. Die gemessenen der L-hArg-Werte 
in den Gestationswochen 11(+0) bis 13(+6) für 25 Frauen mit früher Präeklampsie 
waren niedriger und unterschieden sich signifikant von der Kontrollgruppe (p=0,006) 
(Khalil et al. 2013). Als frühe Präeklampsie gilt die Ausprägung von Symptomen vor 
der 34. Schwangerschaftswoche (Khalil et al. 2013). Die Ausbildung einer 
Präeklampsie nach der 34. Schwangerschaftswoche war dagegen nicht mit der L-
hArg assoziiert (Khalil et al. 2013). In einer weiteren Langzeitbeobachtung über 
durchschnittlich 10 Jahren von 89 Patientinnen mit Präeklampsie während der 
ersten Schwangerschaft wurde gezeigt, dass das gleichzeitige Vorliegen von 
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Präeklampsie in der ersten Schwangerschaft und ein niedriges Geburtsgewicht mit 
einem der L-hArg-Wert oberhalb der 75ten Perzentile vergesellschaftet war 
(Sandvik et al. 2013). 
 

3.1.8 Korrelation von Homoarginin mit laborchemischen und 
klinischen Phänotypen 

 
Im Tiermodell ist ein Zusammenhang von der L-hArg mit Blutzucker und Adipositas 
in Mäusen gezeigt worden (Stockebrand et al. 2015). Das Gewicht und die 
Glukosetoleranz waren dabei unverändert (Stockebrand et al. 2015). Beim 
Menschen wiesen folgende Laborwerte eine Korrelation mit der L-hArg 
Konzentration auf: Arginin, c-reaktives Protein (CRP), Glomeruläre Filtrationsrate 
(GFR), Fibrinogen, Kreatinin, Kreatinin-Clearance, Lysin, N-terminales pro brain 
natriuretisches Peptid (NT-pro-BNP), von Willebrandfaktor (vWF), β-
thromboglobulin, Endothelin-1.  
 
Tabelle 4: L-Homoargininkorrelationen mit Laborparametern 

Laborwert Kohortenbeschreibung Zusammenhang Quelle 
Arginase Aktivität  
(Arginin/Ornithin) 

n=40 
 Gesunde Kinder  

(3-18 Jahre) 

r=0,31; p=0,048 (Jaźwińska-
Kozuba et 
al. 2013) 

Arginin n=40 
 Gesunde Kinder  

(3-18 Jahre) 

r=0,43; p=0,005 (Jaźwińska-
Kozuba et 
al. 2013) 

Arginin 389 Patienten mit akutem 
ischämischen 
Schlaganfall 

r=0,41; p<0,001 (Choe et al. 
2013) 

Arginin 3037 davon 31,5% mit 
akutem Koronarsyndrom 

r=0,32; p<0,001 (Tomaschitz 
et al. 2014) 

Arginin nach 
Supplementation 
von Vitaminen, 
FS und 
Spurenelementen 

100 Patienten mit 
rheumatoider Arthritis 

(88% Frauen) 

r=0,23; p=0,034 (Kayacelebi 
et al. 

2014c) 

CRP 100 Patienten mit 
rheumatoider Arthritis 

(88% Frauen) 

Keine Korrelation (Kayacelebi 
et al. 

2014c) 
CRP 389 Patienten mit akutem 

ischämischen 
Schlaganfall  

r=0,38; p<0,001 (Choe et al. 
2013) 

CRP (hsCRP) 3037 davon 31,5% mit 
akutem Koronarsyndrom 

r=-0,22; p<0,001 (Tomaschitz 
et al. 2014) 

 
 



  Einleitung 

 17 

 
 

Laborwert Kohortenbeschreibung Zusammenhang Quelle 
Cystatin C 3037 Patienten davon 

31,5% mit akutem 
Koronarsyndrom 

r=-0,27; p<0,001 (Tomaschitz 
et al. 2014) 

eGFR 389 Patienten mit akutem 
ischämischen Schlaganfall  

r=0,19; p<0,001 (Choe et al. 
2013) 

eGFR 3037 davon 31,5% mit 
akutem Koronarsyndrom 

r=0,20; p<0,001 (Tomaschitz 
et al. 2014) 

Fibrinogen 389 Patienten mit akutem 
ischämischen Schlaganfall  

r=0,25; p<0,001 (Choe et al. 
2013) 

Kreatinin 389 Patienten mit akutem 
ischämischen Schlaganfall 

r=-0,19; p=0,001 (Choe et al. 
2013) 

Kreatinin-
Clearance 
(Frauen) 

135 Patienten mit 
chronischer 

Niereninsuffizienz (nicht 
dialysiert; 23-86 Jahre; 

52%Frauen) 

r=0,32; p=0,025 (Marescau 
et al. 1997) 

Kreatinin-
Clearance 
(Männer) 

135 Patienten mit 
chronischer 

Niereninsuffizienz (nicht 
dialysiert; 23-86 Jahre; 

52%Frauen) 

r=0,33; p=0,003 (Marescau 
et al. 1997) 

Lysin 3037 Patienten davon 
31,5% mit akutem 
Koronarsyndrom 

r=0,35; p<0,001 (Tomaschitz 
et al. 2014) 

NT-pro-BNP 2971 Kaukasier (LURIC 
Studie) 

r=-0,33; p<0,001 (Pilz et al. 
2011b) 

NT-pro-BNP 108 Patienten mit 
unbehandelter 

pulmonalarterieller 
Hypertonie;  
53±17 Jahre 

r =-0,21; p<0,05 (Atzler et al. 
2016c) 

vWF 389 Patienten mit akutem 
ischämischen Schlaganfall  

r=0,31; p<0,001 (Choe et al. 
2013) 

β-
thromboglobulin 

389 Patienten mit akutem 
ischämischen Schlaganfall  

r=0,31; p<0,001 (Choe et al. 
2013) 

Endothelin-1 108 Patienten  
mit unbehandelter 
pulmonalarterieller 

Hypertonie; 
53±17 Jahre 

r=-0,31; p<0,05 (Atzler et al. 
2016c) 

 
 

Tabelle 4: L-Homoargininkorrelationen mit Laborparametern Fortsetzung 
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Laborwert Kohortenbeschreibung Zusammenhang Quelle 
ADMA 108 Patienten  

mit unbehandelter 
pulmonalarterieller 

Hypertonie; 
53±17 Jahre 

Keine Korrelation (Atzler et al. 
2016c) 

 
In einer Stufenweisen multiplen linearen Regressionsanalyse konnten Tomaschitz 
et al. folgende Vorhersagewerte, sortiert nach Ihrem Zusammenhang, für die der L-
hArg-Konzentration ermitteln: 

1. Arginin 
2. NT-pro-BNP 
3. Lysin 
4. BMI (Body Maß Index) 
5. Haemoglobin 
6. eGFR 
7. Geschlecht (Tomaschitz et al. 2014) 

 

3.2 Nachweismethoden und Messwerte für Homoarginin 
 
Derzeit ist die Messung von L-hArg mit folgenden Methoden möglich: HPLC, 
Enzym-linked Immunoassay (ELISA), Flüssigkeitschromatografie mit 
Massenspektrometrie (LC-MS), Gaschromatografie (mit Massenspektrometrie (GC-
MS) und Ultra-Performance-Liquid-Chromatography Quadrupol time-of-flight 
Massenspektrometrie (UPLC-qTOF-MS) (Gellert 2017). 
 

3.2.1 HPLC zur Quantifizierung von Homoarginin 
 
Aufgrund der parallelen Messung der Argininderivaten: ADMA, SDMA, der L-hArg 
und L-Arginin, konnten bereits innerhalb von ADMA-Studien L-hArg-Werte ermittelt 
werden, welche durch folgende Arbeitsgruppen (AG) veröffentlicht wurden: 
 
Tabelle 5: Quantifizierung von L-Homoarginin (L-hArg) mittels HPLC (Gellert 
2017) 

Methode 
(Probenmaterial) 

n 
Kohorte 

L-hArg in µmol/L 
 

Quelle 

HPLC 
(EDTA-Plasma) 

100 
23-65 Jahre 

Gesund 
51% männlich 

MW:      1,99  
Median: 1,87  

95%Konfidenzintervall: 
0,30–3,68  

(Blackwell 
et al. 2007) 

 

Tabelle 4: L-Homoargininkorrelationen mit Laborparametern Fortsetzung 
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Methode 
(Probenmaterial) 

n 
Kohorte 

L-hArg in µmol/L 
 

Quelle 

HPLC 
(Heparinplasma) 

30 MW:     2,15 
SD:      0,75  

Spannweite: 0,86-3,95  

(Jones et al. 
2010) 

HPLC-MS/MS 
(Plasma) 

12 gesunde 
Probanden 

MW:        2,30 
SD:        0,74  

(Servillo et 
al. 2013) 

 
Die Methodenpräzision, gekennzeichnet durch den VK, ist in der nachstehenden 
Tabelle zusammengefasst. 
 
Tabelle 6: Methodenpräzision der HPLC Messung von L-Homoarginin (L-
hArg) mit Variationskoeffizienten (VK) (Gellert 2017) 

Methode 
(Probenmate

rial) 

Intra-assay 
VK 

Inter-assay 
VK 

Relative 
Wiederfindungsrate 

(Minimum-Maximum) 

Quelle 

HPLC 
(EDTA-
Plasma) 

1,8% 
(n=10) 

3,3% 
(n=10) 

- (Blackwell 
et al. 2007) 

HPLC 
(Plasma) 

1,4% 
- 

2,9% 
(n=10) 

100% 
( - ) 

(Valtonen et 
al. 2005) 

 
 
 
 

Methode 
(Probenmate

rial) 

Intra-assay 
VK 

Inter-assay 
VK 

Relative 
Wiederfindungsrate 

(Minimum-Maximum) 

Quelle 

HPLC 
(Heparin-
Plasma) 

1,2% 
(n=10) 

4,6% 
(n=30) 

- 
(91,7- 98,1%) 

 

(Jones et al. 
2010) 

HPLC-
MS/MS 

(Plasma) 

- - 94-98% 
( - ) 

(Servillo et 
al. 2013) 

 
Weitere Nachweismöglichkeiten von Homoarginin mittels HPLC aus Urin 
(Markowski et al. 2007) und Rattengewebe (Hou et al. 2015) wurden beschrieben. 
 

3.2.2 ELISA zur Quantifizierung von Homoarginin 
 
Zur Quantifizierung von L-hArg existiert ein kommerzieller ELISA der Firma DLD 
Diagnostika GmbH (DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte 

Tabelle 6: Methodenpräzision der HPLC Messung von L-Homoarginin (L-hArg) 
mit Variationskoeffizienten (VK) (Gellert 2017) Fortsetzung 

Tabelle 5: Quantifizierung von L-Homoarginin (L-hArg) mittels HPLC (Gellert 
2017) Fortsetzung 
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mbH 2014). Der Nachweis von Homarginin erfolgt aus 20 µl EDTA-Plasma, Serum 
oder Zellkulturüberstand (DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische 
Geräte mbH 2014; EAGLE Biosciences 2016). Die Proben können nach bis zu 
6 Stunden bei 2-8°C Lagerung und bis zu 18 Monate bei -20°C Lagerung gemessen 
werden (DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 2014; 
EAGLE Biosciences 2016).  Der Referenzbereich wird für EDTA-Plasma und Serum 
für MW±SD mit 2,0±0,7 µmol/L angegeben (DLD Gesellschaft für Diagnostika und 
medizinische Geräte mbH 2014; EAGLE Biosciences 2016). Als Grundlage diente 
die Messung von 252 gesunden Probanden (DLD Gesellschaft für Diagnostika und 
medizinische Geräte mbH 2014; EAGLE Biosciences 2016). Angaben zur 
Methodenpräzision werden nur für den Intraassay verschiedener Medien wie folgt 
angegeben:  
 
 
Tabelle 7: DLD Diagnostika GmbH – Variationskoeffizienten (VK) für ELISA 
(DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 2014) 
 

Intraassay (Medium) VK 
Intraassay EDTA-Plasma 3,3-6,1% 

Intraassay Serum 4,6-5,6% 
Intraassay Zellkultur 4,7-6,2% 

 
 
Es liegen keine Daten zur Interassay-Variabilität vor. Die Testung der Spezifitiät 
ergibt eine Kreuzreaktion mit Arginin von 0,025%, und mit ADMA, SDMA und NMMA 
von <0,025% (DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 
2014; EAGLE Biosciences 2016). Die Sensitivität für Homoarginin ist mit 0,5 µmol/L 
angegeben (DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 2014; 
EAGLE Biosciences 2016). Die Wiederfindungsrate, auch Recovery genannt, 
beträgt im Durchschnitt 95% für EDTA-Plasma, 103% für Serum und 96% für 
Zellkulturmedium (DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 
2014; EAGLE Biosciences 2016).  
 

3.2.3 Korrelation ELISA mit LC-MS/MS 
 
Es liegen Korrelationsdaten von L-hArg-Werten, gemessen mit ELISA und LC-MS, 
für Kontrollproben (DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 
2014), als auch für Patientenproben vor (Cordts et al. 2015): 
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Tabelle 8: Korrelation der L-Homoarginin (L-hArg) Quantifizierung von ELISA 
und LC-MS/MS 

Proben Korrelation N 
Kohortenbeschreibung 

Quelle 

Kalibratoren ELISA Kit 
DLD Diagnostika 

GmbH 

r2=0,998 25 (DLD 
Gesellschaft 

für 
Diagnostika 

und 
medizinische 
Geräte mbH 

2014) 
Kalibratoren ELISA Kit 

DLD Diagnostika 
GmbH 

r2=0,99 4-6 (Cordts et al. 
2015) 

Kalibratoren der LC-
MS/MS 

r2=0,97 4-6 (Cordts et al. 
2015) 

Humanes 
Menschenplasma 

r2=0,78 144 davon: 
13 gesunde 

36 Angina Pectoris 
95 akutes 

Koronarsyndrom 

(Cordts et al. 
2015) 

. 
Bei der Verwendung von humanen Plasmaproben zeigt sich eine 30% höhere L-
hArg-Konzentration bei Messung mit LC-MS/MS im Vergleich zur Messung der 
humanen Plasmaproben mit dem ELISA (Cordts et al. 2015). Durch Lehmann et 
al. ist bereits bekannt, dass die Aminosäure Trimethyllysin isoboar zu Homoarginin 
ist und zu Interferenzen führen könne, da diese Aminosäure ebenso im humanen 
Plasma vorkommt (Lehman et al. 1987). Diese Art der Interferenz kann durch die 
Kombination mit MS/MS eleminiert werden, indem das spezifische Fragement für L-
hArg gemessen wird (Cordts et al. 2015).  
 

3.2.4 LC-MS/MS-Methoden zur Quantifizierung von Homoarginin 
 
In der Forschung ist die Quantifizierung von L-hArg bereits etabliert, weshalb 
mehrere Studien Aussagen zu Messwerten und Messpräzision bestehen: 
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Tabelle 9: Quantifizierung von L-Homoarginin (L-hArg) mittels LC-MS/MS 
Methoden (Gellert 2017) 

Methode 
(Proben-
material) 

n L-hArg in µmol/L 
 

Quelle 

UPLC-QToF-
MS 

(EDTA-
Plasma) 

125 
(≥ 60 Jahre) 

MW:      0,99 
SD:       0,04  

Spannweite: 0,37-2,19  
95% KI1: 0,92-1,04 

(van Dyk et 
al. 2015) 

LC-MS/MS 3514 Median: 2,80 
Interquartilabstand: 2,14-3,54 

Hispanics Median: 3,10 
Afroamerikaner Median: 2,92 

Weiße Median: 2,44 
 

(Atzleret al. 
2014a) 

LC-MS/MS 
(Serum) 

1359 
Gesund; 

510 Mäner 
(m); 

 849 Frauen 
(w) 

Median: 2,63  
95% KI: 2,08-3,32 

Median m: 2,72 
Median s: 2,56 

95% KI w: 1,41-5,0  
Spannweite: 2,08-3,32  
95% KI m: 1,20-5,53  

(Atzler et al. 
2014b) 

LC-MS/MS 
(Plasma 

136 Median: 1,41 
Interquartilabstand: 1,14-1,82 

(Jaźwińska-
Kozuba et al. 

2013) 
LC-MS/MS 

(Heparinplas
ma) 

27 MW:      2,01 
SD:         0,65 

(Davids et al. 
2012a) 

LC-MS/MS 
(Plasma) 

136 MW:        2,5 
SD:            1  

(Atzler et al. 
2011)  

 
Die Präzision der Messung mittels LC-MS/MS ist in der nachfolgenden Tabelle 
zusammengefasst: 
 
Tabelle 10: Methodenpräzision von LC-MS/MS Varianten (Gellert 2017); 
dargestellt mit Variationskoeffizienten (VK) 

Methode 
(Proben-
material) 

Intra 
assay VK 

Inter 
assay VK 

Relative 
Wiederfindungs-rate 
(Minimum-Maximum) 

Quelle 

UPLC-QToF-
MS 

(Plasma) 

1,0% 
(n=6) 

-  98% 
( - ) 

(van Dyk 
et al. 2015) 

LC-MS/MS 
(Plasma) 

4,5%   
(n=4) 

7,5%  
 (n=13) 

- 
( - ) 

(Atzler et 
al. 2011) 

LC-MS/MS 
(Heparinplasm

a) 

1,9% 
(n=15) 

3,1% 
(n=15) 

97,6%  
(95,0-100,7%) 

(Davids et 
al. 2012a) 

 

 
1 Konfidenzintervall (KI) 
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3.2.5 GC-MS und GC-MS/MS-Methoden zur Quantifizierung von 
Homoarginin 

Folgende Messwerte für die L-hArg-Konzentrationen sind erhoben worden:  
 
Tabelle 11: Quantifizierung von  L-Homoarginin (L-hArg) mittels GC-MS 
(Gellert 2017) 

Methode 
(Probe) 

n L-hArg in µmol/L 
 

Quelle 

GC-MS 
(Serum und 

Plasma) 

10  MW:       1,87 
SD:          0,67 

(Kayacelebi 
et al. 2014b) 

GC-MS 
(Plasma) 

17 
(männlich 19-35 

Jahre) 

MW:       1,70 
SD:         0,62  
Median:   1,50 

(Hanff et al. 
2016) 

 
Bei der Methode von Hanff et al. wurden die Plasmaproben zunächst mit 
methanolischen HCl behandelt (Hanff et al. 2016). Dies führte zur Veresterung der 
Methylgruppen (Hanff et al. 2016). Selbiges Verfahren wurde auch bei dem internen 
Standard angewandt (Hanff et al. 2016). Der interne Standard enthält statt 
Wasserstoffatomen Deuteriumatome und ist somit markiert (Hanff et al. 2016). Die 
Methodenpräzision wird wie folgt zusammengefasst:  
 
Tabelle 12: Methodenpräzision der GC-MS bzw. GC-MS/MS (Gellert 2017) 
dargestellt: Variationskoeffizient (VK) 

Methode 
 

Intraassay 
VK 

Interassay 
VK 

Relative 
Wiederfindungsrate 

(Minimum-Maximum) 

Quelle 

GC-MS  4,0%  
(2,2-5,8%) 

4,0% 
(0,5-7,6%) 

- 
(87,7- 99,2%) 

(Kayacelebi 
et al. 2014b) 

GC-MS/MS  3,1% 
(1,4-4,5%) 

2,9% 
(0,9-5,8%) 

- 
(99,6-108,8%) 

(Kayacelebi 
et al. 2014b) 

GC-MS 7,5% 
(2,4-10%) 

- - 
(92,6-109,1%) 

(Hanff et al. 
2016) 

 

3.3 Methodenvalidierung 
 
Für die Einführung eines neuen Analyseverfahrens ist die systematische Bewertung 
des Verfahrens notwendig, um die Eignung und Zuverlässigkeit zu prüfen. Um die 
Zuverlässigkeit bewerten zu können, sollten Kenngrößen wie Richtigkeit, Präzision, 
Selektivität, Wiederfindungsrate, Nachweisgrenze und Robustheit ermittelt werden. 
Auch der Vergleich mit einer bereits etablierten Methode wird empfohlen. (Wellmitz 
und Guschke 2005 U. S. Department of Health and Human Services, food and Drug 
Administration 2013, Kromidas 2016) 
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Die Validierung des ELISA zur Bestimmung der L-hArg Konzentration aus EDTA-
Plasma oder Serum erfolgte bereits durch die Firma DLD Gesellschaft für 
Diagnostika und medizinische Produkte mbH 2014 auf die sich die nachfolgenden 
Testcharakteristika beziehen. Es zeigte sich ein Referenzbereich von 2,0±0,7 
µmol/L, eine untere Nachweisgrenze von 0,05 µmol/L, eine Spezifität für 
Homoarginin von 100% bei einer Kreuzreaktivität für Arginin mit 0,025% und 
<0,025% getestet für ADMA, SDMA und NMMA. Die Wiederfindungsrate für EDTA-
Plasma betrug 87-104%, im Mittel 95% in einem Messbreich von 0,66 – 6,70 µmol/L. 
Die Wiederfindungsrate für Serum betrug 97-107%, im Mittel 103% in einem 
Messbereich von 1,51 – 5,10 µmol/L. Die Linearität war für EDTA-Plasma 
(Mittelwert 99%; 89-105%) und Serum (Mittelwert 103%; 96-109%) gegeben. Die 
Reproduzierbarkeit wurde für EDTA-Plasma mit einem Intraassay-VK von 3,3-6,1% 
(Messbereich 0,83-2,23 µmol/L) und für Serum mit 4,6-5,6% (Messbereich 1,30-
2,73 µmol/L) angegeben. Der Methodenvergleich mit der LC-MS zeigte eine 
Korrelation von R=0,998 (n=25) für EDTA-Plasma und eine Korrelation von r=0,965 
(n=12) für Serum. (DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 
2014) 
 
Durch die Erweiterung der Methode durch die Messung des Eluats aus 
Trockenblutkarten ist eine erneute Bewertung der Präzision dargestellt durch VK, 
und eine Bewertung der Robustheit in der neuen Präanalytischen Phase notwendig, 
zudem wird grundsätzlich empfolen Laborinterne Referenzwerte zu ermitteln (U.S. 
Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration 2013, 
DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 2014, Kromidas 
2016). 
 
Die Leitlinie für die Industrie des U.S. Departments of Health and Human Services, 
Food and Drug Administration von 2013 schreibt für Ligandenbindungsassays vor, 
dass die Variationkoeffizienten nicht über 20% sein sollten, während für die 
niedrigste Konzentration ein Grenzwert von 25% gilt. Diese Arbeit orientiert sich 
nachfolgend an dieser Leitlinie.  
 
 

3.4 Zusammenfassung  
 
Die nicht essentielle, kationische Aminosäure der L-hArg ist ein Derivat des Arginins 
mit einer weiteren Methylengruppe (Hecker et al. 1991, Moali et al. 1998, Bretscher 
et al. 2003, Papageorgiou et al. 2015, Kayacelebi et al. 2015). Zur Synthese von L-
hArg dient das Substrat Lysin (Ryan und Wells 1964,  Kayacelebi et al. 2015). Die 
endogene Synthese erfolgt einerseits durch das Enzym AGAT, als auch mit Hilfe 
der Enzyme des Harnstoffzyklusses (Ryan und Wells 1964, Cathelineau et al. 1974, 
Davids et al. 2012b, Papageorgiou et al. 2015, Kayacelebi et al. 2015). L-hArg 
interagiert mit der Arginase als Substrat und Inhibitor (Reczkowski und Ash 1994, 
Atzler et al. 2011, Davids et al. 2012b; Jaźwińska-Kozuba et al. 2013). 
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L-hArg selbst ist ein Substrat der Stickstoffmonoxidsynthase mit einer geringeren 
Affinität und Effektivität als Arginin (Hecker et al. 1991,  Moali et al. 1998, Kayacelebi 
et al. 2015, Tsikas und Wu 2015). Es unterstützt die Vasodilatation der Gefäße und 
zeigt eine Bedeutung in der Endothelhomöostase (Lin und Fishman 1972, Hecker 
et al. 1991). Es sind klinische Zusammenhänge mit kardiovaskulären Erkrankungen 
beschrieben worden (März et al. 2010; Pilz et al. 2011b; Drechsler et al. 2011; Atzler 
et al. 2013; Atzler et al. 2014a). Weitere bisher nachgewiesene Zusammenhänge 
bestehen mit Diabets mellitus, Adipositas und Präklampsie (Tousoulis et al. 2010, 
Sandvik et al. 2013, Khalil et al. 2013, van der Zwan et al. 2013, Tsikas und Wu 
2015). 
 
