UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Institut fur Klinische Pharmakologie und Toxikologie

Direktor: Prof. Dr. med. Rainer H. Boger

Methodenvalidierung eines ELISA- Trockenblutkartenassays zur
Bestimmung von Homoarginin

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

vorgelegt von:

Susann Kiencke
Wismar

Hamburg 2019



Angenommen von der Medizinischen Fakultat am: 10.09.2019

Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Prifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Edzard Schwedhelm

Prifungsausschuss, 2. Gutachter/in: PD Dr. Chi-un Choe



Inhaltsverzeichnis

WN - -

4

Inhaltsverzeichnis
INNAItSVEIZEICNNIS ... e 3
Arbeitshypothese und Fragestellung ... 6
BINIEIUNG ..o 7
3.1 Homoarginin — biochemische Grundlagen ..., 8
3.1.1  Eigenschaften von Homoarginin .............cccccceiiiiiiiiceii 8
3.1.2 Homoarginin-Stoffwechsel ... 8
3.1.2.1  Synthese von Homoarginin durch AGAT ..., 9
3.1.2.2 Synthese von Homoarginin mittels Harnstoffzyklusenzymen...... 10
3.1.2.3 Homoarginin als Substrat fur die Stickstoffmonoxidsynthase ..... 11
3.1.2.4 Homoarginin als Inhibitor der Arginase ........ccccccccceeeiiiiiiiiiiiinnes 11
3.1.3 Interindividuelle Variation von Homoarginin............cccccooeeiiiiiiiinnees 11
3.1.4 Intraindividuelle Variation von Homoarginin............cccccoooeeviiiiiiinnnes 13
3.1.5 Variation durch Probenmaterial .............cccocoviiiiiiiiiis 14
3.1.6 Physiologische Bedeutung von Homoarginin ...............ccoeeoviiiiiinnnes 14
3.1.7 Pathophysiologische Rolle von Homoarginin...............cccooooiiiiiiinnnes 15
3.1.8 Korrelation von Homoarginin mit laborchemischen und klinischen
PRENOLYPEN ... 16
3.2 Nachweismethoden und Messwerte fur Homoarginin.............cccceveeeeeeeeen. 18
3.2.1  HPLC zur Quantifizierung von Homoarginin.............ccccoeoeeviiiiiinnnnes 18
3.2.2 ELISA zur Quantifizierung von Homoarginin ............cccccoeeeviiiiiinnnnes 19
3.2.3 Korrelation ELISA mMit LC-MS/MS ... 20
3.24 LC-MS/MS-Methoden zur Quantifizierung von Homoarginin............. 21
3.2.5 GC-MS und GC-MS/MS-Methoden zur Quantifizierung von
HOMO@IGININ ..ttt e e e e e e e eeeenees 23
3.3 Methodenvalidierung .......cccociiiiiiiiiieee e 23
3.4 ZusSammeENnfasSUNG .......ccooiiiiiiiiiiiiiiie ettt 24
Material und Methoden ..o 26
4.1  Anleitung zur Bestimmung von Homoarginin aus Trockenblutkarten
(Standardanleitung)........ccooei e 26
4.1.1 Laborgerate, Materialien, Reagenzien, Software.............cccccceeeeeee. 26
4.1.2 Probandenrekrutierung und Eigenschaften ..............ccccccooiiiiiinnins 26
4.1.3 Probengewinnung und Praparation der Trockenblutkarten ............... 27
A4 BIULON o 27
415 ELISA-ASSAY ...oeiiiiiiiiiiiiiee e 27
4.2 Vorversuche zur Methodenetablierung........ccccccceeeeiiieiiiiiiiiceeeee 28
4.2.1  Vergleich von Plasma und VolIblut ... 28
4.2.2 Einfluss von Arginase-Hemmstoffen............cccccoes 29
4