Die Messwerte für heterogene Probanden zeigen methodenübergreifend im 
Durchschnitt eine L-hArg-Konzentrationen von 2,15 µmol/L in gesunden 
Probanden. Dabei sind alters-, intraindividuelle-, ethnische- und 
geschlechtsspezifische Variationen vorhanden (Blackwell et al. 2007, Atzler et al. 
2014). Von diesen lassen sich die der L-hArg-Konzentrationen von Patienten 
deutlich abgrenzen. Patienten mit akutem Schlaganfall zeigten im Median eine L-
hArg-Konzentration von 1,07 µmol/L (Choe et al. 2013). 
 
 
 
Korrelationen von der L-hArg mit folgenden laborchemischen und klinischen 
Untersuchungsdaten bei Patienten sind beschrieben worden: 
- Nierenparametern (eGFR, Kreatinin-Clearance, Kreatinin) (Marescau et al. 

1997, Choe et al. 2013, Tomaschitz et al. 2014,) 
- Entzündungsparametern (CRP, Fibrinogen) (Choe et al. 2013, Tomaschitz 

et al. 2014, Kayacelebi et al. 2014c) 
- Homöostaseparametern (vWF, Fibrinogen, β-thromboglobulin) (Choe et al. 

2013) 
- Herzinsuffizienz (NT-pro-BNP, Ejektionsfraktion) (Pilz et al. 2011b) 

 
Somit besteht eine zentrale Bedeutung für L-hArg als Prädiktor für kardiovasklärer 
Ereignisse.  
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4 Material und Methoden 
 
Die Methode zur Messung der L-hArg-Konzentration aus Trockenblutkarten gliedert 
sich in folgende drei Abschnitte: 

1. Probengewinnung und Verarbeitung 
2. Elution  
3. Homoarginin ELISA der Firma DLD Diagnostika 

Zunächst wird das grundlegende Verfahren dargestellt, nach deren Anleitung auch 
standardmäßig gearbeitet wurde. Die Abweichungen der einzelnen Versuche 
werden in dem jeweiligen Kapitel erläutert. Als Ausgangsprotokoll diente die 
Anleitung zur Elution von ADMA aus Trockenblutkarten (ADMA Card ELISA, DLD 
Diagnostika), die den Ergebnissen der Vorversuche zur Homoargininmessung 
angepasst wurden.  
 

4.1 Anleitung zur Bestimmung von Homoarginin aus 
Trockenblutkarten (Standardanleitung) 

4.1.1 Laborgeräte, Materialien, Reagenzien, Software 
 
Die verwendeten Laborgeräte, Materialien, Reagenzien und Software sind 
tabellarisch im Anhang 13.2 dargestellt.  

4.1.2 Probandenrekrutierung und Eigenschaften 
 
Die verwendeten Blutproben stammen alle von gesunden Mitarbeitern des Instituts 
für Klinische Pharmakologie und Toxikologie. Die Kodierung der Probanden erfolgte 
mit römischen Ziffern, welche in der nachfolgenden Tabelle aufgeführt sind.  
 
Tabelle 13: Geschlechterverteilung der Probanden 

Probandennummer Geschlecht 
I weiblich 
II männlich 
III männlich 
IV weiblich 
V weiblich 
VI weiblich 
VII männlich 
VIII männlich 
IX weiblich 
X männlich 
XI weiblich 
XII männlich 
XIII männlich 
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4.1.3 Probengewinnung und Präparation der Trockenblutkarten 
 
Die Trockenblutkarten, Filterpapier der Firma Sartorius stedim, werden mit je 50 µl 
gut gemischtem Vollblut eines unmittelbar vor Verarbeitung venös entnommenen 
EDTA-Röhrchens in die kreisrunden Markierungen getropft. Diese Markierungen 
auf der Trockenblutkarte sind im Durchmesser 1,1 cm aus diesen Spots werden die 
Stanzlinge zur Weiterverarbeitung ausgestanzt. Für eine Probe werden je 2 
Stanzlinge benötigt und das Ergebnis mit 1,5 multipliziert. Alternativ können auch 
initial 3 Spots verwendet werden, sodass eine mathematische Adaption entfällt. In 
dieser Studie wurden, wenn nicht anders beschrieben, standardmäßig 2 Spots 
verwendet und das Ergebnis adaptiert. In Kapitel 3.3.3 konnte gezeigt werden, dass 
sowohl 2 als auch 3 Spots äquivalent sind. Anschließend trocknete das Filterpapier 
für mindestens 24 h bei Raumtemperatur aufrechtstehend in einem Kartenständer.  
 
Die Lagerung der Trockenblutkarten erfolgte in Plastiktüten der Größe 14x8 cm mit 
Siegelverschluss und einem 9x4 cm großen und 10 g schwerem Silikagelbeutel, um 
Einflüsse von Feuchtigkeit während der Lagerung zu vermeiden. Diese lagerten für 
bis zu zwei Wochen in einem lichtundurchlässigen und temperaturstabilen Karton. 
Abweichungen von diesem Protokoll werden in den jeweiligen Kapiteln genauer 
beschrieben.  

 

4.1.4 Elution  
 
Zur Elution wurden aus 2 Spots der Trockenblutkarten im Durchmesser 6 mm große 
Kreise ausgestanzt und in einem 2,0 ml Eppendorfgefäß für 15 Minuten mit 300 µl 
Elutionsmittel bei Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert. Für die Standards 
und Kontrollen werden statt Stanzlingen 15 µl der Standardlösungen oder 
Kontrolllösungen als Äquivalent eingesetzt. Im Anschluss werden die Gefäße für 
5 Minuten bei 3.000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Zwei Elutionslösungen 
wurden dabei hauptsächlich verwendet: 
Für die Vorversuche: 

• Einfluss von Enzyminhibitoren [Kap. 2.2.2, 2.2.3] 
• Vergleich Plasma und Vollblut [Kap. 2.2.1] und 
• Auswahl einer Elutionslösung [Kap. 2.2.5] 

wurde das Elutionsreagenz des ADMA Card ELISAs der Firma DLD verwendet, 
welches für die Hauptversuche durch eine selbst hergestellte Elutionslösung, 1 M 
TRIS-HCl gepuffert auf pH 1, ersetzt wurde.  
 

4.1.5 ELISA-Assay 
 
Für den ELISA wurden die Kits der Firma DLD Diagnostika verwendet mit folgender 
Modifikation in der Probevorbereitung. Vor dem eigentlichen ELISA findet eine 
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Acylierung statt, die in Doppelbestimmung durchgeführt wird, sodass zweimal je 
75 µl des Eluats in eine Reaktionsplatte pipettiert werden. Im Anschluss werden 
25 µl Acylierungspuffer und 50 µl Ausgleichsreagenz in alle Vertiefungen pipettiert 
und die Platte wurde für 10 Sekunden manuell geschüttelt. Danach wurden 25 µl 
des frisch angesetzten Acylierungsreagenz hinzugefügt und die Reaktionsplatte im 
Anschluss bei Raumtemperatur für 15 Minuten auf einem Horizontalschüttler bei 
300-450 rpm unabgedeckt inkubiert. 
 
Entsprechend der Anleitung wurden 25 µl der so vorbereiteten Probe in die 
Mikrotiterplatte pipettiert und mit 50 µl Antiserum ergänzt, um für 90 Minuten mit 
einer Folie abgedeckt auf einem Horziontalschüttler bei 300-450 rpm bei 
Raumtemperatur zu inkubieren. Der 4-malige Waschvorgang wurde durch den 
MRW Waschautomat maschinell durchgeführt, bevor 100 µl Konjugat hinzugefügt 
und für 25 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horziontalschüttler inkubiert 
wurden. Nach einem erneuten 4-maligen Waschvorgang wurde das Substrat 
zugegeben und auf dieselbe Weise inkubiert. Nach Ergänzen der 100 µl 
Stopplösung erfolgte die Endpunktabsorptionsmessung bei 450 nm bei einer 
Referenzwellenlänge von 620 nm mittels Tecan Sunrise. Wurden für den Versuch 
2 Spots eingesetzt, so wurde das Ergebnis mit 1,5 multipliziert.  
 

4.2 Vorversuche zur Methodenetablierung 
 
Der ELISA zur L-hArg-Quantifizierung im Plasma, Serum und Zellkulturproben ist 
bereits als Kit von DLD Diagnostika verfügbar. Als Vorversuche werden alle 
Prozesse in der Probenvorbereitung bezeichnet:  

• Vergleich zwischen Vollblut und Plasma 
• Präparation der Trockenblutkarten mit Arginase-Hemmstoffen 
• Präparation der Trockenblutkarten mit Protease-Inhibitoren 
• Wahl der Elutionslösung 

Eine Modifikation am ELISA wurde nicht vorgenommen.  
 

4.2.1 Vergleich von Plasma und Vollblut 
Für den Vergleich der L-hArg-Werte aus Plasma und Vollblut wurden von 3 
Probanden 2 EDTA Monovetten venös entnommen. Eine Abweichung vom 
Standardprotokoll erfolgte für die Plasmaprobe, wobei das für die Plasmamessung 
bestimmte Röhrchen bei 4500 rcf für 20 Minuten zentrifugiert und unmittelbar 50 µl 
des überstehenden Plasmas auf die Trockenblutkarte pipettiert wurden. Die weitere 
Verarbeitung erfolgte gemäß dem Standardprotokoll. Die statistische Auswertung 
erfolgte deskriptiv mit Bestimmung der Mittelwerte, Standardabweichungen und 
Variationskoeffizienten. Statistische Signifikanzen wurden mittels einer ANOVA-
Analyse nach Bonferroni ermittelt. 
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4.2.2 Einfluss von Arginase-Hemmstoffen 
 
Um den Einfluss des Arginase-Inhibitors Nor-NOHA zu ermitteln, wurden 25 µl des 
Enzyminhibitors auf die Trockenblutkarten pipettiert, wobei der markierte Kreis bis 
zur Begrenzung vollständig benetzt war. Nach mindestens zweistündiger 
Trocknung wurden 50 µl Vollblut auf die Karten pipettiert und für mindestens 24 
Stunden in einem Kartenständer stehend getrocknet. Diese wurden mit Proben 
verglichen, welche nicht zuvor mit Nor-NOHA vorbehandelt wurden. Um eine 
Interferenz durch den Hemmstoff auszuschließen, wurden Spots gemessen, die nur 
mit dem Arginase-Hemmstoff, ohne weitere humane Blutprodukte inkubiert wurden. 
Für eine schematische Darstellung siehe Abbildung 5. Die Messungen wurden von 
einem Probanden in sechsfacher Bestimmung durchgeführt, während die 
Eigenpositivität mit 2 Messungen ermittelt wurde. Die Auswertung erfolgte mit 
deskriptiver Statistik und bei Normalverteilung und Varianzhomogenität einem 
gepaarten t-Test. 
 

 
Abbildung 5: Trockenblutkartenpräparation für die Bewertung des Einflusses des Arginase-

Hemmstoffes Nor-NOHA 
 

4.2.3 Einfluss von Proteaseinhibitoren 
 
Zur Testung des Einflusses von Proteaseinhibitoren wurde ein Gemisch der Firma 
Sigma Aldrich/Merck verwendet: Produktnummer P8340. Der Enzymcocktail 
enthält folgende Komponenten in folgender Konzentration im Überblick: 

- 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF) 104 mM 
- Apoprotinin 80 µM 
- Bestatin-hydrochlorid 4 mM 
- E-64 1,4 mM 
- Leupeptin 2 mM 
- Pepstatin A 1,5 mM 

 
Davon wurde für die Präparation der Trockenblutkarte 25 µL unverdünnter 
Proteaseinhibitormix aufgetragen und vor weiterer Verwendung getrocknet.  
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4.2.3.1 Einfluss von Proteaseinhibitoren mit ADMA Reagenz 
 
Zur Eruierung des Protease-Inhibitor (PI) Einflusses wurden auf die 
Trockenblutkarten 25 µl je Spot eines Protease-Inhibitor Gemisches der Firma 
Sigma pipettiert. Nach mindestens zwei Stunden Trocknungszeit wurde in einem 
Versuch das Plasma und in einem weiteren Versuch das Vollblut entsprechend der 
Standardanleitung aufgetragen und weiterverarbeitet. Dabei wurden 5 Stichproben 
von drei Probanden für folgende Kombinationen gemessen: 

a) Vollblut ohne Proteaseinhibitor (PI) 
b) Vollblut mit PI 
c) Plasma ohne PI 
d) Plasma mit PI 

 
Ebenso wurden 3 Messungen zur Eigenpositivität des PI-Gemisches gemessen. Als 
Elutionsreagenz wurde das ADMA Reagenz verwendet. In diesem wurden auch die 
Standardreihe und Kontrollen verdünnt. Zur Prüfung eines Unterschiedes bei 
Enzyminhibitoreinsatz wurde zusätzlich zur deskriptiven Statistik eine ANOVA nach 
bonferroni berechnet. 
 

4.2.3.2 Einfluss von Proteasinhibitoren mit 1M TRIS-HCl (pH 1) 
 
Um den Einfluss der eigens hergestellten Elutionslösung auszutesten wurde der L-
hArg-Wert von 3 Probanden aus Trockenblutkarten in folgender Konstellation in 
fünffacher Messwiederholung ermittelt: 

a) Vollblut ohne Proteaseinhibitor 
b) Vollblut mit Proteaseinhibitor 
c) Plasma ohne Proteaseinhibitor 
d) Plasma mit Proteaseinhibitor 

 
Dazu wurden mit 25 µl Proteaseinhibitor vorpräparierte Trockenblutkarten mit 50 µl 
Vollblut aus EDTA-Monovetten oder 50 µl Plasma aus einer zweiten zeitgleich 
abgenommenen EDTA-Monovette auf die Spots pipettiert. Mit Hilfe dieser Messung 
konnten b) und d) ermittelt werden. Während für die L-hArg-Messung a) und c) keine 
vorpräparierten Trockenblutkarten verwendet wurden. Die Verarbeitung erfolgte 
gemäß dem Standardprotokoll unter Verwendung von 1 M TRIS-HCl, pH 1, für die 
Elution der Trockenblutspots und zur Verdünnung der Standards und Kontrollen.  
 
Ergänzend wurde die Eigenpositivität des Proteaseinhibitors ermittelt, indem in 5-
maliger Messung die Lösung des PI-Cocktails im selben Verhältnis wie 
Standardslösungen, 25 µl direkt mit den 300 µl TRIS-HCl Puffer (pH 1) inkubiert 
wurden. Als zweites Verfahren wurden ebenfalls 5-malig 25 µl auf die Spots der 
Trockenblutkarten pippettiert ausgestanzt und mit 300 µl Elutionspuffer inkubiert. 
Die anschließende Weiterverarbeitung erfolgte gemäß der Anleitung Anhang 13.1. 
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4.2.4 Elutionslösungen  
 
Die Auswahl der Elutionslösungen erfolgte nach folgendem Schema: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 5: Auswahlverfahren für Elutionslösungen 
 
 
Zunächst wurden aus der Literatur folgende Elutionslösungen ausgewählt und 
gescreent: 
 
Tabelle 14: Übersicht der Elutionslösungen 
 

Elutionslösungen 
Acetonitril 
Ameisensäure 0,005M 
CHAPS 
Citrat-Phosphatpuffer (pH 2,6) 
Citrat-Phosphatpuffer (pH 4) 
Citrat-Phosphatpuffer (pH 6) 
DMSO 
Ethanol 50% 
Methanol 100% 
Methanol 50% 
Methanol 80%/Acetonitril 20% 

Methanol mit Salzsäure 0,001M 
Methanol mit Salzsäure 0,005M 
Methanol mit Salzsäure 0,01M 
Methanol mit Salzsäure 0,1M 
Methanol mit Ameisensäure 0,001M 
Methanol mit Ameisensäure 0,005M 
Methanol mit Ameisensäure 0,01M 
Methanol mit Ameisensäure 0,1M 
Methanol mit  
Salzsäure und Ameisensäure 
Jeweils 0,1M 

 
 
 
 
 

1. Screening der Elutionslösungen im 
Einmalversuch (n=49) 

2. Testung auf Interferenzen und Kompatibilität 
mit dem ELISA (n=39) 

3. Quantitative Hämoglobinmessung (n=10) 

Auswahl der Elutionslösungen mit ausreichendem 
Homoargininnachweis 

Auswahl der Elutionslösungen, die nicht 
Eigenpositiv und kompatibel mit dem ELISA sind 

Auswahl der Elutionslösungen mit geringster 
relativer und absoluter Streuung der 

Hämoglobinextraktion 

4. Intraassay zwei ausgewählter 
Elutionslösungen (n=2) 

Abbildung 6: Auswahlverfahren für Elutionslösungen 
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Elutionslösungen 

1M PBS 
1M PBS-HCl (pH 4)  
1M PBS-HCl (pH 2) 
1M PBS-HCl (pH 1)  
1M PBS-HCl (pH 1) mit Aceton 0,1% 
1M PBS-HCl (pH 1) mit Aceton 1% 
1M PBS-HCl (pH 1) mit Aceton 5% 
1M PBS-HCl (pH 1) mit Ameisensäure 5% 
1M PBS-HCl (pH 1) mit Ameisensäure 1% 
1M PBS-HCl (pH 1) mit Ameisensäure 0,1% 
1M PBS-HCl (pH 1) mit Ameisensäure 0,001% 
1M PBS-HCl (pH 1) mit EDTA 0,5M 
1M PBS-HCl (pH 1) mit Formalin 1% 
1M PBS-HCl (pH 1) mit N-succinyl-Hydroxid 
 

Salzsäure 0,005M 
Salzsäure 0,02M 
Salzsäure 0,2M 
Salzsäure 18% 
Sodiumdodecylsulfat 
Sulfosalicylsäure-dihydrat 0,5M 
Sulfosalicylsäure-dihydrat 1M 
Trichloressigsäure 0,5M 
Trichloressigsäure 1M 
TRIS (pH 7,4) 1M 
1M TRIS-HCl (pH 1) 
1M TRIS-HCl (pH 2) 
Tween 20 
Wasser destilliert 
Wasser 0,9% NaCl 

 
Dazu wurde eine 20-minütige Elution bei Raumtemperatur in 300 µl der gelisteten 
Lösungen als Einfachbestimmung durchgeführt und der L-hArg-Wert bestimmt. Als 
Referenz diente dafür zunächst das Elutionsreagenz des ADMA Card ELISAs der 
Firma DLD Diagnostika GmbH. Dieses wurde ebenfalls für die Kalibrierung und 
dreimaliger L-hArg-Doppelbestimmung in Vollblut eines Probanden verwendet, 
sodass diese Probe in diversen Elutionslösungen mit der Elutionslösunge des 
kommerziellen ADMA Card ELISAs verglichen werden konnte. 
 
Zur Beurteilung einer suffizienten L-hArg-Elution wurden die 
Messergebnissegemäß der Formel 1 ins Verhältnis zu den L-hArg-Werten mit dem 
kommerziellen Elutionsreagenz gesezt.  
 
 
 

L-hArg (Elutionsmittel) * 100 
L-hArg (DLD Diagnostika als Elutionsmittel) 

 
 
Wenn die L-hArg-Werte ≥60% waren, wurde im nächsten Schritt die Kompatibilität 
mit dem ELISA getestet. Dazu wurde im ELISA, kalibriert mit dem DLD Reagenz, 
nur die Elutionslösung ohne Verwendung eines Spots eingesetzt. 
 
Nach Auswahl der kompatiblen und nicht eigenpositiven Elutionslösungen erfolgte 
eine Hämoglobinmessung der verbleibenden Elutionsreagenzien mit dem 
„Haemoglobin Assay Kit“ der Firma Sigma-Aldrich. Zuerst wurde die 
Hämoglobinextraktion nach folgendem Schema makroskopisch beurteilt: 
 
 
 

L-hArg [%] = 

Formel 1: Berechnung des Homoargininertrages 

Tabelle 14: Übersicht der Elutionslösungen Fortsetzung 
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Tabelle 15: Beurteilung der Hämolyse  
 

Kodierung Makroskopisch sichtbare Hämolyse 
0 Keine 
1 Gering 
2 Mäßig 
3 Stark 

 
Im Anschluss erfolgte eine quantitative Hämoglobinmessung mittels „Hemoglobin 
Assay Kit“ der Firma Sigma Aldrich. Dazu wurden 50 µL der Elutionslösung und 
oder einer Verdünnung der Elutionslösung mit dem Reagenz inkubiert und nach 5 
Minuten die Absorption bei 400nm gemessen. Die Konzentrationsberechnung 
erfolgte aufgrund des mitgeführten Standards mit 100 mg/dL Hämoglobin. Die 10 
verbliebenen Elutionslösungen der Phase 3 sind in der Tabelle 16 aufgelistet.  
 
Tabelle 16: Elutionsmitel der Phase 3 

Elutionsmittel 
0,1M TRIS-HCl pH 1 
1M PBS-HCl pH 1 
1M PBS-HCl pH 1 

1M PBS-HCl pH 1 mit Aceton 1% 
1M PBS-HCl pH 1 mit Aceton 5% 

1M PBS-HCl pH 3 
1M TRIS-HCl pH 1 

H2O 
HCl 0,05 
HCl 0,2M 

Zitronensäurephosphatpuffer 

 
 
Von diesen 10 Elutionslösungen mit unterschiedlichem Grad der Hämoglobinelution 
wurden H2O und TRIS-HCl, gepuffert bei pH 1, aufgrund Ihrer Eigenschaften, 
ausgewählt und beide in einem eigenständigen Intraassay gemessen, um die 
Maßzahlen als weiteres Auswahlkriterium zu eruieren. Es wurden 4 Probanden mit 
je 5 Messwiederholungen pro Elutionsmittel gemessen für:  

• DLD Diagnostika  
• 1M TRIS-HCl pH 1 
• H2O 
 

 
Bei zwei Probanden [VI, VII] wurde die Kalibrierung und Qualitätskontrollen unter 
Verwendung des ADMA Card ELISAs durchgeführt. Bei den anderen zwei 
Probanden [I, II] erfolgte dies mit dem selbsthergestellten Elutionsmittel 1 M TRIS-
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HCl pH 1. Für die endgültige Entscheidung des Elutionsmittels wurden folgende 
Kriterien berücksichtigt: 

a. Kompatibilität mit dem ELISA 
b. keine Falsch-positiven Werte im ELISA 
c. Kosten 
d. Aufwand der Herstellung 
e. Stabilität des Reagenzes 
f. Anwenderfreundlichkeit 
g. Maßzahlen (Standardabweichung, Variationskoeffizient) 
h. Geringste Variation der Hämoglobinelution 

 

4.3 Methodenvalidierung 
  

4.3.1 Messpräzision 
 
Zur Ermittlung der Messpräzision wurden zwei Mikrotiterplatte nach Zugabe der 
Stopplösung 3-4 Mal hintereinander mit demselben Gerät gemessen.  Für jede 
Mirkotiterplatte erfolgte eine Berechnung der Variationskoeffizienten der Standards 
und Kontrollen.  
 

4.3.2 Intraassay 
 
Für den Intraassayvergleich wurden je 5 Proben von 9 Probanden, 5 männliche und 
4 weibliche, in dem beschriebenen regulären Verfahren in demselben Testansatz 
durchgeführt. Es wurde auf Mittelwert, Standardabweichung und 
Variationskoeffizient geprüft und eine Spannweite mit dem Schwellenwert von 2,5 
bis 98,5% der gesamten Messwerte eines Geschlechts ermittelt.  
 

4.3.3 Interassay 
 
Für den Interassayvergleich wurde in fünf verschiedenen Testansätzen jeweils eine 
Probe pro Proband getestet. Insgesamt wurden 8 Probanden mit jeweils 5 Proben 
gemessen. Im Unterschied zum Intraassayvergleich, in welchem die Proben alle auf 
derselben Mikrotiterplatte gemessen wurden, wurden die Proben beim Interassay 
in fünf verschiedenen Testansätzen gemessen. Diese fünf Testansätze wurden in 
einem Zeitraum von 3 Tagen durchgeführt und die Auswertung erfolgte wie bei dem 
Intraassayvergleich.  
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4.3.4 Personenvariabilität 
 
Indem drei Probanden, I, X und XIV täglich für einen Zeitraum von fünf Tagen 
Kapillarblut entnommen wurde, wurde die Variabilität der Bestimmung von Proben 
einer Person in einem Wochenverlauf beurteilt. Die Blutmenge variierte dabei. Es 
gilt dabei die Vorgabe, unter desinfizierten Bedingungen einen Tropfen an der 
Fingerkuppe zu bilden, welcher von alleine auf die Trockenblutkarte fällt. Dieser 
Vorgang ist solange zu wiederholen, bis der schwarz markierte Kreis vollständig mit 
Blut betropft ist. Dies entspricht etwa 1-2 Tropfen. Die Messung der L-hArg-
Konzentration erfolgte gemäß dem Standardprotokoll innerhalb von 14 Tagen.  
 

4.3.5 Einfluss der Spotvariabilität  
 
Die Blutprobe eines Probanden wurde entsprechend der Standardanleitung mit 
50 µl pro Spot aufgetragen. Insgesamt 6 Trockenblutkarten wurden verwendet, um 
die L-hArg-Werte 6malig von einem, zwei und drei Spots zu ermitteln. Es erfolgte 
eine Korrelationsanalyse und die Ergebnisse wurden anschließend auf 3 Spots 
mathematisch umgerechnet, indem die Ergebnisse unter Verwendung eines Spots 
mit 3 multipliziert wurden und die Ergebnisse unter Verwendung zweier Spots mit 
1,5 multipliziert wurden.  
 

4.3.6 Verhältnis von venösem und kapillarem Blut 
 
Die Fünffachmessung erfolgte sowohl von kapillar entnommenem Vollblut, als auch 
von venös entnommenem Vollblut dreier Probanden. Dabei entsprach die venöse 
Blutentnahme der Kontrollprobe und die Trockenblutkarte wurde mit 50 µl pro Spot 
betropft. Das venöse Blut wurde mittels Lanzettenstich aus den Fingerkuppen 
gewonnen. Durch sanfte Massage des Fingers wurde ein sich am Finger bildender 
Tropfen auf einen Spot der Trockenblutkarte fallen gelassen.  
 

4.4 Robustheit der Methode  
 
Die verschiedenen Modifikationen des Protokolls werden in dem jeweiligen Kapitel 
erläutert, während hier die Kontrollgruppe beschrieben wird.  Die Kontrollproben 
lagerten in Plastiktüten der Größe 14 x 8 cm mit Siegelverschluss und einem 
9 x 4 cm großen und 10 g schwerem Silikagel in einem lichtundurchlässigem und 
bei Raumtemperatur von 21°C temperaturstabilem Karton immer für denselben 
Zeitraum, wie die modifizierten Proben. Die zu verglichenden Proben wurden immer 
vom selben Probanden am selben Tag entnommen und verarbeitet. Dabei wurde 
die Hypothese eines Unterschieds zwischen den Kontrollproben und der 
modifizierten Proben angenommen und mittels deskriptiver Statistik beschrieben. 
Bei einem Probanden, dessen Daten eine Normalverteilung und 
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Varianzhomogenität aufwiesen erfolgte die statistische Auswertung mit einem 
gepaarten t-Test. Bei nicht erfüllten Anforderungen für den t-Test erfolgte alternativ 
ein Wilcoxon Test. Widerum für Analysen mit mehreren Probanden erfolgte eine 
ANOVA mit Post-hoc Test nach Bonferroni.  
 

4.4.1 Einfluss von Hämolyse 
 
Die Blutentnahme eines Probanden erfolgte in zwei EDTA-Monovetten. Während 
die Kontrollproben gemäß der Anleitung verarbeitet wurde, erfolgte bei der 
modifizierten Methode eine vorherige mechanische Hämolyse. Diese wurde 
herbeigeführt, indem mit einer 20 ml Spritze und einer 22G x 11/4 Kanüle der Größe 
12 25-mal das geschüttelte Blut zügig aufgezogen und in das EDTA-Röhrchen 
zurückgespritzt wurde. Zwischen 10 Zügen wurde zudem kräftig geschüttelt. 
Anschließend wurde die Probe entsprechend der Anleitung weiterverarbeitet und 
die Ergebnisse deskriptiv ausgewertet.   
 

4.4.2 Einfluss von Einfrieren und Auftauen 
 
Um den Einfluss zu ermitteln, wurden 4 Trockenblutkarten eines Probanden mit 
Vollblut getropft und anschließend über 3 Tage getrocknet. Zwei dieser 
Trockenblutkarten wurden anschließend 5 Mal für 16 Stunden bei -20°C eingefroren 
und 5-mal für 8 Stunden aufgetaut. Zum Vergleich wurden 2 Trockenblutkarten 
temperaturstabil aufbewahrt. Unter Verwendung von je 2 Spots wurden 5 
Kontrollproben und 5 modifizierte Proben gemessen.  
 

4.4.3 Einfluss der Blutmenge  
 
Um die Auswirkung verschiedener Blutmengen auszutesten wurden 5 Stichproben 
eines Probanden von vier verschiedenen Blutmengen [25 µl, 50 µl, 75 µl und 100 µl] 
mit der Elutionslösung 1 M TRIS-HCl (pH 1) eluiert und entsprechend der Anleitung 
der L-hArg-Wert bestimmt. Für eine Stichprobe wurden 2 Spots verwendet. Zur 
Veranschaulichung der Diffusionskapazität des Filterpapieres sind in der Abbildung 
die kleinste, größte und eine mittlere Menge dargestellt. Der ausgestanzte Spot war 
dabei immer vollständig mit Blut betropft, siehe dazu die nachstehende Abbildung. 
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Abbildung 7: Trockenblutkarten bei verschiedenen Blutvolumina 

 

4.4.4 Stabilität gegenüber Tageslicht 
 
Über einen Zeitraum von 30 Tagen wurden 2 Trockenblutkarten zweier Probanden 
für 6 Stunden pro Tag mit einer Tagesspektrumlampe „GLO Life-Glo 18“ beleuchtet. 
Die 46 cm lange Leuchtquelle hatte eine Leistung von 15 Watt T8 und beleuchtete 
die Trockenblutkarten in einem Abstand von 19 cm. Dabei waren die Karten in 
einem Terrarium auf einem leeren Karton, mit einer Höhe von 11,5 cm, flach 
aufgelegt worden. Mit dem integrierten Thermometer des 60 x 30 cm großen 
Terrariums konnte die Temperatur überwacht werden. Um weitere Lichteinflüsse zu 
vermeiden, wurde das Terrarium an einem sonnenfreien Ort platziert. Diese Proben 
wurden wiederum mit der Kontrollproben verglichen, welche trocken und 
lichtgeschützt gemäß Kapitel 2.4 beschrieben, gelagert wurde.   
 

 
Abbildung 8: Versuchsaufbau für Stabilität gegenüber Tageslicht 

 

4.4.5 Klimatische Stabilität 
 
Die Proben wurden dazu in einer feuchten Kammer in einem Inkubator für 31 Tage 
bei 35°C gelagert. Dazu wurde ein kleines Gefäß zu 2/3 mit Leitungswasser befüllt 
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und die Karten oben auf dem kleineren Gefäß aufgelegt, sodass kein direkter 
Kontakt zum Wasser bestand. Dieses Konstrukt wurde wiederum in einem weiteren 
größeren Plastikgefäß verschlossen und im Inkubator gelagert. Die statistische 
Auswertung der Daten erfolgte deskriptiv und mit gepaartem t-Test für die Einzelnen 
Probanden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

4.4.6 Stabilität in der Lagerungsdauer  
 
Um die Stabilität von L-hArg zu ermitteln, wurden Proben von 5 verschiedenen 
Probanden verwendet. Davon 3 weibliche Probanden, die die höchste, niedrigste 
und einen mittlere L-hArg-Konzentration aufwiesen und 2 männliche Probanden 
welche beide im mittleren selbstermitteltem Gesamtreferenzbereich liegen. Die 
Messwiederholungen und die Zeiträume sind der Tabelle zu entnehmen. Die 
unterschiedliche Anzahl der Messweiderholungen resultiert aus dem Ziel, 
Teilversuche zu kombinieren und Mikrotiterplatten ökonomisch auszunutzen. Die 
Auswertung erfolgte deskriptiv.  
 
 
 
 
 

Abbildung 9: Versuchsaufbau der klimatischen Stabilität 
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Tabelle 17: Versuchsaufbau Probenstabilität 
Proband Geschlecht Probenalter in Tagen 

zum Messzeitpunkt 
n 

III männlich 1 4 
6-8 9 
19 4 

32 (1 Monat) 5 
183 (6 Monate) 3 
277 (9 Monate) 3 

IV weiblich 1 4 
6-8 4 
19 4 

32 (1 Monat) 5 
183 (6 Monate) 3 
277 (9 Monate) 3 

V weiblich 1 5 
6-8 5 
19 4 

32 (1 Monat) 5 
182 (6 Monate) 3 
276 (9 Monate) 3 

X männlich 5-7 9 
20 4 

31 (1 Monat) 5 
91 (3 Monate) 3 

182 (6 Monate) 3 
276 (9 Monate) 3 

I weiblich 5 4 
8 4 

28 (1 Monat) 4 
42 3 

102 (3 Monate) 3 
193 (6 Monate) 3 
287 (9 Monate) 3 

 

4.5 Methodenanwendung 
 
Die etablierte Methode zur Messung von L-hArg wurde im Anschluss auf die Proben 
der Studie einer chilenischen Kohorte angewendet (Lüneburg et al. 2016). 
Die Trockenblutkarten stammen von 40 chilenischen Männer, im Alter von 17-19, 
welche zur militärischen Grundausbildung eingezogen wurden. Die 
Grundausbildung erfolgte in 4000 m Höhe. Es wurden Trockenblutkarten der 
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Rekruten bei Beginn auf Höhe des Meeresspiegels und während der Ausbildung in 
4000 m Höhe im Verlauf von 6 Monaten gewonnen.  
 

4.5.1 Qualitätsbeurteilung der Trockenblutkarten 
 
Es erfolgte eine Qualitätsbeurteilung der betropften Trockenblutkarten, um eine 
Fehlinterpretation aufgrund geringer Probenmenge ausschließen zu können. 
Beurteilt wurde der Durchmesser des Vollblutspots und die Vollständigkeit der 
Benetzung auf der Rückseite nach folgendem Schema:  
 
Tabelle 18: Qualitätsbeurteilung der Chileproben 

Kodierung Durchmesser Benetzung der Rückseite 
1 Mindestens 5 mm Vollständig (5 mm) 
2 Mindestens 4 mm Teilweise benetzt 
3 Kleiner 4 mm Gar keine Benetzung 

 
 

 
Abbildung 10: Benetzung auf der Rückseite: vollständig - teilweise - keine Benetzung 

 

 
Abbildung 11: Spotdurchmesser: mind. 4 mm - mind. 5 mm - kleiner als 4 mm 

 
Die Qualitätsbeurteilung der einzelnen Proben sind dem Anhang 13.7 zu 
entnehmen. Eine Rangkorrelation nach Kendall’s Tau wurde angewendet, um einen 
Zusammenhang zwischen der Trockenblutkartenqualität und dem L-hArg-Wert zu 
ermitteln.  
 

4.5.2 L-Homoargininkonzentration nach Höhenexposition 
 
Die statistische Auswertung der L-hArg-Konzentration zum Zeitpunkt 0 und nach 6 
Monaten erfolgte nach Prüfung der Normalverteilung mittels t-Test für die gesamte 
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Stichprobe (n=40). Eine erneute Anwendung des Testes wurde für eine nicht von 
der Qualität beeinflusste Ergebnisse des L-hArg-Wertes verwendet (n=19).  
Ausgeschlossen wurden folgende Probandennummern:  4, 10, 32, 38, 42, 46, 50, 
51, 53, 71, 76, 77, 80, 85, 86, 87, 89, 100, 107, die sowohl in Qualität, als auch mit 
dem L-hArg-Wertes gesunken sind und 44, 61 und 116, die sowohl in Qualität, als 
auch mit dem L-hArg-Wertes gestiegen sind.  
 

4.5.3 Laborchemische Parameter und Zusammenhang mit L-
Homoarginin 

Bei den Studienteilnehmern der chilenischen Kohorte handelte es sich um 
männliche Rekruten im Alter von 18,5±1,3 Jahren (MW±SD). Während der 
Hämatokrit nach 6-monatiger Höhenexposition von 45,0±1,6% auf 48,9±2,3% 
(MW±SD) und Hämoglobin von 15,1±0,7 g/dL auf 16,2±0,8 g/dL (MW±SD) stiegen, 
sanken die O2-Sättigung von 98,1±0,6% auf 90,3±4,9% (MW±SD), Gewicht 
76,8±16,6 kg auf 74,2±13,1 kg und der BMI von 25,9±4,2 auf 25,3±3,7 (MW±SD) 
(Lüneburg et al. 2017).  
Die Korrelation mit laborchemischen Parametern erfolgte entsprechend der 
Normalverteilung und Varianzhomogenität der Daten mittels Pearsonskorrelation 
oder bei nicht vorhandener Normalverteilung und Varianzhomogenität nach 
Spearmans-Rho für intervallskalierte Daten. Die Analyse der ordinalskalierten 
Daten der Umfrageergebnisse wurden mittels Rangkorrelation nach Kendall’s Tau 
geprüft. Die nominalen Daten, wie Leben in Höhe zuvor und Rauchen wurden im 
Chi-Quadrat-Test analysiert. Die detaillierte Zuordnung der Testverfahren für jeden 
Parameter sind dem Anhang 13.8 zu entnehmen.  
 

4.5.4 L-Homoargininkonzentration im Plasma im Vergleich zu 
Trockenblutkarten 

 
Die Konzentration von L-hArg aus Trockenblutkarten wurde wie im Kapitel 4 
beschrieben nach entsprechender Elution mit dem ELISA gemessen. Die 
Trockenblutkarten wurden dabei über mehrere Jahre trocken und dunkel bei 
Raumtemperatur gelagert. Im Vergleich dazu erfolgte die Messung der L-hArg-
Konzentration aus dem Plasma direkt mit dem ELISA. Die Proben wurden bei -20°C 
ebenso über mehrer Jahre gelagert. Die Messung fand im Vergleich zu den 
Trockenblutkarten ein Jahr später statt. Neben einer deskriptiven statistischen 
Auswertung wurden die Daten mittels eine ANOVA mit Post-hoc Test nach 
Bonferroni ausgewertet. Zudem wurden die L-hArg-Konzentration des Plasmas und 
des Vollblutes in einer Regressionsanalyse gegenübergestellt. Bei vorliegender 
Normalverteilung erfolgte eine Korrelationsanalyse nach Pearson zwischen Plasma 
und Vollblut mit und ohne Gruppierung der Daten nach Zeit und Qualität.  
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5 Ergebnisse 
 

5.1  Messung von Homoargininkonzentration 
 
Die Messung erfolgte mit Hilfe des ELISA Kits der Firma DLD Diagnostika. Die L-
hArg-Konzentration wurde photometrisch mittels indirektem kompetetiven ELISAs 
bestimmt. Anhand von 6 Standardlösungen wurde eine Konzentrationsreihe 
gemessen und auf die L-hArg-Konzentration entsprechend des 
Absorptionsergebnisses der Probe, die Konzentration errechnet.  Folgende Grafik 
zeigt die Standardkonzentrationsreihe: 
 

 
 
Die Messgrenzen der Methoden sind von 0,3 bis 7,0 µmol/L. Zwischen diesen 
Werten befindet sich auch der lineare Messbereich.  
 
 
 
 
 
 

Abbildung 12: Standardkurve der ELISA Messung  
(DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte GmbH 2014) 
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5.2 Ergebnisse der Vorversuche 
 
Die separate Darstellung der Ergebnisse vom Vergleich von Vollblut mit Plasma, 
Einfluss von Enzyminhibitoren und Elutionslösungen erfolgt in den jeweiligen 
Unterkapiteln.  

5.2.1 Vergleich Vollblut und Plasma 
 
Die gemessene L-hArg-Konzentration in der Elutionslösung des ADMA Card 
ELISAs von DLD Diagnostik war bei allen drei Probanden im Vollblut deutlich höher 
als im Plasma. Das prozentuale Verhältnis ist der folgenden Tabelle zu entnehmen. 
Die Vollblutkonzentration entspricht im Durchschnitt (Mittel) der doppelten 
nachweisbaren Konzentration von Homoarginin im Plasma.  
 
 
Tabelle 19: relative Homoargininkonzentration im Vollblut 
 

 
Wie der folgenden Tabelle zu entnehmen ist, sind die Variationskoeffizienten im 
Durchschnitt betrachtet im Vollblut geringer.  
 
Tabelle 20: Variationskoeffizient (VK) Vergleich Vollblut und Plasma 

Proband VK Vollblut VK Plasma 
I 9% 17% 

XI 23% 20% 
XIV 3% 7% 

Mittel ± SD 12% 15% 
 

Proband Relative Homoargininkonzentration im Vollblut 
I 230% 

XI 150% 
XIV 207% 

Mittel ± SD 195% 
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Die Gesamtanalyse mittels ANOVA nach Bonferroni zeigte einen signifikanten 
Unterschied mit p<0,0001. Die Ergebnisse der Post-Hoc Analyse sind der Abbildung 
14 zu entnehmen. Die Stärke der Evidenz wird wie folgt klassifiziert: * entspricht 
p<0,05, ** entspricht p<0,01 und *** entspricht p<0,001. Diese Klassifizierung gilt 
für die gesamte Arbeit.  
 

5.2.2 Einfluss von Arginaseinhibitor Nor-NOHA 
 
Die sechsfache Doppelbestimmung eines Probanden zeigt, dass die Verwendung 
des Arginaseinhibitors Nor-NOHA weder zu einer Erhöhung, noch zu einer 
Verminderung der Homoargininkonzentration führt. Auffallend ist die doppelt so 
große Streubreite unter Verwendung von Proteaseinhibitor. Die Testung des 
Inhibitors ohne Probe im ELISA ergibt eine Konzentration von 0,24 µmol/L und ist 
oberhalb der Messgrenze von 0,05 µmol/L. 
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Abbildung 13: Vergleich Vollblut und Plasma 
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5.2.3 Einfluss von Proteaseinhibitoren 
 
Der Einfluss des Proteaseinhibitorgemisches von der Firma Sigma wurde sowohl 
im Vollblut als auch im Plasma getestet. Um den Einfluss der Elutionslösung zu 
ermitteln, erfolgte die Versuchsreihe zunächst im ADMA-Reagenz der Firma DLD 
Diagnostik und anschließend erneut mit dem selbsthergestelltem Elutionsreagenz, 
der 1 M TRIS-HCl Lösung, gepuffert bei pH 1. Die Ergebnisdarstellung erfolgt 
getrennt entsprechend der Elutionslösung.  
 

5.2.3.1 Proteaseinhibitoren im Elutionsreagenz des ADMA Card ELISA 
Im Elutionsreagenz des ADMA Card ELISAs zeigte sich unter Verwendung des 
Proteaseinhibitormixes eine Erhöhung der gemessenen Homoargininkonzentration 
um durchschnittlich +124% im Plasma und +47% im Vollblut. 
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Abbildung 14: Einfluss von Arginaseinhibitor 
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Tabelle 21: Einfluss von Proteaseinhibitor im ADMA Reagenz 
 
 
 
 
 
 
 
Weiterhin wurde die Interferenz des Trockenblutkarteneluates des 
Proteaseinhibitors getestet. Dazu wurden 25 µl der Proteaseinhibitoren 
(Konzentration der einzelnen Inhibitoren siehe 3.2.3. Material und Methoden sowie 
Anhang 13.3 Inhaltsstoffe des Protease-Inhibitorgemisches) auf eine 
Trockenblutkarte aufgetragen und zeigte einen Durchschnittswert von 0,35 µmol/L, 
welcher die untere Messgrenze von 0,05 µmol/L überschreitet und somit positiv ist. 
Des Weiteren zeigt sich ein signifikanter Unterschied durch den Einsatz von 
Proteaseinhibitor auf zusätzlich mit Blut betropften Trockenblutkarten (p <0,0001, 
ANOVA nach Bonferroni).  
 

 
 
 
 
 
Im Elutionsmittel des ADMA Card ELISAs konnte gezeigt werden, dass der 
Variationskoeffizient unter Verwendung eines Proteaseinhibitorgemisches im 
Plasma etwas geringer wurde, im Vollblut jedoch unverändert blieb, siehe Tabelle 
25. 
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n=5; MW±SD; getestete Probanden: I, XI und XIV, für Plasma (links): ***p<0,001, ANOVA mit Post-
hoc Test nach Bonferroni, für Vollblut (rechts): ***p<0,001, **p<0,01, ANOVA mit Post-hoc Test 

nach Bonferroni; Interferenz des Proteaseinhibitors 0,35 µmol/L 
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Abbildung 15: Einfluss der Proteaseinhibitoren im ADMA Card ELISA Elutionspuffer 
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Tabelle 22: Variationskoeffizient (VK) unter Einfluss des 
Proteaseinhibitorgemisches (PI) 

Proband VK Plasma VK Plasma mit PI 
I 17% 17% 

XI 20% 13% 
XIV 7% 3% 

Mittel 15% 11% 
Proband VK Vollblut VK Vollblut mit PI 

I 9% 11% 
XI 23% 15% 

XIV 3% 10% 
Mittel 12% 12% 

 
Zusammenfassend ist die signifikante Erhöhung der gemessenen L-hArg-
Konzentration im Vollblut um +47%, mehr noch im Plasma um +124% durch die 
Verwendung des Proteaseinhibitorgemisches bei Verwendung des ADMA 
Reagenzes zur Elution zu beobachten.  
 

5.2.3.2 Proteaseinhibitor im TRIS-HCl 
Derselbe Versuchsaufbau im selbst hergestellten Elutionsreagenz 1 M TRIS-HCl 
mit pH 1 zeigt im Vergleich folgende Ergebnisse: Der Einfluss des 
Proteaseinhibitors führt auch in der Elutionslösung TRIS-HCl zu höheren 
Messwerten von L-hArg. Diese L-hArg-Konzentrationen werden durch die 
Verwendung des Proteaseinhibitors um +244% im Plasma und +54% im Vollblut 
erhöht.  
 
Tabelle 23: Einfluss des Proteaseinhibitors im TRIS-HCl 

Proband Erhöhung im 
Plasma 

Erhöhung im 
Vollblut 

I +247% +48% 
XI +228% +78% 
X +257% +76% 

Mittel +244% +54% 
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Die Verwendung des Proteaseinhibitors führt zu einer signifikanten Veränderung 
der messbaren Homoargininkonzentration, (p<0,0001, ANOVA nach Bonferroni) im 
Plasma als auch im Vollblut. Der Post-Hoc Test zeigte für alle Probanden 
signifikante Unterschiede, wie es die nachfolgende Abbildung darstellt. Die 
Erhöhung der Homoargininkonzentration durch den Proteaseinhibitor beträgt i.D. 
+244% im Plasma, und +54% im Vollblut. 
 

 
 
 
 
Werden nur 25 µL des Proteaseinhibitors auf die Trockenblukarte aufgetragen, 
kommt es zu keiner Interferenz bei der Verwendung von 1 M TRIS-HCl (pH 1) als 
Elutionslösung (MW±SD: 0,04±0,1 µmol/; n=5). Die untere Messgrenze des ELISA 
beträgt 0,05 µmol/L und würde bei der Verwendung von 25 µL puren 
Proteaseinhibitorgemisches im ELISA bei Verwendung von von 1 M TRIS-HCl 
(pH 1) zu Interferenzen führen ((MW±SD: 0,16±0,0 µmol/; n=5). 
 
Die Variationskoeffizienten unter Verwendung des TRIS-HCl Elutionsreagenzes 
veränderten sich mit Zusatz des Proteaseinhibitors nicht (Tabelle 27).  
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Abbildung 16: Einfluss der Proteaseinhibtoren im 1M TRIS-HCl pH1 Elutionspuffer 
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Tabelle 24: Variationskoeffizient (VK) ohne und mit Proteaseinhibitor (PI) in 
TRIS-HCl 

Proband VK Plasma VK Plasma mit PI 
I 19% 21% 

XI 7% 17% 
X 14% 20% 

Mittel 13% 19% 
Proband VK Vollblut VK Vollblut mit PI 

I 15% 10% 
XI 21% 24% 
X 20% 21% 

Mittel 19% 18% 
 
Zusammenfassend führt auch in der Elutionslösung TRIS-HCl pH 1 der 
Proteaseinhibitor zu deutlich höher gemessenen L-hArg-Konzentrationen. Die 
Variationskoeffizienten wurden durch den Einsatz von Proteaseinhibitor nicht 
verändert.  
 

5.2.4 Zusammenfassung der Vorversuche 
 
Die Versuche zeigten, dass sich der Nachweis von L-hArg im Vollblut und Plasma 
signifikant unterscheidet, sodass im Vollblut i.D. doppelt so viel nachweisbar war. 
Die Verwendung des spezifischen Arginaseinhibitors Nor-NOHA führt zu keiner 
signifikanten Veränderung der gemessenen L-hArg-Konzentrationen. Im Gegensatz 
dazu führt der Proteaseinhibitor zu einer signifikanten Erhöhung der gemessenen 
L-hArg-Konzentrationen, sowohl im Plasma, als auch im Vollblut, unabhängig von 
der gewählten Elutionslösung. Die im Proteaseinhibitor selbst gemessene L-hArg-
Konzentration kann diese Erhöhung nicht alleine erklären.  
 

5.2.5 Elutionslösungen  
 
Die Auswahl von geeigneten Elutionslösungen erfolgte in verschiedenen Stufen:  

1. Screening der Elutionslösungen auf ausreichende L-hArg-Elution 
2. Screening auf Kompatibilität mit dem ELISA 
3. Auswahl der besseren Elutionsreagenzien verschiedener Variationen, 

inklusive quantitative Hämoglobinbestimmung des Eluats 
4. Intraassay zweier Elutionslösungen im Vergleich  

 

5.2.5.1 Auswahl der Elutionslösungen Stufe 1 und 2  
 
Es wurden 49 Elutionslösungen auf Ihre Elutionsfähigkeit und Stabilisierung von L-
hArg mit einem Probenumfang von n=1 pro Elutionslösung geprüft. Dabei zeigte 
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sich bei einigen Lösungen eine unzureichende Elution von L-hArg aus den 
Trockenblutkarten, sodass diese von weiteren Versuchen ausgeschlossen wurden. 
Als Vergleich für die L-hArg-Konzentration diente das Elutionsreagenz des ADMA 
Card ELISA. Der L-hArg-Wert wurde prozentual an der Referenz in folgender 
Tabelle zuzüglich der Hämoglobinextraktionsfähigkeit dargestellt:  
 
Tabelle 25: Ausschluss von Elutionslösungen mit zu geringem 
Homoargininnachweis 
 

 
Im Gegensatz dazu, konnte bei folgenden Lösungen der nachfolgenden Tabelle 
eine sehr hohe, bis maximale L-hArg-Konzentration nachgewiesen werden. Diese 
Elutionslösungen wurden in einem weiteren Versuch ohne Zugabe einer Probe mit 
dem ELISA gemessen. Bei Überschreitung der unteren Nachweisgrenze von 
0,3 µmol/L, wurden diese aufgrund einer falsch positiven Ergebnisdarstellung 
ausgeschlossen.  
 
Tabelle 26: Nicht mit dem ELISA kompatible Elutionslösungen 

Nicht kompatibel mit ELISA  L-hArg Messung ohne Probe 
Trichloressigsäure (0,5M und 1M) 
Sulfosalicylsäure-dihydrat (0,5M und 
1M) 
Ethanol 50% 
Salzsäure 18% 
Salzsäure 1M 
PBS-HCl (pH 1) mit Formalin 1% 

Beide Max 
Max 

1,08 µmol/L 
Max 
Max 

0,97 µmol/L 
Ma 

Ausgeschlossene 
Elutionslösung 

L-hArg% zum 
Elutionsreagenz 
des ADMA Card 

ELISAs 

Hämoglobinextraktion 
Kodierung 0-3 (keine – 

starke Extraktion) 
 

MeOH 
ACN 
MEOH 80/ACN 20 
DMSO 
HCl 0,2M 
Citrat-Phosphat pH 2,6 

25,99% 
18,14% 
26,61% 
42,83% 
47,53% 
53,02% 

0 
0 
0 

2-3 
2-3 
2-3 

MeOH-HCl 0,01M 
MeOH-HCl 0,005M 
MeOH-HCl 0,001M 
MeOH-HCl-Ameisensäure 
0,001M 

36,23% 
38,14% 
30,72% 
42,64% 

2 
0 
1 
0 

TRIS-HCl pH 2,0 
PBS-HCl Ameisensäure 1% 
PBS-HCl Formalin 0,1% 
PBS-HCl-N-succinyl-Hydroxid 

57,86% 
48,50% 
27,74% 
0,07% 

3 
2 
2 
2 
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Nicht kompatibel mit ELISA  L-hArg Messung ohne Probe 
PBS-HCl (pH 1) mit Ameisensäure 5% 
PBS-HCl (pH 1) mit Ameisensäure 1% 
MeOH-Ameisensäure + HCl 0,005% je 

0,97 µmol/L 
0,27 µmol/L 

 
Die Elutionslösungen, die weiteren Auswahltests unterliegen sind in der nächsten 
Tabelle zusammengefasst. Ergänzt wurde die Eigenschaft der Hämoglobinelution, 
welche makroskopisch beurteilt wurde. 
 
Tabelle 27: Elutionslösungen mit ausreichender Homoarginin-Elution und 
Kompatibilität mit dem ELISA (Stufe 1 und 2)  
Elutionslösung Homoarginin% zum 

Elutionsreagenz des 
ADMA Card ELISAs 

Hämoglobinelution 

Citrat-Phosphat pH 6 
Citrat-Phosphat pH 5 
Citrat-Phosphat pH 4 
Citrat-Phosphat pH 3 

78,6% 
76,99% 
63,83% 
62,45% 

2-3 
2-3 
2-3 
2-3 

H2O 
HCl 0,02M 

106% 
69,55% 

2-3 
2-3 

MeOH-Ameisensäure 0,1M 
MeOH-Ameisensäure 0,01M 
MeOH-Ameisensäure 0,005M 
MeOH-Ameisensäure 0,001M 

202,39% 
155,05% 
60,01% 
81,02% 

3 
2 
1 
0 

MeOH-HCl 0,1M 
MeOH-HCl-Ameisensäure 
0,005M  

90,04% 
90,04% 

3 
0 

TRIS-HCl pH 1  
PBS-HCl pH 4,0 
PBS-HCl pH 2,0 
PBS-HCl pH 1,0 
PBS-HCl pH 1 Aceton 0,1% 
PBS-HCl pH 1 Aceton 1% 
PBS-HCl pH 1 Aceton 5% 
PBS-HCl pH 1 Ameisensäure 
0,1% 
PBS-HCl pH 1 Ameisensäure 
0,001% 
PBS-HCl pH 1 EDTA 0,5M 

71,00% 
112,87% 
115,42% 
105,84% 
82,29% 

113,55% 
116,63% 
113,55% 

 
64,30% 

 
109,59% 

0-1 
2 
2 
1 
2 
2 
2 
2 
 

2 
 

3 
 
 
 

Tabelle 26: Nicht mit dem ELISA kompatible Elutionslösungen 
Fortsetzung 
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5.2.5.2 Auswahl der Elutionslösungen Stufe 3  
 
Die verbliebenen Elutionsreagenzien sind TRIS-HCl, PBS-HCl, H2O und 
Zitronensäurephosphatpuffer in verschiedenen pH Stufen und mit oder ohne Zusatz 
von Aceton. In folgenden Variationen wurde Hämoglobin im Eluat quantitativ 
bestimmt. Tabelle 34 zeigt jene Elutionsreagenzien, die eine hohe 
Hämoglobinextraktion aufwiesen und keine falsch positiven Ergebnisse ohne Probe 
imitieren. Da sich aus den Ergebnissen schließen lässt, dass die Elutionsfähigkeit 
für Homoarginin in einem sauren Milieu von TRIS und PBS Puffern höher ist 
(Tabelle übernächste 35), wurden die alkalischen Varianten aus Tabelle 34 ebenso 
vorzeitig ausgeschlossen.   
 
 
Tabelle 28: Ausgeschlossene aufgrund zu hoher Hämoglobinextraktion  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In den weiterhin eingeschlossenen Elutionslösungen der folgenden Tabelle wurde 
zusätzlich das Hämoglobin quantitativ bestimmt:  
 
Tabelle 29: Ausgewählte Elutionsreagenzien in Stufe 3 
Elutionsreagenz Hämog

lobin 
(mg/dL) 

Hämoglobin 
(mg/dL) in 

Verdünnung 

Homoarginin% zum 
Elutionsreagenz des 

ADMA Card ELISAs (n) 
TRIS-HCl pH 1 5,0  71% (3) 
HCl 0,05 231,9 264,0 70% (1) 
PBS-HCl pH 3 341,8 571,4 112% (2) 
PBS-HCl pH 1 Aceton 5% 417,9  116% (1) 
PBS-HCl pH 1 Aceton 1% 510,6 508,6 113% (1) 
PBS-HCl pH 1 552,9 527,0 105% (2) 
H2O 949, 8 829,2 91% (2) 
Citronensäurephosphatpuffer 1011,2 867,4 79% (1) 
TRIS-HCl pH 3  711,2 57% (1) 

 
 
 
 

Elutionsreagenz Hämoglobin (mg/dL) 
TRIS-HCl pH 6,5 787,71 (n=3) 

PBS-HCl pH 6 Aceton 1% 881,26 (n=2) 
PBS-HCl pH 3 Aceton 1% 496,12 (n=1) 
TRIS-HCl pH 6 Aceton 1% 867,53 (n=2) 
TRIS-HCl pH 3 Aceton 1% 833,30 (n=1) 
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Es erfolgte eine weitere Auswahl der Elutionsreagenzien anhand minimaler 
Schwankungen des Hämoglobins:  

a) Die geringsten relativen Schwankungen von Hämoglobin ließen sich in 
Lösungen mit hohem Hämoglobingehalt nachweisen. Dies betrifft H2O und 
Citronsäurephosphatpuffer.  

b) Die geringsten absoluten Schwankungen von Hämoglobin, sind Lösungen 
mit geringen Hämoglobinwerten, wie TRIS-HCl pH 1 und TRIS-HCl pH 1 mit 
Aceton 1%.  

 
Jene Lösung, mit dem geringeren Herstellungsaufwand und geringerer 
Arbeitsplatzbelastung wurden dabei ausgewählt und in einem Intraassay getestet, 
um weitere Entscheidungskriterien zu ermitteln.  Diese sind TRIS-HCl pH 1 und 
H2O.  
 

5.2.5.3 Auswahl der Elutionslösungen Stufe 4 - Vergleich zweier Lösungen 
 
Dafür wurden die L-hArg-Konzentration von 2 Probanden, mit je 5 Stichproben in 
jeder Elutionslösung gemessen. Die Ergebnisse wurden mit dem DLD 
Elutionsreagenzes des ADMA Card ELISA kalibriert und zeigen folgendes:  
 

 
Abbildung 17: Elutionslösungsvergleich - Kalibration mit ADMA Card ELISA Elutionspuffer 
 
 
 
Die Homoargininwerte sind bei beiden Probanden in der TRIS-HCl Lösung geringer 
als in der DLD-Lösung, in welcher für dieses Experiment kalibriert wurde. Die 
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Variationskoeffizienten zeigen für die Elution mit Wasser die größte Streuung, siehe 
Tabelle 36. 
 
Tabelle 30: Variationskoeffizienten (VK) der Elutionslösungen in Stufe 4 - 
kalibriert mit ADMA DLD Elutionslösung 
Proband VK DLD VK TRIS-HCl VK H2O 
VI 16% 15% 25% 
VII 8% 13% 10% 
Durchschnitt 12% 14% 17,5% 

 
Es folgte derselbe Versuchsaufbau zweier anderer Probanden. Diese wurden mit 
TRIS-HCl pH 1 kalibriert und die Ergebnisse in der untenstehenden Grafik 
dargestellt. 
 

 
Abbildung 18: Elutionslösungsvergleich - Kalibration mit 1 M TRIS-HCl pH 1 

 
 
 
 
Auch für die Kalibration in 1 M TRIS-HCl zeigt sich eine geringere L-hArg-
Konzentration im Vergleich zum DLD Reagenz, Abbildung 18.  
 
Tabelle 31: Variationskoeffizient (VK) in Elutionslösungen in Stufe 4 - 
kalibriert mit TRIS-HCl 

Proband VK DLD VK TRIS-HCl VK H2O 
I 18% 10% 5% 
II 10% 17% 12% 

Mittel 14,0% 13,5% 8,5% 
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Neben den statistischen Kriterien sind außerdem die Arbeitsbedingungen der 
Elutionslösungen zu beurteilen: Aufgrund der Elutionsfähigkeit von Hämoglobin bei 
Wasser und somit einer Trübung und Färbung des Eluats werden die Farbwechsel 
der ELISA Schritte überdeckt und sind somit zusätzlich Anwenderunfreundlich.  

5.2.5.4 Zusammenfassung der Elutionslösungen 
 
Zunächst erfolgte eine grobe Auswahl der Elutionslösung anhand der Kriterien: 
Kompatibilität und ausreichender L-hArg-Elutionsfähigkeit. Die verbliebenen 
Lösungen wurden in ihrer Fähigkeit zur Hämoglobinelution genauer beschrieben. 
Innerhalb der verbliebenen Elutionslösungen zeigten H2O die geringsten relativen 
und TRIS-HCl pH 1 die geringsten absoluten Schwankungen in der 
Hämoglobinelution. Unter den Elutionslösungen mit denselben Eigenschaften, 
überzeugten diese allerdings durch den geringeren Herstellungsaufwand, bei 
gleichem Ergebnis.   
 
Tabelle 32: Kontextkriterien der Elutionslösungen Stufe 4 

Kriterien d. Kontextes H2O TRIS-HCl pH 1 
Hämoglobinelution 

Farbumschlag ELISA 
Anwenderfreundlichkeit 

ja 
- 
- 

nein 
+ 
+ 

Herstellung + +/- 
Mittleres Messniveau  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Statistische Kriterien   
VK (DLD)–VI/VII 

VK (TRIS-HCl)–I/II 
17,5% 

8% 
14% 

13,5% 
 
Die deskriptiv statistischen Werte, Streuung und MW, ergeben keine klaren Vorteile 
einer Elutionslösung. Wohingegen sich klare Unterscheidungskriterien in der 
Hämoglobinelutionsfähigkeit ergeben, der dadurch verdeckten Farbumschläge und 
somit einer fehlenden Kontrollmöglichkeit des Analyseschrittes. 
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5.2.6 Einfluss der Spotvariabilität 
Im Anschluss der Messung von einem, zwei und drei Spots desselben Probanden 
in separaten Messungen erfolgte im Anschluss eine mathematische Angleichung. 
So wurden die Ergebnisse des zwei-Spot-Versuches mit 1,5 multipliziert und die 
Ergebnisse des ein-Spot-Versuches mit 3, um die Ergebnisse mit dem drei-Spot-
Versuch anzupassen. Dieses Vorgehen ist bereits aus dem ADMA-Card ELISA für 
zwei und drei verwendete Spots bekannt. Die statistische Auswertung erfolgte mit 
den adaptierten Werten und zeigte keinen signifikanten Unterschied (n.s., ANOVA) 
Dabei wird deutlich, dass die Messungen mit zwei und drei Spots sich sehr gut 
annähern. Im Gegensatz zu einem Vergleich mit Ergebnissen, die nur mit einem 
Spot ermittelt wurden.  
 

 
Abbildung 19: Einfluss der verwendeten Spotanzahl 

 
 
 
 
Der Variationskoeffizient für Ein-Spot-Messungen beträgt 36,0% und ist somit zu 
hoch für eine semiquantitative Messung. Im Vergleich dazu beträgt der 
Variationskoeffizient für Zwei-Spot-Messungen 9,3% und für Drei-Spot-Messungen 
14,9%. 
 

5.2.7 Vergleich von kapillar und venös gewonnenem Blut 
 
Die folgende Abbildung zeigt, dass bei drei Probanden und einer jeweiligen 
Stichprobenzahl von 5 kein signifikanter Unterschied zwischen kapillar und venös 
entnommenem Blut besteht. Während auf die Spots der Trockenblutkarten mit dem 
venös entnommenen Blut mit exakt 50 µl pipettiert wurden, ist die Menge des 
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kapillar entnommenen Blutes unbekannt. Lediglich die Beurteilung einer 
ausreichenden Menge, aufgrund der Tropfenbildung am Finger bei Entnahme und 
der optischen Beurteilung des Spots konnte erfolgen.  
 
  

 
Abbildung 20: Einfluss der Blutentnahmetechnik 

 
 
 
Statistisch betrachtet ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen venös und 
kapillar entnommenem Blut (p<0,0001, ANOVA nach Bonferroni).  
 
Tabelle 33: Vergleich von kapillar und venös entnommenem Blut 

Proband ANOVA  
 

VK venös VK kapillar 

I n.s. 13,6% 22,4% 
XI n.s. 18,0% 10,0% 
VIII n.s. 19,0% 10,5% 

 
 
 

5.3 Ergebnisse der Methodenvalidierung 
 

5.3.1 Messpräzision 
 
Die Mehrfachmessung zweier Mikrotiterplatten zeigt für die Standards und 
Kontrollen im Durchschnitt eine Variation von 9,8% die sich aus folgenden 
Ergebnissen zusammensetzt:  
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Tabelle 34: Ergebnisse der Messpräzision 
Probe Variationskoeffizient 

(VK) Mikrotiterplatte 
1 

 

Variationskoeffizient 
(VK) Mikrotiterplatte 2 

Standard 1 32,2% 8,7% 
Standard 2 8,5% 4,9% 
Standard 3 11,6% 2,8% 
Standard 4 9,0% 3,7% 
Standard 5 1,8% 0,9% 
Kontrolle 1 30,7% 6,6% 
Kontrolle 2 12,1% 4,0% 

Mittel 15,1% 4,5% 
 

5.3.2 Intraassay 
 
Die Mittelwerte und Standardabweichungen der neun getesteten Probanden sind in 
Der Abbildung 21 dargestellt.  Es zeigt sich eine mittlere Homoargininkonzentration 
von 2,80 bis 6,77 µmol/L. Die männlichen Probanden [II, III, VII, VIII, X] hatten im 
Gegensatz zur Literatur keine höheren L-hArg-Konzentration im Vergleich zu den 
weiblichen Probandinnen [I, IV, V, VI], (p=0,822, Wilcoxon-Mann-Whitney-Test). 
Beide Geschlechter zusammen wiesen im Durschschnitt eine L-hArg-Konzentration 
von 4,9 µmol/L im auf. Die 95% Spannweite der L-hArg-Ergebnisse erstrecken sich 
für die Frauen von 2,34–6,50 µmol/L und für Männer von 3,03–7,66 µmol/L.  
 

 
Abbildung 21: Intraassay 
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Dabei zeigten sich Schwankungen des Variationskoeffizenten von 6,7–24,0%. Der 
durchschnittliche Variationskoeffizient beträgt 15,6%. Die einzelnen 
Variationskoeffizienten sind in der nachstehenden Tabelle aufgeführt.  
 
Tabelle 35: Intraassay Variationskoeffizienten (VK) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.3.3 Interassay 
 
Die acht getesteten Probanden zeigten im Vergleich zum Intraassay eine niedrigere 
Spannweite von L-hArg, welche im Durchschnitt sich von 1,70-3,18 µmol/L 
erstreckte. Die männlichen Probanden [III, X, XII, XIII] hatten eine L-hArg-
Konzentration von 2,61 µmol/L im Durschnitt und die weiblichen Probandinnen [IV, 
V, VI, IX, XI] von 2,56 µmol/L und somit kein signifikanter Unterschied (p=0,831, 
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test). Es zeigte sich eine 95% Spannweite der L-hArg-
Konzentration von 1,58–3,72 µmol/L für Frauen und 1,80–3,85 µmol/L für Männer.  
 

 
Abbildung 22: Interassay 
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Dabei streuten die Ergebnisse mit einem durchschnittlichen Variationskoeffizienten 
17,0% von 8,2%. bis 26,4%, wie nachstehende Tabelle zeigt. 
 
Tabelle 36: Interassay Variationskoeffizienten (VK) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

5.3.4 Personenspezifische Variation 
Die Messung der Trockenblutspots von 3 Probanden an 5 aufeinanderfolgenden 
Tagen aus kapillarem Blut zeigt folgende Ergebnisse: 
 

 
Abbildung 23: Intraindividuelle Variation über den Verlauf von 5 Tagen 

 
 
 
Vergleicht man die Varianz und die Mittelwerte der Probanden im Verlauf einer 
Woche mit einer 5-fachen Messung einer venös entnommenen Vollblutprobe eines 
Tages, so Tabelle 43, zeigt sich ein deutlich geringerer Variationskoeffizient. Die 1-
Tages Messungen stammen aus dem Intraassay für die Probanden I und X und aus 
den Vorversuchen, Kapitel 3.2.1, für den Proband XIV.  
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Tabelle 37: Intraindividuelle Variation der Homoargininkonzentration 
 5 Tage (kapillar) 1 Tag (venös) 

Proband MW ± SD VK MW ± SD VK 
I 5,02±0,56 µmol/L 11,2% 6,12±0,41 µmol/L 6,7% 

X 2,56±1,07 µmol/L 41,8% 3,39±0,29 µmol/L 8,6% 

XIV 2,32±0,47 µmol/L 18,4% 2,90±0,1 µmol/L 3,4% 

Mittel 3,30±0,70 µmol/L 23,8% 4,13±0,26 µmol/L 6,2% 
 
 

5.4 Ergebnisse der Methodenrobustheit 
 

5.4.1 Einfluss von Hämolyse 
 
Die zwei getesteten Probanden zeigten keinen signifikanten Einfluss durch eine 
vorherige mechanische Hämolyse der Probe (p=0,60, ANOVA). 
 

 
Abbildung 24: Einfluss mechanischer Hämolyse 

 
 
 
Die ermittelten Variationskoeffizienten der zuvor mechanisch hämolysierten Proben 
zeigten sich als geringer im Vergleich zu unhämolysierten Proben (Tabelle 44). 
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Tabelle 38: Hämolyseeinfluss; dargestellt Variationskoeffizienten (VK) 
 VK Kontrollprobe VK mechanisch 

hämolysierte Probe 
Proband I 17,3% 16,5% 
Proband II 17,0% 6,7% 

 

5.4.2 Einfluss von Einfrieren und Auftauen 
 
Ein fünfmaliges Einfrieren und Auftauen der betropften Trockenblutkarten innerhalb 
von fünf Tagen führt bereits zu einem signifikanten Unterschied der L-hArg-
Konzentration (p=0,003, gepaarter t-Test). Die Variationskoeffizienten erwiesen 
sich sowohl in der Kontrollgruppe mit 4,3% und in der Interventionsgruppe mit 6,7% 
als sehr niedrig.  
 

 
Abbildung 25: Einfluss von Einfrieren und Auftauen 

 
 
 
 

5.4.3 Einfluss der Blutmenge 
 
Die verschiedenen Blutmengen eines Probanden, die auf einer Trockenblutkarte 
aufgetragen und gemessen wurden, zeigten keinen signifikanten Unterschied; 
(p=0,45, ANOVA). Die Post Hoc Analyse nach Bonferroni bestätigte, dass kein 
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Blutmengen besteht.  
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Abbildung 26: Einfluss der Blutmenge 

 
 
 
Die Schwankungen der Messergebnisse, als Variationskoeffizient dargestellt, sind 
bei diesem Probanden für jede Blutmenge <15%.  
 
Tabelle 39: Messschwankungen verschiedener Blutmengen 

Blutmenge VK (%) 
25 µl 13,4% 
50 µl 4,3% 
75 µl 9,5% 

100 µl 11% 
 
Von Bedeutung ist hierbei, dass unabhängig von der Blutmenge, die Spots 
makroskopisch von vorne und hinten betrachtet vollständig mit Blut benetzt waren, 
wie es der Abbildung 27 zu entnehmen ist. Erkennbar ist ebenso, dass die mit 25 µl 
betropften Spots einen Randwall erkennen lassen (linke Grafik), in welcher der 
ausgestanzte Spot hineinragt (rechte Grafik). 
 

 
Abbildung 27: Blutmenge im Vergleich 
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5.4.4 Stabilität gegenüber Tageslicht 
 
Die L-hArg-Konzentration der Trockenblutkarten unter Tageslicht für 30 Tage 
unterscheidet sich nicht signifikant von der Kontrolle (ANOVA nach Bonferroni), wie 
die nachfolgende Abbildung zeigt. 
 

 
Abbildung 28: Einfluss von Tageslicht 

 
 
 
 
Der Einfluss von 30 Tagen Tageslicht mit einer Beleuchtungsdauer von 6 h pro Tag 
hat keinen signifikanten Einfluss auf die L-hArg-Konzentration. Ebenso sind auch 
die Veränderungen der Variationskoeffizienten unauffällig.  
 
Tabelle 40: Einfluss von Tageslicht; dargestellt Variationskoeffizient (VK) 

Proband ANOVA  VK dunkel VK beleuchtet 
III n.s. 16% 11% 
IV n.s. 7% 14% 
V n.s. 13% 12% 

Mittel  12% 12% 
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5.4.5 Klimatische Stabilität 
 

 
 
 
 
 
 
Der Einfluss von Hitze und Feuchtigkeit führte zu einem signifikanten Unterschied 
der L-hArg-Konzentration (p=0,0011, ANOVA nach Bonferroni). Beim Post Hoc Test 
war der Unterschied bei Proband X signifikant, obwohl dieser keine feuchten und 
zerlaufenen Flecken innerhalb des Spots zeigte, im Gegensatz zu Proband V, 
welcher sich als nicht signifikant erwies. Jedoch kam es bei Proband V zu einer 
Zunahme der Streuung, sodass der Variationskoeffizient auf 43,8% zunahm, wie 
die nachfolgende Tabelle zusammefasst. 
 
Tabelle 41: Klimaeinfluss 

 VK trocken 21°C VK feucht 35°C ANOVA nach Bonferroni  
Post Hoc Test 

Proband V 7,4% 43,8% n.s. 
Proband X 20,9% 15,9% * 

 
 

5.4.6 Stabilität der Lagerungsdauer 
Die Ergebnisse der 5 getesteten Probanden über einen Zeitraum von 9 Monaten 
sind mit Mittelwert und Standardabweichung in der nachstehenden Tabelle 
zusammengefasst: 
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Abbildung 29: Einfluss des Klimas 



  Ergebnisse 

 66 

Tabelle 42: Stabilität der L-Homoarginin(L-hArg)-Konzentration über eine 9-
monatige Lagerungsdauer 

 
 
Dabei zeigt sich eine Erniedrigung der Mittelwerte zum Ausgangswert, wie sie in 
der nachstehenden Tabelle in Relation zum Ausgangswert zusammengefasst 
sind:  
 
Tabelle 43: relative Veränderung der L-Homoarginin(L-hArg)-Konzentration 
zum Ausgangswert 

 
 
Die prozentuale Abweichung vom Ausgangswert von allen Probanden 
zusammengefasst zeigt die nachstehende Abbildung: 
 
 

Wochen/Monat: 
Tagen: 
Probennummer: 

1.Woche 2.Woche 3.Woche 1.Monat 3.Monat 6.Monat 9.Monat 
1.-6.Tag 7.-13. 

Tag 
14.-20. 

Tag 
28.-42. 
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182.-
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276.-
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 L-hArg Konzentration in µmol/L MW±SD 
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I +59% ±0% +32% -5% -36% -22% 
III -13% -34% -32% - -45% -59% 
IV -40% -47% -37% - -35% -46% 
V -36% -38% -40% - -52% -60% 
X -7% -28% -3% -17% -35% -31% 

Mittel -7,4% -29% -16% - -40% -44% 
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Abbildung 30: Homoargininstabilität relativ zum Ausgangswert 

 
 
 
 
 
Es zeigt sich eine negative Korrelation des Probenalter mit den ermittelten 
Homoarginin werten:  
 
Tabelle 44: Korrelation LHomoarginin (L-hArg) mit Probenalter  

Proband: Korrelationskoeffizient 
Spearmanns-Rho 

Signifikanz 
(p) 

I (n=24) -0,481** 0,017 
III (n=29) -0,724** <0,001 
IV (n=23) -0,376 0,077 
V (n=25) -0,812** <0,001 
X (n=27) -0,532* 0,004 

 
Eine weitere Analyse der Stabilität von L-hArg ist die Retest-Reliabilität. Die 
Korrelationen der L-hArg-Werten sollten dabei mindestens 0,8 betragen. Nur in 
Einzelfällen ist eine ausreichende Retest-Reliabilität gegeben. Die detaillierten 
Ergebnisse sind im Anhang 13.4 und 13.5 dokumentiert, für eine valide Aussage 
aber nicht von ausreichendem Stichprobenumfang.  
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5.4.7 Zusammenfassung der Methodenrobustheit 
 
Die Methode der L-hArg-Messung aus mit Vollblut betropften Trockenblutkarten 
zeigt zusammenfassend einen Variationskoeffizienten von 14% im Intraassay und 
von 17% im Interassay. Unterschiede in der Konzentration, abhängig vom 
Geschlecht wurden in dieser Kohorte nicht beobachet. Des Weiteren zeigten sich 
intraindividuelle Schwankungen innerhalb einer Person, mit einem 
Variationskoeffizienten von 23% im Verlauf von 5 Tagen.  
 
Die Verwendung von hämolysierten Proben, kapillaren und venösem Blut, 
verschiedenen Blutvolumina ab 25 µl und Tageslicht zeigten keinen Einfluss auf den 
Nachweis von L-hArg. Ebenso verhält es sich mit der Anzahl der verwendeten Spots 
nach mathematischer Adaptation.  
 
Andererseits führt ein fünfmaliges Einfrieren und Auftauen der betropften 
Trockenblutkarte bei -20°C zu niedriegeren L-hArg-Werten. Auch Wärme und 
Feuchtigkeit kann sowohl den L-hArg-Wert als auch die Streuung bei der Messung 
nachteilig beeinflussen. Eine deutliche Abnahme der L-hArg-Konzentration ist auch 
im zeitlichen Verlauf zu beobachten. 
  

 

5.5 Ergebnisse der klinischen Methodenanwendung 
 
Für die Methodenanwendung wurden Trockenblutkarten einer Studie mit 
chilenischen Rekruten verwendet. (Lüneburg et al. 2017) Zunächst wurde die 
Qualität der Trockenblutkarten beschrieben und anschließend erfolgte die L-hArg-
Messung entsprechend der Anleitung aus Anhang 13.1. Eine zusätzliche 
Korrelationsanalyse mit bereits erhobenen Parametern wurde ergänzt.  
 
 

5.5.1  Einfluss der Qualität der Trockenblutkarte 
 
Die Qualität der Trockenblutkarten ist im Anhang 13.6 detailliert verzeichnet. Die 
Rangkorrelation nach Kendalls Tau wurde für die Differenz der L-hArg-Werte und 
der Differenz der Qualitätsmerkmale: Durchmesser, Benetzung der Rückseite und 
Gesamtheit in Punkten berechnet: 
 
Tabelle 45: Einfluss der Trockenblutkartenqualität in der chilenische Studie 

Vergleichsparameter Korrelation nach Kendalls Tau 
Spotgröße -0,280* (p=0,022) 

Benetzung der Rückseite - 0,439** (p=0,000) 

Gesamtheit -0,352** (p=0,003) 
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Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen der Probenqualität und der L-hArg-
Konzentration. Die Qualität der beimpften Trockenblutkarten ist vom Startzeitpunkt 
bis zum 6. Monat in 21 Probanden gesunken, in 11 Probanden gestiegen und in 8 
Probanden gleichgeblieben. Die Verteilung der L-hArg-Veränderung ist in allen 
Trockenblutqualitäten verteilt, wie das nachstehende Diagramm verdeutlicht. 
 
 

 
 
 
 
Eine erneute Analyse unter Ausschluss der im Diagramm gepunkteten Werte wurde 
vorgenommen, um den Einflussfaktor, der sich verändernden Qualität zu umgehen.  
Es zeigt sich, dass entsprechend dem Wilcoxon-Test für die weiß gefärbten Felder 
im Diagramm weiterhin ein signifikanter Unterschied besteht (p=0,001, n=19). Somit 
zeigt sich sowohl eine gute Korrelation der Qualität der Trockenblutkarten, als auch 
ein hoher Signifikanter, qualitätsunabhängiger Unterschied der L-hArg-Spiegel vor 
und nach Belastung in 4000 m Höhe.  
 

5.5.2 Homoarginin nach 6monatiger Höhenbelastung 
 
Die 40 gemessenen Proben chilenischer Studienteilnehmer im Alter von 17-19 sind 
in nachstehender Abbildung in der gesamten Verteilungsbreite dargestellt. Die 
Messung mittels t-Test zeigt einen signifikanten Unterschied (p<0,001) zu Beginn 
der Studie auf Meereshöhe und einem 6-monatigem Aufenthalt in 4000 m Höhe.  
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Monat 0 zu Monat 6) 
 

Abbildung 31: Chileproben Qualitätsverteilung 
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Abbildung 32: Homoarginin vor und nach 6-monatiger Höhenbelastung 4000m 

 
 
 
 
Wie sich bereits im vorigen Kapitel zeigte, hat die Qualitätsveränderung Einfluss auf 
die Veränderung der gemessenen L-hArg-Konzentration. Nach Ausschluss von 21 
Probanden erfolgte eine neue Analyse mit 19 Probanden. Es zeigte sich ein 
weiterhin bestehender signifikanter Unterschied (p=0,003, t-Test). Diese sind in der 
nachfolgenden Grafik dargestellt: 
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n=40; MW±SD; grafisch dargestellt 95% Intervall; ***p<0,001; gepaarter t-Test bei 
Normalverteilung und Varianzhomogenität 
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5.5.3 Korrelationsanalyse mit anthropometrischen Parametern  
 
Beim Vergleich mit anthropometrischen Parametern der Studienteilnehmer, zeigten 
sich zu Studienbeginn keine signifikanten Korrelationen. Nach 6-monatiger 
Höhenexposition zeigte sich ein Zusammenhang des Gewichtes 
(Korrelationskoeffizient 0,361*, p=0,026, Pearson r) und des BMIs 
(Korrelationskoeffizient 0,447**, p=0,005, Pearson r). Longitudinale Analysen 
zeigten keine signfikante Korrelation. Die Auswahl des Testverfahrens war bedingt 
durch die Normalverteilung der Daten.  
 
Unter der Annahme, dass die L-hArg-Konzentration von dem Verhältnis von 
Blutzellen und Plasma beeinflusst sein könnte, erfolgte die zusätzliche 
Korrelationsanalyse mit dem Hämatokrit. Die Analyse aller Datenpaare beider 
Zeiträume (n=73) zeigte eine Normalverteilung, sodass die Korrelationsanalyse 
nach Pearson erfolgte. Der Hämatokrit korrelierte mit L-hArg (Korrelationskoeffizient 
-0,320) bei einer Signifikanz von p=0,006. Die Korrelationsanalysen bei 
Gruppierung der Daten nach Qualität und Zeitpunkt zeigte keine weiteren 
signifikanten Korrelationen. 
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n=19; nach Ausschluss der Proben mit Qualitätsverminderung 
der Trockenblutkarte im Zeitverlauf; MW±SD; grafisch 

dargestellt 95% Intervall; **p<0,01; gepaarter t-Test bei 
Normalverteilung und Varianzhomogenität 

 

Abbildung 33: Homoarginin vor und nach 6-monatiger 
Höhenbelastung von 4000m ohne Einfluss der 

Trockenblutkartenqualität 
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5.5.4 Vergleich der Homoargininkonzentration im Plasma und 
Vollblut der Teilnehmer der chilenischen Studie  

 
Es zeigte sich unter der Exposition von 4000m Höhenexposition für 6 Monate ein 
signifikanter Unterschied der L-hArg-Konzentration, sowohl für Messungen aus 
dem Plasma als auch aus Trockenblutkarten mit Vollblut. Dabei verringerte sich 
die hArg-Konzentration signifikant, wie die folgende Grafik zeigt:  
 

 
 
 
 
 
 
Folgende absolute und relative Reduktionen waren zu beobachten: 
 
Tabelle 46: Vergleich L-Homoarginin (L-hArg)-konzentration im Plasma und 
Vollblut 
 Plasma Vollblut 
Monat 0 (MW ± SD) 2,54±0,75 µmol/L 1,24±0,49 µmol/L 
Monat 6 (MW ± SD)  1,90±0,72 µmol/L 0,73±0,28 µmol/L 
Absolute Reduktion im 
Mittel 

-0,64 µmol/L -0,51 µmol/L 

Relative Reduktion im 
Mittel 

-25,2% -41,1% 

Relative L-hArg-
Konzentration nach 
Exposition  

74,8% 58,9% 

 
 

Plasma: n=37; MW±SD; grafisch: 
Minimum-Maximum dargestellt; ***p<0,001; 
gepaarter t-Test bei Normalverteilung und 

Varianzhomogenität 
 

Vollblut: n=37; MW±SD; grafisch: Minimum-
Maximum dargestellt; ***p<0,001; gepaarter 

t-Test bei Normalverteilung und 
Varianzhomogenität 

 

*** 
*** 

Abbildung 34: Vergleich von Plasma und Vollblut im zeitlichen Verlauf nach Exposition in 
4000m Höhe 
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Die Korrelationsanalyse für alle Datenpaare ohne zeitliche oder qualitätsbezogene 
Gruppierung ist in der nachfolgendne Abbildung dargestellt:  
 

 
Abbildung 35: Korrelationsanalyse Homoarginin-Plasma und Homoarginin-Vollblut 

 
 
 
Zudem zeigte sich eine Korrelation zwischen L-hArg-Plasma und L-hArg-Vollblut 
von r=0,543 mit einer Signifikanz von p<0,001. Bei Gruppierung der Datenpaare 
zeigten sich folgende Ergebnisse:  
 
Tabelle 47: Korrelationsanalysen der Untergruppen 
Datengruppe n Bestimmt-

heitsmaß 
Korrelation 
nach 
Pearson’s  

Signifikanz 

Gesamt 74 R2=0,2948 0,543** p<0,001 
Monat 0 37 R2=0,3145 0,561** p<0,001 
Monat 6 37 R2=0,0417 0,205 p=0,223 
Alle ohne starke 
Qualitätsveränderung 

32 R2=0,6099 0,781** p<0,001 

Monat 0 ohne starke 
Qualitätsveränderung 

16 R2=0,6913 0,831** p<0,001 

Monat 6 ohne starke 
Qualitätsveränderung 

16 R2=0,1396 0,375 p=0,152 

 
 
Es zeigte sich, dass für die Datenwerte nach Exposition in 4000m Höhe (Monat 6) 
keine signifikanten Korrelationen zwischen L-hArg im Plasma und Vollblut mehr 
bestehen. 
 

n=74, Datenpaare für Monat 0 und Monat 6, Korrelationsanalyse: y= 
0,3191x + 0,2751, R2 = 0,2948 
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6 Diskussion 
Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Validierung einer Methode, um L-
hArg aus mit Vollblut beimpften Trockenblutkarte zu messen. Mittels 1 M TRIS-HCl 
pH 1 ist eine L-hArg-Extraktion bei geringster Varianz der Ergebnisse gegeben. 
Ebenso wird die Elution von Hämoglobin verhindert, wodurch die Farbumschläge 
der Pipettierschritte des kommerziellen ELISAs der Firma DLD Diagnostika als 
Pipettierhilfe erhalten bleiben. 
 
Bei einem durchschnittlichen Variationskoeffizienten von unter 20% wurden die 
Anforderungen entsprechend der „Empfehlung für bioanalytische 
Methodenvalidierung für Ligandenbindenden Assay  […]“ (DeSilva et al. 2003) 
erfüllt: 15% Intraassay, 17% Intraassay. Die Stabilität der Methode ist durch extreme 
Kälte (-20°C), Hitze (35°C) und Feuchtigkeitseinflüsse auf die Trockenblutkarten 
beschränkt. Während die Blutentnahmetechnik, das Blutvolumen, die Anzahl der 
Spots, hämolysierte Proben und 180 Stunden Sonnenlicht keinen Einfluss auf das 
Messergebnis zeigen. Aufgrund der langsamen Abnahme der L-hArg-Konzentration 
ist die Messung unter Einbeziehung der Lagerungsdauer zu einem späteren 
Zeitpunkt möglich.  
 

 

6.1  Vorversuche 
 

6.1.1 Vergleich von Homoargininkonzentrationen im Vollblut, 
Plasma und Serum 

 
Bisher veröffentlichte Studien geben Anhaltspunkte für die L-hArg-Konzentration in 
Serum und Plasma. In den nachstehenden Tabellen sind die Werte gesunder 
Erwachsener Probanden verschiedener Studien zusammengefasst. 
 
Tabelle 48: L-Homoarginin (L-hArg)-konzentration gesunder Erwachsener im 
Plasma 

Plasma 
 

L-hArg 
In µmol/L 

n 
(Methode) 

Quelle 

MW: 1,99 
Median: 1,87  

100 
(HPLC) 

(Blackwell et al. 2007) 

MW: 2,15 ± 0,75 
µmol/L 

30 
(HPLC) 

(Jones et al. 2010) 

 Median: 1,88  786 
(HPLC-MS/MS) 

(Atzler et al. 2016a) 

MW: 2,3  
SD:  0,74  

12 
(HPLC-ESI-MS/MS) 

(Servillo et al. 2013) 
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Plasma 
 

L-hArg 
In µmol/L 

n 
(Methode) 

Quelle 

MW: 1,70 
SD:  0,62 

17 
(GC-MS) 

 

(Hanff et al. 2016) 

MW: 2,0 
SD:  0,7 

2521 
(ELISA)  

(DLD Gesellschaft für 
Diagnostika und 

medizinische Geräte GmbH 
2014) 

1(Cordts et al. 2015) 
MW: 2,01 
SD: 0,65 

27 
(LC-MS/MS) 

(Davids et al. 2012a) 

 
 
Tabelle 49: L-Homoarginin(L-hArg)-konzentration gesunder Erwachsener im 
Serum 

Serum 
 

L-hArg in µmol/L n  
(Methode) 

Quelle 

MW: 2,52  
SD:  0,23  

11 
(GC-MS/MS) 

(Haghikia et al. 2015) 

Median: 2,63  1359 
(LC-MS/MS) 

(Atzler et al. 2014b) 

Median 1,62  92 
(HPLC) 

(Tomaschitz et al. 2015) 

 
Vergleicht man die L-hArg-Konzentrationen der Studien mit der höchsten 
Probandenzahl, ist festzustellen, dass der Median der L-hArg-Plasmakonzentration 
bei 1,88 µmol/L, der L-hArg-Serumkonzentration bei 2,63 µmol/L und damit höher 
ist. 
 
Kayacelebi et al. detektierten bereits, dass keine vollständige Übereinstimmung der 
Homoargininkonzentration zwischen Plasma und Serum besteht (r2=0,6997) 
(Kayacelebi et al. 2014b). Hierbei wurde das EDTA Plasma mit Serum von 10 
Probanden verglichen und es ergab sich ein Plasma-Serum-Verhältnis von 
1,12±0,21 µmol/L, sodass Plasmakonzentrationen etwa 12% höhere Messwerte als 
Serumkonzentrationen hatten (Kayacelebi et al. 2014b). Bei drei von 10 Probanden 
zeigte sich ein signifikanter Unterschied der L-hArg-Konzentration bedingt durch die 
Probenart (Kayacelebi et al. 2014b). 
 

Tabelle 48: L-Homoarginin (L-hArg)-konzentration gesunder Erwachsener 
im Plasma Fortsetzung 
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Serumröhrchen enthalten lediglich Gerinnungsaktivatoren: Silikapartikel ohne 
Kontamination. Durch die Oberflächenvergrößerung mittels der Sillikapartikel wird 
die Gerinnung über die negative Ladung der Oberfläche im extrinsischen Weg 
aktiviert. Folglich ist der Überstand, das Serum, frei von Gerinnungsfaktoren Da es 
gleichzeitig zur Aktivierung der Plättchenaggregation kommt, enthält das Serum 
Boten- und Inhaltsstoffe aktivierter Plättchen.  
 
Die EDTA Monovetten enthalten 1,6mg Ethylendiamintetraessigsäure pro 1ml Blut 
(Sarstedt Produkte n.d.). Das EDTA ist ein Anion und bildet einen Chelatkomplex 
mit positiv geladenen Ionen, vor allem Calcium, wodurch die Gerinnung verhindert 
wird. In EDTA Monovetten sind Gerinnungsfaktoren enthalten. Ebenso führt EDTA 
zur Inhibierung von Metallproteasen durch die Bindung von Schwermetallen. 
 
Bisherige L-hArg-Messungen aus dem Vollblut liegen nicht vor. In diesem Versuch 
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Vollblut und Plasma bei jedem 
gesunden Probanden (p<0,0001, ANOVA). Für beide Varianten wurden EDTA-
Röhrchen verwendet. Der Unterschied lässt sich durch den höheren Proteingehalt 
und den höheren Zellgehalt erklären, welcher in den Vollblutproben höher ist als in 
den Plasmaproben: 

1. Ein intrazeluläres Vorkommen von Arginin ist bereits beschrieben worden 
(Escobales et al. 2000, Davids und Teerlink 2013). Ein intrazelluläres 
Vorkommen von L-hArg in Monozyten ist ebenfalls beschrieben worden: 
2,37 µmol/L in Monozyten und 2,01 µmol/L L-hArg in Plasma (Davids und 
Teerlink 2013). Aufgrund des Pipettierens von Vollblut auf die 
Trockenblutkarte und anschließender Trocknung kommt es zur 
Hämolyse/Zytolyse und zur Freisetzung intrazellulärer Aminosäuren.  

2. Proteingebundene Aminosäuren im Extrazellularraum, die mit dem 
Zentrifugieren aus dem Plasma sedimentiert werden und somit nur beim 
Nachweis aus Vollblutproben erhalten bleiben. 

3. Aufgrund des höheren Proteinspektrums in den Vollblutproben ist nicht 
auszuschließen, dass Blutbestandteile eine Kreuzreaktivität zeigen, die von 
der Firma DLD Diagnostika GmbH noch nicht auf Ihre Kreuzreaktivität 
getestet wurden. Die Spezifität des ELISAs wurden neben L-hArg für Arginin, 
ADMA, SDMA und NMMA bestimmt (DLD Gesellschaft für Diagnostika und 
medizinische Geräte mbH 2014). 

 

6.1.2 Enzyminhibitor Arginase 
 
Die Arginase setzt L-hArg zu Lysin und Harnstoff um (Reczkowski und Ash 1994, 
Atzler et al. 2011, Davids et al. 2012b, Jaźwińska-Kozuba et al. 2013). L-hArg hat 
dabei eine viel geringere Affinität als L-Arginin,  wodurch es ein kompetetiver 
Inhibitor auf die Arginase ist (Hrabák et al. 1994). Bei der Messung von L-Arginin 
zeigte die Inhibition der Arginase durch Nor-NOHA einen signifikanten Unterschied 
(p<0,0001) (Roskam 2015). Aufgrund der geringeren Affinität zu L-hArg, ist keine 
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oder eine sehr geringfügiger Anstieg für L-hArg durch den Enzyminhibitor Nor-
NOHA zu erwarten. Dies hat sich im Experiment bestätigt: Die Konzentration von L-
hArg ohne Inhibitor betrug 2,92±0,25 µmol/L und der Konzentration von 
2,98±0,05 µmol mit Inhibitor unverändert.  
 

6.1.3 Enzyminhibitor Proteaseinhibitorgemisch  
 
Die Verwendung des Proteaseinhibitormixes (PI) auf Trockenblutkarten führt zu 
einer Erhöhung der gemessenen L-hArg-Konzentration. Es ist eine Steigerung auf 
344% im Plasma (von 1,6 µmol/L ohne PI auf 5,6 µmol/L mit PI) und auf 154% im 
Vollblut (von 3,0 µmol/L ohne PI auf 3,9 µmol/L mit PI) zu beobachten.  Der Effekt 
des Proteaseinhibitormixes ist im Plasma stärker als im Vollblut. Zudem entspricht 
der Effektanteil im Vollblut etwa der Hälfte des Effektes im Plasma, welches dem 
physiologischen Hämatokriten, Zell-Plasma-Verhältnis, entspricht und vermuten 
lässt, dass der Proteaseinhibitormix vorrangig mit Substraten aus dem Plasma 
reagiert. 
 
Folgende Ursachen für erhöhte L-hArg-Messwerte durch den Proteaseinhibitormix 
werden berücksichtigt und nachstehend diskutiert: 

A. Bildung von L-hArg/Abspaltung aus PI 
B. Hemmung des Abbaus von L-hArg durch PI 
C. Spezifische Interferenzen 
D. Unspezifische Interferenzen 
E. Wechselwirkung mit anderen Produkten 
F. Geänderte Verteilung auf der Trockenblutkarte 

 
A) Die Endopeptidase Trypsin führt zu einer Hydrolyse von Arginin- und 
Lysinbindungen in Peptiden. Dieser Vorgang findet in einer langsameren 
Geschwindigkeit auch bei L-hArg modifizierten Proteinen statt (Chowdhury et al. 
2014, Witkowska et al. 2004). Weitere im Proteaseinhibitormix enthaltene 
Endopeptidasen sind Pepsin, Plasmin und Chymotrypsin. Bei einer weiteren 
Verdauung mit Exopeptidasen würden freie Aminosäuren als Produkte entstehen. 
Eine Hemmung sollte daher zu niedrigeren L-hArg-Werten führen.  
 
B) L-hArg ist als Substrat für die Stickstoffsynthese bekannt. Von den bekannten 
Isoformen sind die eNOS an endothelien und die nNOS an Neurone gebunden. 
Lediglich die iNOS in Makrophagen oder bakterielle NO-Synthase können in den 
Proben zu einem Abbau von L-hArg führen. Bei der Langzeitbeobachtung der L-
hArg-Konzentration in Kapitel 3.4.8 ist ersichtlich, dass der Abbau von L-hArg auf 
den Trockenblutkarten sehr langsam voranschreitet, sodass selbst die Inhibierung 
eines abbauenden Enzyms keine großen Auswirkungen in den getesteten 
Zeiträumen zeigen würde.  
 



  Diskussion 

 78 

C) Die Eigenpositivität des PI variiert von dessen Konzentration. Während PI 
kombiniert mit dialysiertem Plasma und/oder auf der Trockenblutkarte pippetiert 
unterhalb der Nachweisgrenze von <0,05 µmol/L ist, zeigt er mit Wasser verdünnt 
und direkt im ELISA eingesetzt eine geringe Eigenpositivät von 0,16 µmol/L. Dies 
erklärt allerdings nicht den umfangreichen Anstieg der L-hArg-Konzentration um 
durchschnittlich 0,9 µmol/L im Vollblut und um durchschnittlich 4 µmol/L im Plasma.  
 
D) Des Weiteren ist eine Interferenz einer anderen Substanz zu diskutieren. Von 
der Firma DLD Diagnostika GmbH ist bereits eine Interferenz von Arginin, ADMA, 
SDMA und NMMA im ELISA ausgeschlossen worden. Dagegen könnte eine zu L-
hArg isobare Aminosäure (ε)-Trimethyllysin im ELISA zu höheren Messwerten von 
L-hArg führen (Lehman et al. 1987, Cordts et al. 2015) 
  
E) Je nach Zusammensetzung der Blutprobe und deren Viskosität kommt es zu 
einer unterschiedlichen Verteilung bei demselben pipettierten Volumen. Während 
beim Plasma 25 µL bereits zu einer vollständigen Benetzung der vorgedruckten 
Fläche auf der Trockenblutkarte führte, waren beim Vollblut dafür 50 µL notwendig.  
 
Der Proteaseinhibitormix bewirkt eine höhere Messung von L-hArg, die sich 
vorrangig durch Interaktion im Plasma ergibt. In einem ähnlichen Versuchsaufbau 
bei der Arginnin gemessen wurde, wurde die höhere Argininkonentration bei PI 
durch Fluoridbestandteile erklärt, welche die Arginase hemmen (Roskam 2015). Da 
die Arginase zu keiner signifikanten Veränderung der L-hArg-Konzentration führt, 
kann die höhere L-hArg-Konzentration nicht durch die Blockade der Arginase erklärt 
werden.  
 

6.2 Methodenvalidierung 
 
Die Methodenvalidierung des ELISAs erfolgte bereits durch die Firma DLD 
Diagnostika GmbH. Die Sensitivität, Spezifität, Wiederfindungsrate, Linearität, 
Reproduzierbarkeit und Methodenvergleich sind der Anleitung zu entnehmen.  Im 
Folgenden werden die Messpräzision und die Robustheit der Methode durch 
Verwendung von Trockenblutkarten ergänzt.  

 

6.2.1 Messpräzision 
Die Messpräzision, d.h. die sechsmalige Messung der Standards und Kontrollen 
derselben Probe, erzeugt beim verwendeten Tecan bereits einen 
Variationskoeffizienten von 9,8% im Mittel. Für die HPLC und GC liegen die 
Vorgaben der Messpräzision bei unter einem 1% (Kromidas 2016). Die Streuung 
allein durch die Absorptionsmessung ist bei allen Ergebnissen daher zu 
berücksichtigen.  
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6.2.2 Intraassay 
 
Die Präzision einer Methode ist gekennzeichnet durch den Variationskoeffizienten. 
Die hier entwickelte Methode zur Messung von Vollblutproben aus 
Trockenblutkarten zeigte einen durchschnittlichen Variationskoeffizienten von 
15,6% für den Intraassay. Dabei streute der Variationskoeffizient bei 9 Probanden 
von 6,71% bis 24,0%. Laut Herstellerangaben des ELISA Kits betrage die 
Spannweite der Variationskoeffizienten 3,3–6,1% für L-hArg-Konzentration von 
0,83–2,23 µmol/L im EDTA-Plasma gemessene (DLD Gesellschaft für Diagnostika 
und medizinische Geräte mbH 2014; EAGLE Biosciences 2016). 
 
Ein höherer, als von Herstellerseite angegebener Variationskoeffizient, entspricht 
den Erwartungen, da die Methode einen weiteren Verfahrensschritt enthält. Ebenso 
zeigte sich bei mehrmaliger Messung derselben Mikrotiterplatte unmittelbar 
hintereinander, dass bereits durch die Absorptionsmessung eine Schwankung von 
bis zu 10% derselben Proben und Kontrollen entstanden ist und somit bereits eine 
höhere Messpräzision eine höhere Methodenpräzision bedingt.  
 
Die Akzeptanzkriterien für die Präzision hängen von den Anforderungen und 
Messmethoden ab. Die Leitlinie für die Industrie des U.S. Departments for Health 
and Human Services, Food and Drug Administration 2013 schreibt für einen 
Ligandenbindungsassay einen Grenzwert von 20% bzw. 25% für die niedrigste 
Konzentration vor (U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug 
Administration 2013).  
 
Für die Messung von L-hArg aus Trockenblutkarten ist mit einem 
Variationskoeffizienten von 15,6% demnach geeignet. Dennoch sollte für eine 
exaktere Messungen von L-hArg andere Methoden bevorzugt werden: Mittels HPLC 
sind Variationskoeffizienten von 1,2 % (Jones et al. 2010), 1,4% (Valtonen et al. 
2005) und 1,8% (Blackwell et al. 2007) zu erwarten. Weitere Methoden sind die 
Messungen mit LC-MS/MS mit 4,5% (2,9%-11,9%)  (Atzler et al. 2011) bzw. 1,88% 
(Davids et al. 2012a) oder mit der GC-MS mit Variationskoeffizienten von 4,0 (2,19 
– 5,84%) (Kayacelebi et al. 2014b). Dabei sollte die Wahl der Messmethode der 
Fragestellung angepasst werden. Während für wissenschaftliche 
Forschungszwecke Methoden gewählt werden sollten, die eine hohe Präzision 
aufweisen, ist die Messung der L- L-hArg-Konzentration mit Methoden mit 
geringerer Präzision ausreichend, um Patienten mit oder ohne Risiko für eine 
erhöhte Mortalität und Morbidität bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu detektieren.  
 

6.2.3 Interassay 
 
Die Methode zeigt auch innerhalb verschiedener Testansätze bei einem 
durchschnittlichen Variationkoeffizienten von 17% eine ausreichende Präzision 
(U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug Administration 



  Diskussion 

 80 

2013). Herstellerangaben zur Interassay Präzision existieren nicht. Wie auch in 
anderen Methodenvalidierungen bereits veröffentlich, ist der Variationskoeffizient 
im Interassay höher als im Intraassay und entspricht somit den Erwartungen. Wie 
auch beim Intraassay existieren exaktere Methoden zur Homoargininquantifizierung 
– die HPLC welche Interassayvariationskoeffizienten von 4,6 % (Jones et al. 2010), 
2,9% (Valtonen et al. 2005) und 3,3% (Blackwell et al. 2007) aufweisen kann.  Für 
die Messung mittels LC-MS/MS sind Variationskoeffizienten im Interassay von 7,5% 
(5,5 – 9,5%) zu erwarten (Atzler et al. 2011) und mittels GC-MS von 4,0% (0,54 – 
7,6%) mit dem DSQ zu erwarten (Kayacelebi et al. 2014b). 
 

6.2.4 Intraindividuell 
 
Bei Beobachtung von drei Probanden im Zeitverlauf von einer Woche zeigten sich 
deutlich höhere Schwankungen, als durch die Messmethode allein erklärbar war. 
Die Variationskoeffizienten waren bei einer fünftägigen kapillaren Messung 11%, 
41,8% und 18,4% für dieselben Probanden deren Intraindividuelle Variationen aus 
venösem Blut 6,7%, 8,6% und 3,4% betrugen.  
Zu diesem Ergebnis kam auch bereits die AG von Blackwell et al., welche 12 
gesunde Probanden über einen Zeitraum von 20 Wochen einmal wöchentlich 
testeten und eine Spannweite der Variationkoeffizienten von 19,1% bis 45,7% 
ermittelten (Blackwell et al. 2007). Das Plasma sei zwischenzeitlich tiefgefroren 
worden (Blackwell et al. 2007). Ein Abbau von L-hArg wurde dadurch vermieden. 
Um eine Interassayvariation zu minimieren, seien die gesamten Proben in zwei 
Testansätzen mittels HPLC gemessen (Blackwell et al. 2007). Der 
Variationskoeffizient im Intraassay über 20 Wochen sei 14,4%, im Vergleich dazu 
der Intraassay einer einmaligen Blutprobe sei 1,8% gewesen (Blackwell et al. 2007). 
Diese Steigerung der Variationskoeffizienten sei auch im Interassay zu beobachten: 
von 3,3% auf 37,8% (Blackwell et al. 2007).  
 
Obwohl L-hArg eine nicht essentielle Aminosäure ist und somit vom Körper selbst 
hergestellt werden kann, scheint es, dass der L-hArg-Wert durch den Lebensstil 
beeinflussbar sei. Dass die Ernährung mitunter eine Bedeutung hat, lassen bereits 
die Studienergebnisse von Stockebrand und Atzler vermuten. Die orale 
Supplementation von 14 mg/mL und 28 mg/mL täglich führt bei Mäusen zu einer 
Erhöhung der L-hArg-Konzentration auf 328±40% und 628±60% (Stockebrand et 
al. 2015). Auch beim Menschen führte die einmalige Supplementation von 125 mg 
L-hArg zu einer Steigerung von durchschnittlich 2,87 µmol/L auf 8,74 µmol/L und 
nach einer 4-wöchigen Gabe sogar auf durchschnittlich 17,3 µmol/L (Atzler et al. 
2016d). Auch die Infusion von Arginin führt zu einer Erhöhung der L-hArg-
Konzentration (Kayacelebi et al. 2015). Ob die Zufuhr von bestimmten Substanzen 
die Homoargininkonzentration verringern kann, ist bisher nicht bekannt.  
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Die Beeinflussung durch körperliche Bewegung ist bisher noch nicht untersucht. 
Jedoch zeigt sich, dass die Ergebnisse des 6-Minuten-Gehstrecken-Testes positiv 
mit L-hArg korrelieren (r=0,31; p<0,05) (Atzler et al. 2016c). 
 

6.2.1 Stabilität von L-Homoarginin 
 
Middtunn et al ermittelten in einem Experiment bereits die Stabilität von L-hArg in 
einem Zeitraum von 24 und 48 Stunden in EDTA-Röhrchen. Dabei wurde die 
Messergebnisse mit dem Ausgangswert korreliert. Sowohl nach 24 als auch nach 
48 Stunden ist der Korrelationskoeffizient >0,8 und der Analyt, L-hArg, als stabil 
beurteilt worden (Midttun et al. 2014). Neben L-hArg, zeigten sich auch 
Trimethyllysin und Kreatinin als stabil, im Gegensatz zu ADMA oder Arginin (Midttun 
et al. 2014). 
 
Ebenso liegen Daten vor, die die Stabilität von Arginin über einen längeren Zeitraum 
darstellen. Durch den Zusatz eines Arginase-Inhibitors auf eine Trockenblutkarte 
kann die Stabilität von Arginin verbessert werden (Roskam 2015). Während Arginin 
dabei im Zeitraum von 1 Monat, 3 Monaten und 9  Monaten (+8%, -11%, -31%) 
einen kurzen Anstieg der Konzentration zeigt, stellt sich bei L-hArg eine 
kontinuierliche Reduktion der Konzentration dar (-16%, -40%, -44%) (Roskam 
2015). Auch das ADMA zeigt bei längerer Lagerungsdauer einen kurzzeitigen 
Anstieg (+7%, +13%, -11%) (Roskam 2015). 
 
Mit Hilfe derselben Analysemethode zeigen sich in den Ergebnissen dieser Arbeit 
vereinzelt hohe Korrelationen, sowohl mit dem Ausgangswert, als auch mit der 
vorherigen Messung. Nicht immer konnte die Korrelation > 0,8 als signifikant erfasst 
werden. Dies ist einerseits der geringen Stichprobenmenge von n=3 zu schulden, 
andererseits der Streuung der Ergebnisse.  
 
Allen Probanden dieser Studie gemeinsam ist, dass eine negative signifikante 
Korrelation über den gesamten Zeitraum besteht. Ein langsamer Abbau ist daher 
anzunehmen. Nach einem Monat kommt es durchschnittlich zu einer Reduktion auf 
60% der L-hArg-Konzentration im Vergleich zum Ausgangswert.  
 
Für den praktischen Einsatz bedeutet dies, dass ein niedrig gemessener Wert von 
L-hArg einer Wiederholungmessung mit einer frischen Probe bedarf, um das Risiko 
eines kardiovaskulären Ereignisses auszuschließen. Bei Probanden mit 
ausreichender L-hArg-Konzentration, bedarf es keiner weiteren Analyse und es 
können teure und aufwendige Nachweismethoden umgangen werden. 
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6.2.2 Stabilität der Methode 
 
Die Messung von Analyten aus Trockenblutkarten ist im Neugeborenenscreening 
für Stoffwechselerkrankungen bereits etabliert. Bei der Präparation der 
Trockenblutkarten soll gemäß der Leitlinie folgendes vermieden werden 

• Künstliche Wärmequellen  
• Aufliegen der Karten beim Trocknungsvorgang 
• Wärme 
• Feuchtigkeit 
• Desinfektionsmittel 
• Cremes 
• Direkte Sonneneinstrahlung (Nennstiel-Ratzel et al. 2011) 

 
Ähnlich zeigt es sich bei der Messung von L-hArg aus Trockenblutkarten. Starke 
Temperaturschwankungen, sowohl 35°C als auch Minusgrade und Feuchtigkeit 
führen zu falsch niedrigen Messdaten. So führt fünfmaliges einfrieren und Auftauen 
zu einer Konzentrationsänderung um -27% (1,0 µmol/L) und eine Lagerung bei 
35°C feuchtem Milieu um -26% (0,6 µmol/L). Obwohl es sich bei L-hArg um ein 
Argininderivat handelt, zeigt sich bei Arginin im ähnlichen Versuchsaufbau kein 
signifikanter Unterschied unter dem Einfluss von Luftfeuchtigkeit und Minusgraden 
(Roskam 2015). 
 
Keine Limitationen der Methode sind bei der Verwendung hämolytischer Proben, 
verschiedener Blutvolumina, Tageslicht der Anzahl verwendeter Spots (2 oder 3) 
und der Blutgewinnungsart (venös und kapillar) vorhanden.  
 

6.3 Methodenanwendung 
 

6.3.1 Referenzwerte gesunder Probanden 
 
Bei der Methodenvalidierung wurde das venöse Blut von 14 gesunden Probanden, 
gemessen. Die Messergebnisse jener Proben, welche innerhalb von einer Woche 
gemessen wurden sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.  
 
Tabelle 46: L-Homoarginin (L-hArg)-Werte gesunder Probanden dieser 
Studie 

 Gesamt Männer Frauen 
Mittelwert 3,81 µmol/L 3,88 µmol/L 3,74 µmol/L 

Standardabweichung ±1,66 µmol/L ±1,72 µmol/L ±1,60 µmol/L 
Spannweite 1,24–9,96 µmol/L 1,24–9,72 µmol/L 1,29–9,96 µmol/L 

n 14 8 6 
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Die mit dem Trockenblutkartenassay ermittelten L-hArg-Werte sind damit deutlich 
höher, als die publizierten Referenzmedianwerte im Plasma (1,88 µmol/L) und 
Serum 2,63 µmol/L, Atzler et al. 2016, Atzler et al. 2014b). Einen Überblick über die 
Messwerte gesunder Probanden ist in der nachstehenden Tabelle 
zusammengefasst:  
 
Tabelle 51: L-Homoarginin (L-hArg)-Werte gesunder Probanden diverser 
Studien  

Messwert L-hArg  Methode n Quelle 
in µmol/L (Probe)  (Alter)  

 
 

MW: 2,0 
SD: ±0,7  

ELISA (Serum, 
Plasma) 

2521 ( - ) (DLD Gesellschaft 
für Diagnostika und 
medizinische Geräte 

mbH 2014) 
1(Cordts et al. 2015)   

Median: 1,99  
(0,302,5%–3,6897,5%) 

HPLC (Plasma) 100 (23-65 
Jahre) 

(Blackwell et al. 
2007) 

MW: 2,15 
SD: ±0,75  

HPLC (Plasma) 30 (16–81 Jahre) (Jones et al. 2010) 

MW: 2,3 
SD: ±0,74  

HPLC-ESI-MS 
(Plasma) 

12 ( - ) (Servillo et al. 2013) 

MW: 0,98 
SD: ±0,35  

UPLC-QTof-MS 
(Plasma) 

125 (60-85) (van Dyk et al. 2015) 

Median: 1,88 
(1,4725%-2,4175%) 

LC-MS/MS 
(Plasma) 

786 
(50,4±10,5) 

(Atzler et al. 2016b) 

Median: 2,63  
(2,0825%-3,3275%) 

LC-MS/MS 
(Serum) 

1359 
(36; 2825%-4775%) 

(Atzler et al. 2014b) 

MW: 2,5 
SD: ±1,0  

LC-MS/MS 
(Plasma) 

136 (48,5±11,0) (Atzler et al. 2011) 

Median: 1,41  
(1,1425%-1,8275%) 

LC-MS/MS 
(Plasma) 

40 (3,4–
17,9)2 

(Jaźwińska-Kozuba 
et al. 2013) 

2(Jaźwińska-Kozuba 
et al. 2012) 

MW: 2,01 
SD: ±0,65  

LC-MS/MS 
(Heparinplasma) 

27 ( - ) (Davids et al. 2012a)  

Median: 1,93  
 

LC-MS/MS 
(Plasma) 

171 (21–68) (Midttun et al. 2013) 

MW: 0,99 
SD: ±0,56  

UPLC-MS/MS 
(Plasma) 

20 (42,5±5,0) (Di Gangi et al. 
2010) 
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Referenzwert L-
hArg  

in µmol/L 

Methode 
(Probe) 

n 
 (Alter)  

 

Quelle 

MW: 0,99 
SD: ±0,56  

UPLC-MS/MS 
(Plasma) 

20 (42,5±5,0) (Di Gangi et al. 
2010) 

MW: 1,87 
SD: ±0,67  

GC-MS (EDTA-
Plasma) 

10 (-) (Kayacelebi et al. 
2014b)  

Median: 2,49 
(1,112,5%-4,6897,5%) 

HPLC (Plasma) 39 (69,6±3,3) (Meinitzer et al. 
2007) 

Median: 2,48 
(1,422,5%-4,6297,5%) 

HPLC (Plasma) 78 (26±4,0) (Meinitzer et al. 
2007) 

Median: 2,37 
(2,372,5%-4,6997,5%) 

HPLC (Plasma) 82 (57,5±4,2) (Meinitzer et al. 
2007) 

Median: 2,58 
(1,382,5%-5,2997,5%) 

HPLC (Plasma) 93 (41,6±4,0) (Meinitzer et al. 
2007) 

 
Die Abweichung von den Referenzen könnte in der Verwendung von Vollblut 
begründet sein. Während andere Forschungsgruppen Plasma und Serum 
verwendeten. Das Verhältnis von L-hArg-Messungen im Vollblut zu Plasma 
entspricht nach Kapitel 3.2.1 bei Plasma 100%: einer L-hArg-Konzentration im 
Vollblut von durchschnittlich 195%. Bei durchschnittlichen Messwerten von 
2,0 µmol/L aus der Literatur für Serum und Plasma, entspräche dies 3,9 µmol/L für 
Vollblut.  
 
Des Weiteren ist zu bedenken, dass es sich mit 14 Probanden um eine zu geringe 
Stichprobenzahl handelt um einen gültigen Referenzwert zu erzeugen. Da alle 
Probanden Zugehörige des Instituts der Klinischen Pharmakologie und Toxikologie 
waren, ist keine große Heterogenität der Probanden zu erwarten.  
 
Ebenso ist nicht auszuschließen, dass weitere Substanzen zu höheren Messwerten 
führen. Dieser Effekt ist in der Literatur bereits beschrieben worden für das isobare 
(ε)-Trimethyllysin (Cordts et al. 2015). Bei der Messung von (ε)-Trimethyllysin aus 
Serum zeigten Terada et al., dass L-hArg mit methylierten Proben interagierte 
(Terada et al. 1999). Dies wird unterbunden durch eine Propylierung und Acylierung 
der Proben (Terada et al. 1999). Der kommerzielle ELISA Kit von DLD Diagnostika 
GmbH beginnt mit einem Acylierungsschritt, sodass die Interaktion von L-hArg mit 
methylierten Proben lediglich im Probenröhrchen und oder im trockenen Zustand 
auf der Trockenblutkarte vorhanden sein kann.  
 
Aminosäuren kommen im menschlichen Blut sowohl frei, als auch an an Proteine 
gebunden vor. Auch diese Möglichkeit ist für L-hArg zu erwähnen und als mögliche 
Begründung für die höheren Referenzwerte im Vollblut denkbar.  

Tabelle 51: L-Homoarginin (L-hArg)-Werte gesunder Probanden diverser 
Studien Fortsetzung 
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Die Messwerte im Trockenblutassay der chilenischen Kohorte zu Studienbeginn mit 
einem Mittelwert und einer Standardabweichung von 1,24±0,5 µmol/L bei einem 
Range von 0,57–2,49 µmol/L sind aufgrund des Probenalters von 6 Jahren nicht mit 
den anderen Messwerten der 14 gesunden Probanden zu vergleichen.  

6.3.2 Geschlechtsabhängige Referenzwerte 
 
Die im Intra- und Interassay 14 getesteten Probanden zeigten für beide Assays 
keinen Unterschied in zwischen den Geschlechtern in der L-hArg-Konzentration: Im 
Intraasssay (p=0,882, Wilcoxon-Mann-Whitney-Test) und im Interassay (p=0,831, 
Wilxocon-Mann-Whtiney-Test), obwohl die Zusammensetzung der Probanden 
variierte. Bei den Männern nahm lediglich Proband III an beiden Assays teil, 
während es bei den Frauen nur Probandin IV und V waren, wie die folgende Tabelle 
zeigt. 
 
Tabelle 52: Geschlechtsabhängige L-Homoarginin (L-hArg)-Werte 

 Intraassay Interassay 
 Männer Frauen Männer Frauen 

Probanden II, III, VII, 
VIII, X 

I, IV, V, VI III, X, XII, 
XIII 

IV, V, IX, XI 

Mittelwert 4,79 µmol/L 4,80 µmol/L 2,61 µmol/L 2,60 µmol/L 
Standardabweichung 1,47 µmol/L 1,33 µmol/L 0,60 µmol/L 0,73 µmol/L 

Minimum 3,04 µmol/L 2,32 µmol/L 1,67 µmol/L 1,50 µmol/L 
Maximum 7,92 µmol/L 6,67 µmol/L 3,96 µmol/L 3,76 µmol/L 

VK  16,3% 14,7% 16,9% 17,1% 
n 5  4 4  4  

 
In einer größer angelegten Studie von Atzler et al. mit 1359 gesunden Probanden 
konnte ein Unterschied zwischen den Geschlechtern beobachtetet werden (p=0,01) 
(Atzler et al. 2014b). Während Männer einen L-hArg-Median von 2,72 µmol/L im 
Serum aufwiesen, hatten Frauen eine mediane L-hArg-Konzentration von 
2,56 µmol/L im Serum (Atzler et al. 2014b). Der durchschnittliche Unterschied 
zwischen Männern und Frauen aus der genannten Studie beträgt demnach 
0,16 µmol/L  (Atzler et al. 2014b). Für so geringfügige Unterschiede ist die 
Stichprobenzahl von 4 pro Geschlecht zu gering, um eine valide Aussage darüber 
treffen zu können.  
Etwa dieselbe signifikante Differenz zwischen den Geschlechtern wurde auch in der 
Gutenbergstudie von Atzler et al. gezeigt mit einem L-hArg-Median von 2,01 µmol/L 
für Männer und 1,77 µmol/L für Frauen im Plasma (Atzler et al. 2016b). Ähnlich 
verhält es sich bei einer Analyse von 3514 Probanden verschiedener ethnischer 
Herkunft: mit Männer 2,92 µmol/L und Frauen 2,70 µmol/L (Atzler et al. 2014a). 
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6.3.3 Chilenische Kohorte 
 
Die chilenische Kohorte wies L-hArg-Werte von 1,24±0,48 µmol/L zu Beginn der 
Studie und Werte von 0,74±0,29 µmol/L nach dem 6-monatigen Höhenexposition 
auf. Zudem fällt eine grundsätzlich niedrigere L-hArg-Konzentration auf, im 
Vergleich zu publizierten Plasma- oder Serum-Konzentrationen (Blackwell et al. 
2007, Atzler et al. 2011, Jones et al. 2010, Davids et al. 2012a, Servillo et al. 2013, 
Jaźwińska-Kozuba et al. 2013, DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische 
Geräte mbH 2014, Kayacelebi et al. 2014b, EAGLE Biosciences 2016). Aus der 
Dallas Heart Studie ist bekannt, dass sich die Referenzwerte ethnienabhängig 
signifikant unterscheiden. Es wurde zwischen Weißen, Hispanoamerikaner und 
Afroamerikaner unterschieden (Atzler et al. 2014a). Die Chilenen haben den 
größten Verwandschaftsgrad zu Hispoamerikaner, weshalb eine L-hArg-
Konzentration von durchschnittlich 3,1 µmol/L zu erwarten gewesen wäre. 
Vorrangig ursächlich für die unerwartet niedrigen mit dem Trockenblutkartenassay 
gemessenen Werte erscheint das Alter des Probenmaterials. Unter 
Berücksichtigung der Reduktion von Homoarginin um -44% in 9 Monaten, 
erscheinen die Messwerte als plausibel. Weitere mögliche Einflüsse könnten die 
unvollständige Benetzung der Trockenblutkarten und die 
Temperaturschwankungen während des Transportes haben. Beeinflussung durch 
Feuchtigkeit ist durch Kontrolle des Lagerungszustandes nicht anzunehmen.  
Obwohl die L-hArg-Konzentration der chilenischen Rekruten das Niveau der 
pathologischen Probanden diverser Studien (rund 1 µmol/L) aufweisen, ist aufgrund 
der Befähigung zum Dienst und der medizinischen Eingangsuntersuchung ein 
pathologischer Prozess als Ursache unwahrscheinlich (Marescau et al. 1997, Pilz 
et al. 2011a, Choe et al. 2013, Tomaschitz et al. 2014, Kayacelebi et al. 2014c). 
 
Bisher ist bekannt, dass kardiovaskuläre Erkrankungen mit einer niedrigen L-hArg-
Konzentration einhergehen (Marescau et al. 1997, Pilz et al. 2011a, Choe et al. 
2013, Tomaschitz et al. 2014; Kayacelebi et al. 2014c). Auch der 6-monatige 
Aufenthalt in 4000 m Höhe nicht akklimatisierter Probanden zeigte eine signifikante 
Erniedrigung der L-hArg-Konzentration 
 
Pathophysiologische kommt es zu einem hypoxischen Zustand: -25% Sauerstoff 
(15% O2; pO2 115 mmHg)   auf 2500 m Höhe bzw. -50% Sauerstoff  (10% O2, 75 
mmHg) auf 5800 m Höhe (Küpper 2017, West n.d).  
 

„Die berüchtigten lebensbedrohlichen Höhenkrankheiten 
(Höhenlungen- und Höhenhirnödem) […] treten erst nach 12–
24 (Lunge) oder 24–96 Stunden (Hirn) ununterbrochener 
Exposition von mehr als 4000 m bzw. weniger als etwa 12,8 % 
Sauerstoff auf, wenn die Person nicht höhenakklimatisiert ist“ 
(Küpper 2017) 
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Diese hämodynamischen körperlichen Reaktionen des Lungenödems mit 
hypoxischer Vasokonstriktion kleiner Gefäße, die zu einem erhöhten Druck führen 
und Schäden an den kapillarwänden verursachen ähneln einer pulmonalarteriellen 
Hypertonie und sind mit einer Verminderung der Homoargininkonzentration 
assoziiert (Atzler et al. 2016c, West, n.d.). L-hArg kann dosisabhängig, den 
vasokonstriktorischen Effekt von L-NMMA  durch einen Antagonismus umkehren 
(Thomas und Ramwell 1991). Neben den körperlichen molekularbiologischen 
Reaktionen spielt ebenso die Ernährung der Studienteilnehmer eine Rolle, da sich 
die L-hArg-Konzentration durch eine Supplementation von Lysin, Arginin oder L-
hArg steigern lässt (Ryan und Wells 1964, Davids et al. 2012b, Atzler et al. 2013, 
Stockebrand et al. 2015, Kayacelebi et al. 2015, Atzler et al. 2016d). 
 

6.3.4 Korrelationsanalyse mit anderen Parametern 
 
Von den in der Literatur beschriebenen Korrelationen mit anthropometrischen Daten 
wie Alter und Geschlecht konnten in dieser Studie aufgrund der homogenen Gruppe 
junger Männer im Alter von 17-19 Jahren nicht bestätigt werden (Atzler et al. 2014b, 
Tomaschitz et al. 2014). Tomaschitz et al. berichteten bereits von einer schwachen 
Korrelation mit dem BMI (0,21, p<0,001, Regressionsanalyse) (Tomaschitz et al. 
2014). Ebenso wurde ein schwacher Zusammenhang von L-hArg mit dem BMI in 
der Dallas Heart Studie beschrieben (p<0,05 für Hispoamerikaner) (Atzler et al. 
2014a). Dieser Zusammenhang stellte sich in der Kohorte der chilenischen 
Probanden als höhergradiger heraus (Pearson r=0,447, p=0,005). Es ist 
anzunehmen, dass die gleichartige Ernährung der Rekruten und die gleichartige 
Lebensweise Confounder auszuschließen vermögen.  
Ebenfalls bestätigen lässt sich, dass kein Zusammenhang des L-hArg-Wertes mit 
dem Rauchverhalten beobachtet werden kann (Tomaschitz et al. 2014). 
 
Zusammenhänge mit dem Gewicht sind bisher nicht als ausreichend beschrieben 
worden, wie u.a. in der Dallas Heart Studie (Pearson r=0,183, p<0,01). Während 
May et al. die L-hArg-Konzentration bei 18 Probanden ohne kardiovaskuläre 
Erkrankungen, davon 4 mit schwerer Adipositas vor und nach einer bariatrischen 
OP, untersuchten und ebenfalls keinen Zusammenhang bestätigen konnten (May 
et al. 2015). Dieser Zusammenhang ist jedoch bei der Kohorte der chilenischen 
Studienteilnehmer ausgeprägt (Pearson r=0,361, p=0,023). Dies lässt vermuten, 
dass die L-hArg-Konzentration und das Gewicht indirekt zusammenhängen können. 
Eine Erklärung für vereinzelt beobachtete Zusammenhänge mit dem Gewicht, 
könnte metabolisch begründet sein. 
 
In den Vorversuchen zeigte sich in Kapitel 5.2.1, dass die L-hArg-Konzentration, 
gemessen aus den Trockenblutkarten etwa der doppelten Konzentration der 
Plasmaprobe entspricht (relative L-hArg-Konzentration im Vollblut 195% im 
Vergleich zum Plasma). Dieses Ergebnis konnte in den Proben der chilenischen 
Kohorte reproduziert werden. Bei Beginn der Studie zeigte sich eine relative L-hArg-
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Konzentration von Vollblut gegenüber Plasma von 204%. Dabei ist zu 
berücksichtigen, dass die Ergebnisse bestätigt wurde, obgleich  
- die Probanden nicht vergleichbar waren 
- die Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten ab Entnahme gemessen wurden 
- die Proben mehrjährigen Lagerungseinflüssen unterlagen 
Dies spricht dafür, dass sich der Unterschied zwischen Vollblut und 
Plasmakonzentrationen unabhängig weiterer Einflussfaktoren übertragen lässt. 
Dass ein vergleichbarer Zusammenhang besteht, bestätigt auch die 
Korrelationsanalyse aller Datenpaare nach Pearson (Pearson’s 
Korrelationskoeffizient 0,543, p<0,001). Bei Vergleich aller Datenpaare, welche 
keiner verstärkten Qualitätsveränderung der Trockenblutkarten unterliegt, zeigt sich 
eine noch stärkere Korrelation (Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,781, p<0,001).  
 
 
Davon abweichend ist das Verhältnis nach 6-monatiger Höhenbelastung. Hier zeigt 
sich bereits eine relative L-hArg-Konzentration von Vollblut zum Plasma von 260%.  
Bei zusätzlich fehlender Korrelation nach 6-monatiger Exposition sind folgende 
Ursachen zu diskutieren: 

a) geringe Stichprobenzahl 
Aufgrund der geringen Stichprobenanzahl können Ausreißer oder 
Verwechselungen bei der Blutentnahme einen höheren Effekt auf das 
statistische Ergebnis haben.  

b) Selektion der Probanden durch Studienausschluss 
Von der Studie wurden jene Rekruten ausgeschlossen, welche die Belastung 
keine 6 Monate durchgehalten hatten. Dadurch besteht die Möglichkeit, die 
Probanden bereits nach ihren biochemischen Adaptationsmerkmalen 
selektiert zu haben.  

c) Veränderte Bindungskurve von Proteinen bei Höhenbelastung 
Bei höherer Belastung zeigt sich aufgrund der veränderten 
Sauerstoffbindungskurve eine geringere Affinität von Sauerstoff an 
Hämoglobin. Dies ist auch bei den chilenischen Probanden mit einer 
Sauerstoffsättigung von 98% auf Meereshöhe und 90% nach 6-monatiger 
Exposition in 4000m Höhe zu erkennen. Ein verändertes Bindungsverhalten 
an Proteine oder Interferenzen von L-hArg ist daher ebenfalls annzunehmen.  

d) Verstärkte Interferenzen und Interaktionen durch Polyglobulie 
Der Hämatokrit, das Zell-Plasma-Verhältnis verschiebt sich bei 
Höhenbelastung von 45,0% auf 48,9 %, während die L-hArg-Konzentration 
von 1,24µmol/L auf 0,74µmol/L sinkt. Dass der Hämatokrit, das Verhältnis 
zwischen Plasma und Blutzellen, einen Einfluss auf die gemessene L-hArg-
Konzentration haben könnte, lässt die Korrelationsanalyse aller Datenpaare 
erahnen (Pearson-Korrelation r=-0,320, p=0,006, n=73). Bei weiterer 
Untergruppierung der Datenpaare ist jedoch weder eine Signifikanz noch ein 
Zusammenhang erkennbar.  
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Im Zusammenhang aller diskutierten Einflussfaktoren scheint daher nicht nur die 
veränderte Zusammensetzung des Plasma-Zellgemisches des Blutes, sondern 
wesentlich auch die veränderte Bindungsfähigkeit und daraus resultierende 
Verstoffwechselung von Substraten für eine Veränderung des L-hArg-Verhältnisses 
zwischen Plasma und Vollblut und letztendlich auch der L-hArg-Konzentration 
verantwortlich zu sein.  

 

6.3.5 L-Homoargininstabilität in der chilenischen Kohorte 
 

Die Stabilität von L-hArg ist bereits in der Methodenvalidierung gemäß Kapitel 5.4.6 
beobachtet worden. Dabei erfolgte die Mehrfachmessung von 5 Probanden über 
einen Zeitraum von bis zu 9 Monaten nach Entnahme. Es zeigte sich eine deutliche 
Reduktion in den ersten Monaten von L-hArg im Mittel um -40% zum Ausgangswert 
nach 6-monatiger Lagerung. Nach 9-monatiger Lagerung wurde eine Reduktion von 
-44% zum Ausgangswert beobachtet. Die 6-monatige relative Reduktion vom 
Entnahmezeitpunkt bis zum 6. Monat betrug -40%, während die 3-monatige relative 
Reduktion vom 6. Monat zum 9. Monat -6% betrug.  
 
Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass sich die nachweisbaren 
Konzentrationen von L-hArg aus Trockenblutkarten in den ersten Wochen und 
Monaten stärker unterscheiden.  
 
Im Gegensatz zu den Eigenversuchen waren die Trockenblutkarten der 
chilenischen Studie zum Messzeitpunkt bereits mehrere Jahre alt. Abgesehen 
davon zeigte sich nach Höhenexposition eine verminderten L-hArg-Konzentration f 
-18,6%. Diese Beobachtung entspricht der Annahme, dass die relative Reduktion 
von L-hArg zum Vorwert besonders in den erste Monaten höhergradig ist.  
 
Die Plasmaproben der Probanden waren im Vergleich dazu bei -20°C tiefgefroren 
über die Jahre. Hier zeigte sich eine Reduktion von L-hArg von -58,7% über den 
Zeitraum von 6 Monaten. Unter der Annahme, dass Abbauprozesse durch Tiefrieren 
aufgehalten werden, entspräche dies einer Messung in den ersten Monaten, 
wodurch die hohe Reduktion von L-hArg zu erwarten war.  
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7 Zusammenfassung 
Herz-Kreislauf Erkrankungen sind noch immer die häufigste Todesursache (RKI, 
n.d., Statistisches Bundesamt 2015). Bei diesen Erkrankungen hat die Dysbalance 
von NO und dem oxidativen Stress eine große Bedeutung auf der zellulären Ebene 
(Fleissner und Thum 2011). Diese Prozesse werden durch Argininderivate 
beeinflusst, dabei erweist sich eine geringe Konzentration von L-hArg als Prädiktor 
für die Mortalität (März et al. 2010, Pilz et al. 2011a, Drechsler et al. 2011, Atzler et 
al. 2013, Ravani et al. 2013, Atzler et al. 2014a, Tsikas und Wu 2015). Die Messung 
von L-hArg erfolgt bisher mittels diverser chromatografischer Verfahren und ELISA. 
Ziel der Arbeit ist die Etablierung einer kostengünstigen, stabilen Analyse von L-
hArg aus Trockenblutkarten und anschließendem ELISA. 
 
Der kommerzielle ELISA der Firma DLD Diagnostika wurde durch eine 
selbsthergestellte Elutionslösung ergänzt. Die Robustheit dieser erweiterten 
Methode wurde getestet in Bezug auf: hämolysierte Proben, diverse Blutmengen, 
Entnahmetechnik, Tageslichteinfluss, Einfrieren und Auftauen, Hitze und 
Feuchtigkeit und Lagerungsdauer. Im zweiten Abschnitt wurde die Methode für die 
L-hArg Bestimmung einer Studie angewandt, deren Probanden, chilenische Männer 
im Alter von 17-19 Jahren, über 6 Monate einer Höhenbelastung von 4000 m 
ausgesetzt wurden. Die Trockenblutkarten wurden vor Beginn und nach 6 Monaten 
Belastung gewonnen. 
 
Die Qualität der Messung aus Trockenblutkarten ergab einen 
Variationskoeffizienten von 15,6% für den Intraassay und 17,0% für den Interassay. 
Bei einer Messpräzision von 9,8% ergibt sich eine Streuung durch die Methode 
alleine von 5-7%. Diese Methode ist stabil gegenüber Tageslicht, hämolysierter 
Probe, verschiedener Entnahmetechniken und Blutvolumina. Während Einfrieren 
und Auftauen (p<0,001, n=5) sicher zu einer signifikanten Veränderung des 
Messergebnisses führt. Dies ist auch bei Hitze und Feuchtigkeit nicht vollständig 
auszuschließen. Bei trockener und geschützter Lagerung ist von einer L-hArg 
Konzentrationsminderung von -20% nach einem Monat und -40% nach 6-9 Monaten 
auszugehen.  
 
Die Qualität der Trockenblutkarten wird durch die Benetzung der Rückseite (r=-
0,439; p<0,001) und die Benetzungsfläche (r=-0,280; p=0,022) beeinflusst. Die 
Belastung durch 4000 m Höhe zeigte auch nach Ausschluss von Trockenblutkarten 
mit geringer Qualität ein Absinken der L-hArg Konzentration von 1,10±0,42 µmol/L 
auf 0,78±0,26 µmol/L (p=0,003; n=19) bei einem Probenalter von 5 Jahren. In der 
Gruppe der gesunden Probanden zeigten sich Korrelationen mit metabolischen 
Laborwerten: zweizeitig bei Erythrozyten, VLDL und Triglyceriden, einzeitig mit 
Blutzucker, Gewicht, BMI und Puls direkt nach Höhenaufstieg. Die kardiovaskuläre 
Belastung in Form einer Höhenkrankheit führt auch bei jungen gesunden 
Probanden bereits zu einer Senkung der L-hArg-Konzentration. 
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Entsprechend der Leitlinie für die Industrie ist ein VK <20% bzw. <25% für die 
geringste Konzentration anzustreben (U.S. Department of Health and Human 
Services Food and Drug Administration 2013). Die Erweiterung der Methode erfüllt 
die Anforderungen der Präzision und kann unter Vermeidung präanalytischer 
Fehlerquellen wie starke Temperaturschwankungen, Feuchtigkeit und Probenalter 
angewendet werden. 
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Conclusion 
Cardiovascular diseases are still the most leading cause for death (RKI, n.d., 
statistisches Bundesamt 2015). The imbalance of nitric oxide (NO) and oxidative 
stress play an important role on cellular level in those diseases (Fleissner and Thum 
2011). This imbalance is influenced by derivates of arginine. One of those derivates 
is L-homoarginine (L-hArg). A low level of L-hArg is associated with a higher 
mortality (März et al. 2010, Pilz et al. 2011a, Drechsler et al. 2011, Atzler et al. 2013, 
Ravani et al. 2013, Atzler et al. 2014a, Tsikas and Wu 2015). L-hArg can be 
measured by chromatographic methods and enzyme-linked immunoassays 
(ELISA). The aim of this thesis was to implement a resilient and cheap method for 
measuring the concentration of L-hArg out of dry blood spot cards combined with 
ELISA.  
 
The commercial ELISA from the company DLD Diagnostika GmbH was completed 
with an elution solution. This solution extracts the L-hArg out of the dry blood spot 
cards. The process robustness of haemolysed samples, different volumes, 
technique of blood sampling, influence of daylight, influence of freezing and thawing, 
influence of heat and high humidity and stability were validated. In the second part 
the new method was applied for L-hArg evaluation in a Chilean cohort. In this study 
young, healthy, male participant at the age of 17-19 from Chile who stayed at the 
altitude of 4000m for 6 months. The dry blood spots were collected at the beginning 
and after 6 months of living at the height.  
 
The validity of the method shows a variation coefficient of 15.6% for the intraassay 
and 17.0% for the interassay, while the measurement accuracy is 9.8%. That means 
a variance of 5-7% just by the method. The method is robust against daylight, 
haemolysed samples, different techniques of blood sampling and different blood 
volumes (n=5; p<0.05), while freezing and thawing damage this method as well as 
heat with high humidity. The concentration of L-hArg of dry blood spot cards stored 
dry and dark shows a decrease of -20% after one month and about -40% after 6-9 
months on average. 
 
The quality of measuring the concentration of L-hArg out of a dry blood spot card is 
influenced by the wetting of the backside (r=-0,439; p<0,001) and by the size of the 
wetting area (r=-0,28; p=0,022). Although the clinical samples are more than 5 years 
old and bad quality samples were excluded, a difference in concentration of L-hArg 
before (1,10±0,42 µmol/L) and after (0,78±0,26 µmol/L) living 6 months in 4000 m 
was significant (p=0,003; n=19). 
L-hArg associates with erythrocytes, very low-density lipoproteins (VLDL) and 
triglycerides in two times and only in one time with blood sugar, weight, bmi and 
pulse after the arrival at height.  
 
According to the Guidance for industry the variation coefficient <20% or <25% for 
the lowest concentration is aspired (U.S. Department of Health and Human Services 
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Food and Drug Administration 2013). The enlargement of this method meets the 
requirements for precision and can be used by avoiding extreme variations in 
temperature, humidity considering the age of the sample.  
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8  Abkürzungsverzeichnis 
 
ADMA    asymmetrisches Dimethylarginin 
AG    Arbeitsgruppe 
AGAT    arginine:glycine aminidotransferase 
AKS    Akutes Koronar Syndrom 
AP    Angina Pectoris 
ASL    Argininosuccinatlyase 
ASS    Argininosuccinatsynthase  
BMI    Body Maß Index 
CRP    c-reaktives Protein 
ELISA    enzyme-linked Immunosorbent Assay 
GAMT    Guanidinoacetatmethyltransferase 
GC-MS Gaschromatographie gekoppelt mit 

Massenspektrometrie 
GFR    glomeruläre Filtrationsrate 
HPLC    Hochdruckflüssigkeitschromatografie 
LC-MS Flüssigkeitschromatographie gekoppelt mit 

Massenspektrometrie  
L-hArg   L-Homoarginin 
MW    Mittelwert 
NMMA   N(G)-methyl-L-arginin 
NT-pro-BNP   N-terminales pro brain natriuretisches Peptid 
OTC    Ornithin-Transcarbamylase  
PAH    pulmonale arterielle Hypertension 
SD    Standardabweichung 
SDMA    N(G),N‘(G)-dimethyl-L-arginin 
TIA    transitorische ischämische Attacke 
UPLC-qTOF-MS/MS ultra-performance Flüssigkeitschromatografie 

quadrupole time off light Massenspektrometrie 
VK Variationskoeffizient 
vWF    von-Willlebrand-Faktor 
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13 Anhang 
 

13.1  Anleitung der Methode (Standardanleitung) 
 
 

1. Vorbereitung der Reagenzien  
 
„MT-Streifen STRIPS  
Mikrotiterstreifen im geschlossenen Folienbeutel in etwa 10 Minuten auf 
Raumtemperatur bringen. Die nicht benötigten Mikrotiterstreifen dem Halterahmen 
entnehmen, wieder in den Beutel legen (das Trockenmittel im Beutel belassen) und 
diesen sorgfältig verschließen.  
 
Waschpuffer WASH  
Inhalt des Fläschchens mit destilliertem Wasser auf 1.000 ml auffüllen und kurz 
mischen.  
Der verdünnte Waschpuffer muss für den späteren Gebrauch bei 2 - 8 °C gelagert 
werden und bleibt so für 4 Wochen verwendbar. Für eine Lagerung bis zum 
Verfallsdatum muss der verdünnte Waschpuffer bei -20 °C eingefroren werden.  
 
Ausgleichsreagenz EQUA-REAG  
Inhalt des Fläschchens mit 21 ml destilliertem Wasser lösen, kurz vortexen und 
mindestens 20 Minuten auf den Rollmischer oder ähnlichem Schüttler mischen, 
übermäßige Schaumbildung vermeiden.  
Das gelöste Ausgleichsreagenz muss für den späteren Gebrauch bei -20 °C 
eingefroren werden und bleibt so bis zum Verfallsdatum verwendbar.  
 
Acylierungsreagenz ACYL-REAG  
Inhalt des Fläschchens mit 3 ml Solvent lösen und mindestens 10 Minuten auf den 
Rollenmischer oder ähnlichem Schüttler mischen. Das Acylierungsreagenz sollte 
unmittelbar vor Testbeginn frisch angesetzt werden und ist dann mind. 3 Stunden 
stabil. Durch die 2. und 3. Flasche im Kit ist der ELISA in zwei oder drei Ansätzen 
teilbar. Wenn der Kit in einem Ansatz verbraucht wird, den aufgelösten Inhalt von 
zwei Fläschchen poolen. Nach Gebrauch ist das Restreagenz zu verwerfen.  
Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.“ (DLD Gesellschaft für Diagnostika 
und medizinische Geräte mbH 2014) 
 

2. Vorbereitung der Proben 
 
 

Aus den getrockneten Trockenblutkarten werden 3 (alternativ 2) Stanzlinge pro 
Proband ausgestanzt. Es ist darauf zu achten, dass pro Spot nur einmal gestanzt 
wird. Die Stanze soll dabei möglichst zentral aus dem Spot ausgestanzt werden. 
Diese zwei Stanzlinge werden in einem beschrifteten 3ml Eppendorfgefäß gelegt.  
 

3. Elution 
 
„Reagenzien und [Kontroll-] Proben auf Raumtemperatur bringen. Die Elution wird 
in Einfachbestimmung und die Anschließende Acylierung in Doppelbestimmung 

(DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 2014) 
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angesetzt, d.h. es wird 2-mal pro Probe aus dem Elutionsröhrchen die 
Reaktionsplatte pipettiert. 
 
Sollten keine 3 Stanzlinge zur Verfügung stehen, ist es möglich 2 Stanzlinge 
einzusetzten, wobei später der erhaltene Messwert mit 1,5 multipliziert werden 
muss. 
 

1. Je 15 µl Standard und jeweils 3 Stanzlinge der einzelnen Probe in die […] 
Elutions-Röhrechen geben. 

2. Je 300 µl Elutionslösung in die Elutions-Röhrchen pipettieren. 
3. Röhrechen gut vermischen (Vortex). 
4. Röhrechen 20 Minuten auf einem Schüttler bei Raumtemperatur mischen [in 

der Zwischenzeit empfiehlt es sich das Acylreagenz vorzubereiten] 
5. Röhrchen 5 Minuten bei mind. 3.000 x g zentrifugieren 

 
Für die nachfolgende Acylierung je 2 x 75 µl des Überstandes verwenden.“ (DLD 
Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 2011) 
 
 

4. Acylierung 
 
„Doppelbestimmungen sind vorgeschrieben. 
 

1. Je 2x 75 µl des Überstands in die entsprechende Vertiefung der 
Reaktionsplatte für die Acylierung pipettieren. [Es empfiehlt sich ein 3 
maliges Mischen des Überstandes mit der Pipettenspitze, bevor der 
Überstand in die Reaktionsplatte überführt wird. Für spätere Analysen sollte 
der Überstand abpipettiert und in ein anderes Gefäß übergeführt werden; 
alternativ ist die Entfernung des Stanzlings aus dem Elutionsgefäß möglich] 

2. Je 25 µl Acylierungspuffer in alle Vertiefungen pipettieren. 
3. Je 50 µl Ausgleichsreagenz in alle Vertiefungen pipettieren. 
4. Reaktionsplatte ca. 10 Sekunden mischen. 
5. Acylierungsreagenz frisch ansetzten und je 25 µl Acylierungsreagenz in alle 

Vertiefungen pipettieren und sofort offen auf einem Schüttler mischen, dabei 
die Platte nicht abdecken oder zukleben.  

 
Achtung 
Solvent ist leicht flüchtig und verdampft schnell. Daher bitte keine Gefäße 
zusammen mit Mehrkanalpipetten verwenden, da sie eine hohe Oberfläche haben. 
Bitte Mulitpipetten o.ä. verwenden, das aufgelöste Acylierungsreagenz aus dem 
Fläschchen in die Spritze (über eine aufgesetzte Pipettenspietze) ziehen und 
Vertiefung für Vertiefung pipettieren.  
 

6. Reaktionsplatte 15 Minuten bei Raumtemperatur auf einem 
Horizontalschüttler inkubieren, Platte nicht abkleben oder Abdecken, offen 
schütteln.“ (DLD Gesellschaft für Diagnostika und medizinische Geräte mbH 
2014) 

 
Je 25 µl der so vorbereiteten Proben werden in dem Homoarginin-ELISA eingesetzt. 
Vor dem Pipettieren mit Hilfe der Pipette mehrfach mischen und im Anschluss direkt 
25 µl pipettieren. 
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5. ELISA  

„Die Reagenzien auf Raumtemperatur bringen und sorgfältig mischen, 
Schaumbildung vermeiden.  

1. 25 μl acylierte Standards, Kontrollen und Proben in die entsprechenden 
Vertiefungen der Mikrotiterstreifen pipettieren.  

2. 50 μl Antiserum in alle Vertiefungen pipettieren. 
3. Platte mit Folie abkleben und 90 Minuten bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) 

auf einem Horizontalschüttler bei mittlerer Schüttelfrequenz mischen.  
4. Vertiefungen entleeren, mit ca. 300 μl verdünntem Waschpuffer füllen und 

wieder entleeren. Anschließend die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine 
saugfähige Unterlage (Papierhandtuch) legen und kurz ausklopfen, um alle 
Flüssigkeitsreste zu entfernen. Diesen Vorgang insgesamt 4 mal 
durchführen. Alternativ kann auch ein Waschgerät verwendet werden.  

5. 100 μl Enzymkonjugat in alle Vertiefungen pipettieren.  
6. 25 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschüttler bei mittlerer 

Schüttelfrequenz mischen.  
7. Waschen: Wie unter Punkt 4. beschrieben.  
8. 100 μl Substrat in alle Vertiefungen pipettieren. 
9.  18 Minuten bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) auf einem Horizontalschüttler 

bei mittlerer Schüttelfrequenz mischen.  
10.  100 μl Stopplösung in alle Vertiefungen pipettieren, kurz mischen.  
11.  Platte im Photometer bei 450 nm (Referenzwellenlänge zwischen 570 nm 

und 650 nm) innerhalb von 15 Minuten messen.“ (DLD Gesellschaft für 
Diagnostika und medizinische Geräte mbH 2014) 
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13.2 Materialien 
 
 
Materialien  

Eppendorf combitips Advanced 2,5 

ml und 5 ml 

Eppendorf AG, Hamburg 

Eppendorf Multipipette® plus Eppendorf AG, Hamburg 

Eppendorf Pipette “Reference”  0,5 – 10 µL 

10 – 100 µL 

100 – 1000 µL 

Eppendorf Pipette “Research” 2 – 20 µL 

 

Eppendorf Pipettenspitzen 10 µL Eppendorf AG, Hamburg 

Eppendorf Pipettenspitzen 1000 µL Eppendorf AG, Hamburg 

Eppendorf Pipettenspitzen 200 µL Eppendorf AG, Hamburg 

Eppendorf Safelock Tubes 2,0 ml Eppendorf AG, Hamburg 

Homoarginin ELISA Kit EA205/96 LOT H111 20.09.2015 

EA205/96 LOT H112 2016-03-31 

EA205/96 LOT H113 2017-08-30 

DLD Gesellschaft für Diagnostika und 

medizinische Geräte mbH, Hamburg 

 

Safe Seal Reagiergefäß 2 mL Sarstedt AG & Co., Nürmbrecht 

Sarstedt Halbautomatische 

Einmallanzetten 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Sarstedt Monovette® EDTA KE 2,7 

ml und 7,5 ml 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Sarstedt Safety-Multifly-Set® 23G; 0,6 x 19 mm 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Sarstedt Serological Pipette 2 mL 

und 5 mL 

Sarstedt AG & Co., Nürmbrecht 

Filterpapier/ Trockenblutkarten FT-2-460-0008 N / 08-150  

TFN 179g/m² 060x085 mm 

Sartoriusstedim biotech 
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Trockenmittelbeutel Silica Gel 

Orange 

Art.-Nr. N077.2 Charge 474222613  

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Materialien Fortsetzung 

Hemoglobin Assay Kit Katalognr. MAK 115 

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt 

Spritze 20ml Braun 4606205V, 2H15048  

BRAUN, Melsungen 

Kanüle Braun Sterican Gr. 12, 0,70x30 mm BL/LB 22G1 ¼ 

 

 
Geräte 

Brand Messzylinder  Brand GmbH & Co. KG, Wertheim 

Eppendorf Centrifuge  5415R Baujahr 2002 

Eppendorf AG, Hamburg 

Eppendorf Zentrifuge  5810R 

Heidolph „Reax Control“ Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach 

Heidolph Titramax 101 Seriennr.: 070408175 

Heidolph Instrument GmbH & Co. KG, Schwabach 

Heizblock  

Hirschmann Laborgeräte 

„Pipetus®“ 

Hirschmann Laborgeräte gmbH & Co. KG, 

Eberstadt 

Inkubationsbehältnisse Verpackungen (DLD Test Kit Homoarginin) 

Kühlschrank Liebherr 

“FKS 5010”  

Sollbereich +2°C bis +10°C 

 

Kühltruhe Liebherr 

“Comfort” (-22°C) 

 

MRW (AM60) 

Waschautomat 

Seriennr.: GA 2862 

Tagesspektrumlampe 

“GLO Life-Glo 18” 

15 Watt T 8  

46cm lang 

Tecan Sunrise Remote Art.Nr.: F039300 

Seriennr.: 0393003434 

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim 

Wärmeschrank  
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Reagenzien  

Nω-Hydroxy-nor-L-arginine Aliquot von Merck CAS 189302 Calbiochem 

Protease Inhibitor Cocktail P8340 Lot: 011M400 

Sigma-Aldrich / Merck, Darmstadt 

Elutionslösung ADMA Kit DLD Gesellschaft für Diagnostika und 

medizinische Geräte mbH, Hamburg 

Aqua dest. 

Ameisensäure 

CHAPS 

Acetonitril 

DMSO 

Ethanol 

Methanol 

Salzsäure 

Aceton 

EDTA 

Formalin 

N-succinyl-Hydroxid 

Sodiumdodecylsulfat 

Sulfosalicylsäure-dihydrat 

Trichchloressigsäure 

TRIS 

Tween 

NaCl 0,9% 

Citrat-Phosphatpuffer ----- 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 

Citronensäure 

Propylenglycol 

Dinatriumhydrogenphosphat 
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Software 
„Sunrise“ Firmware V 3.17 

Graphpad Prism 5 

IBM SPSS Statistics 21 

ImportExport 4 V 4.50 

Magellan V 4.00 

Microsoft Excel 2010 

Microsoft Word 2010 

Plattendefinitionseditor V 4.50 

Reader Server V 4.50 

Tecan Calc 4 V 4.50 

Zotero Standalone 
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13.3  Inhaltsstoffe des Protease-Inhibitorgemisches Fa. Sigma 
Sigma Produkt Nr. P8340 
 

- 104 mM AEBSF ([4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluorid hydrochlorid), 
Serinproteaseninhibitor, inhibiert:  

o Trypsin 
o Chymotrypsin 
o Plasmin 
o Kallikrein 
o Thrombin 

- 80 µM Aprotinin, Serinproteaseninhibitor, inhibiert:  
o Trypsin 
o Chymotrypsin 
o Plasmin 
o Kallikrein 
o Humane leukozytee Elastase 

- 4 mM Bestatin hydrochloride, Aminopeptidaseninhibitor, inhibiert: 
o Leucine aminopeptidase 
o Alanylaminopeptidase 

- 1,4 mM E-64 [N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-leucine 4 guanidinobutylamide], 
Cysteinproteasen, inhibiert: 

o Calpain 
o Papain 
o Cathepsin B 
o Cathepsin L 

- 2 mM Leupeptin hemisulfate salz, Serin- und Cysteinproteasen, inhibiert: 
o Plasmin 
o Trypsin 
o Papain 
o Cathepsin B 

- 1,5 mM Pepstatin A, Säureproteasen, inhibiert:  
o Pepsin 
o Renin 
o Cathepsin D 
o Mikrobielle Aspartatprotease 

 
 
 
Entsprechend der Herstellerangabe wird 1mL des Proteaseinhibitormixes 
emfpohlen, um endogene Enzyme in einem 100 mL Lysat von 20 g Rinderleber oder 
von 10 mL Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellen im 100 mL Lysat zu inhibieren. 
Die Herstellerlösung wurde ohne weitere Verdünnung verwendet. Weitere 
Herstellerangaben sind dem Anhang 13.3 zu ennehmen 
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13.4  Stabilität von L-hArg 
 
 
 
Probenalter in             
Wochen/Monat: 1.Woche 2.Woche 3.Woche 1.Monat 3.Monat 6.Monat 9.Monat 
Tagen: 1.-6.Tag 7.-13. 

Tag 
14.-28. 
Tag 

29.-42. 
Tag 

91.-
102.Tag 

182.-
193.Tag 

276.-
287.Tag 

III        
MW in µmol/L 3,64 3,18 2,42 2,48   2,03 1,52 
SD 0,63 0,64 0,64 0,39   0,13 0,50 
Variationskoeffizient 17,4% 20,2% 26,6% 15,8%   6,4% 32,8% 
 IV        
MW in µmol/L 2,81 1,70 1,49 1,78   2,11 1,53 
SD 0,65 0,15 0,13 0,12   0,29 0,52 
Variationskoeffizient 23,2% 8,7% 8,8% 6,9%   14,0% 33,8% 
 V        
MW in µmol/L 5,12 3,29 3,22 3,06   2,44 2,05 
SD 0,97 0,52 0,41 0,40   0,39 0,42 
Variationskoeffizient 19,0% 15,7% 12,8% 13,1%   15,8% 20,5% 
X        
MW in µmol/L 3,39 3,18 2,43 3,29 2,83 2,19 2,35 
SD 0,30 0,67 0,11 0,69 0,07 0,12 0,34 
Variationskoeffizient 8,7% 20,9% 4,7% 20,9% 2,4% 5,6% 14,7% 
 I        
MW in µmol/L 4,45 7,09 4,47 5,90 4,22 2,86 3,51 
SD 0,83 1,64 1,08 1,00 0,50 0,36 1,21 
Variationskoeffizient 18,6% 23,2% 24,2% 16,9% 11,9% 12,5% 34,5% 
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13.5 Retest-Reliabilität von L-Homoarginin (Stabilität) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Wochen/Monat: 
Tagen: 
Probennummer: 

2.Woche 3.Woche 1.Monat 3.Monat 6.Monat 9.Monat 
7.-13. 
Tag 

14.-20. 
Tag 

28.-42. 
Tag 

91.-
102.Tag 

182.-
193.Tag 

276.-
287.Tag 

III Korrelation mit 

vorherigem 

-0,834  

p=0,79 

0,362 

p=0,638 

0,808 

p=0,192 

 0,036 

p=0,977 

-1,000** 

P=0,008 

III Korrelation mit 

Ausgangswert 

-0,834  

p=0,79 

-4,64 

p=0,536 

0,296 

p=0,629 

 0,998** 

p=0,039 

-0,999** 

p=0,031 

I Korrelation mit 

vorherigem 

-0,140 

p=0,0860 

0,767 

p=0,233 

0,924 

p=0,25 

0,463 

p=0,693 

0,631 

p=0,565 

0,467 

p=0,691 

I Korrelation mit 

Ausgangswert 

-0,140 

p=0,860 

-0,193 

p=0,807 

0,145 

p=0,907 

-0,809 

p=0,400 

-0,55 

p=0,965 

-0,909 

p=0,274 

IV Korrelation mit 

vorherigem 

0,564 

p=0,436 

-0,561 

p=0,439 

-0,956* 

p=0,044 

 0,156 

p=0,900 

-0,588 

p=0,600 

IV Korrelation mit 

Ausgangswert 

0,564 

p=0,436 

-0,509 

p=0,491 

0,707 

p=0,293 

 -0,178 

p=0,886 

0,901 

p=0,286 

V Korrelation mit 

vorherigem 

0,197 

p=0,751 

0,699 

p=0,301 

0,162 

p=0,838 

 0,427 

p=0,719 

-0,127 

p=0,019 

V Korrelation mit 

Ausgangswert 

0,197 

p=0,751 

0,432 

p=0,568 

-0,875 

p=0,052 

 0,179 

p=0,886 

0,953 

p=0,195 

X Korrelation mit 

vorherigem 

-0,330 

p=0,670 

-0,400 

p=0,600 

0,006 

p=0,994 

-0,026 

p=0,984 

0,569 

p=0,614 

-0,963 

p=0,174 

X Korrelation mit 

Ausgangswert 

-0,330 

p=0,670 

-0,718 

p=0,282 

-0,371 

p=0,629 

-0,761 

p=0,449 

0,099 

p=0,937 

0,173 

p=0,889 
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13.6  Qualitätsbeurteilung der chilenischen Kohorte 
Qualitätsbeurteilungschema:  
Hinten benetzt (1 = vollständig; 2 = teilweise; 3 = gar nicht) 
Durchmesser (1 = mindestens 5 mm; 2 = mindestens 4 mm; 3 < 4mm) 
 

Probennr. 
(0 

Monate) 

Datum Durch-
messer 

hinten 
benetzt 

Probenr. 
 (6 

Monate) 

Datum Durchmesser hinten 
benetzt 

4 19.04.2011 1 1 4 13.09.2011 2 2 
7 19.04.2011 2 2 7 13.09.2011 2 2 
8 19.04.2011 1 2 8 13.09.2011 1 1 
10 27.04.2011 1 1 10 13.09.2011 1,5 1,5 
18 27.04.2011 2 2 18 13.09.2011 1,5 3 
30 27.04.2011 1 2,5 30 22.11.2011 1,5 1,5 
32 27.04.2011 1 1 32 13.10.2011 2 2,5 
33 27.04.2011 2 1,5 33 13.10.2011 1 1 
34 27.04.2011 2 2 34 13.10.2011 2 3 
38 27.04.2011 1 1 38 13.09.2011 2 1,5 
42 27.04.2011 1 1 42 13.09.2011 1 1,5 
44 27.04.2011 1 2 44 13.09.2011 1 1 
46 27.04.2011 1,5 2 46 13.09.2011 2 2 
47 27.04.2011 1 1 47 13.09.2011 1 1 
48 27.04.2011 1 1 48 13.09.2011 1,5 1 
50 17.05.2011 1 1 50 22.11.2011 1,5 2 
51 17.05.2011 1 1 51 22.11.2011 1 1,5 
53 17.05.2011 1 1 53 22.11.2011 2 2 
54 17.05.2011 1 1,5 54 22.11.2011 1 1,5 
61 17.05.2011 1,5 2 61 22.11.2011 1 1 
63 17.05.2011 2,5 2 63 13.10.2011 1,5 1,5 
64 17.05.2011 1 1 64 13.10.2011 1 1 
71 17.05.2011 1 1,5 71 13.09.2011 3 2 
73 17.05.2011 2 2 73 13.09.2011 2 2 
76 17.05.2011 1 1,5 76 22.11.2011 3 2 
77 17.05.2011 1 1 77 22.11.2011 1 2 
78 17.05.2011 2 2 78 13.10.2011 1,5 1 
80 17.05.2011 1 1 80 13.10.2011 1,5 2 
85 17.05.2011 2 2 85 22.11.2011 2 3 
86 17.05.2011 1 1 86 22.11.2011 1,5 1,5 
87 17.05.2011 1 1 87 22.11.2011 3 2 
89 31.05.2011 1,5 1 89 22.11.2011 1,5 2 
90 31.05.2011 1 1 90 13.09.2011 1 1 
92 31.05.2011 2,5 2 92 13.09.2011 2 2 
95 31.05.2011 1,5 1,5 95 13.09.2011 2 1 
100 31.05.2011 1 1 100 13.09.2011 3 1 
107 31.05.2011 1 1 107 13.09.2011 2 3 
108 31.05.2011 2 2 108 13.09.2011 1 2 
116 31.05.2011 1,5 2 116 13.09.2011 1 1,5 
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Qualitätsbeurteilung der chilenischen Kohorte Fortsetzung 

Probennr. 
(0 

Monate) 

Datum Durch-
messer 

hinten 
benetzt 

Probenr. 
 (6 

Monate) 

Datum Durchmesser hinten 
benetzt 

120 31.05.2011 1 1 120 22.11.2011 1 1 
121 31.05.2011 1,5 2 121 27.07.2011 0 0 
122 31.05.2011 2 2 122 13.10.2011 1 2 
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13.7 Korrelationsanalysen 

13.7.1 Korrelationsanalyse zum Studienbeginn 
 
Korrelationsparameter Testverfahren Korrelationskoeffizient Signifikanz 

Homoarginin 
0 Monate 

Alter 0 Monate Spearmans-
Rho 

0,22 0,172 

Homoarginin 
0 Monate 

Gewicht 0 
Monate 

Pearson r 0,105 0,521 

Homoarginin 
0 Monate 

Größe 0 Monate  Pearson r 0,03 0,852 

Homoarginin 
0 Monate 

BMI 0 Monate Pearson r 0,117 0,474 

Homoarginin 
0 Monate 

O2 Sättigung 
Meereshöhe 0 

Monate 

Spearmans-
Rho 

0,283 0,076 

Homoarginin 
0 Monate 

O2 Sättigung 
4000m 0 
Monate 

Pearson r -0,186 0,251 

Homoarginin 
0 Monate 

Hämoglobin 0 
Monate 

Pearson r 0,097 0,553 

Homoarginin 
0 Monate 

Hämatokrit 0 
Monate 

Pearson r 0,096 0,556 
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13.7.2 Korrelationsanalysen nach 6-monatiger Höhenbelastung 
 

Korrelationsparameter Testverfahren Korrelationskoeffizient Signifikanz 
Homoarginin 

6 Monate 
Alter 6 Monate Spearmans-

Rho 
0,012 0,943 

Homoarginin 
6 Monate 

Gewicht 6 
Monate 

Pearson r 0,361* 0,026 

Homoarginin 
6 Monate 

Größe 6 Monate Pearson r -0,042 0,802 

Homoarginin 
6 Monate 

BMI 6 Monate Pearson r 0,447** 0,005 

Homoarginin 
6 Monate 

O2Sättigung 6 
Monate 

Pearson r -0,073 0,665 

Homoarginin 
6 Monate 

Hämoglobin 6 
Monate 

Spearmans-
Rho 

0,133 0,42 

Homoarginin 
6 Monate 

Hämatokrit 6 
Monate 

Spearmans-
Rho 

0,163 0,321 
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13.7.3 Longitudinale Korrelationsanalysen 
 

Korrelation der Differenz 6-0 Testverfahren Korrelationskoeffizient Signifikanz 
Homoarginin Gewicht Spearmans-

Rho 

0,036 0,83 

Homoarginin Größe Spearmans-

Rho 

0,134 0,415 

Homoarginin BMI Pearson r -0,065 0,7 

Homoarginin O2 Sättigung % Spearmans-

Rho 

0,099 0,555 

Homoarginin Hämoglobin Pearson r -0,022 0,892 

Homoarginin Hämatokrit Pearson r -0,091 0,582 

 


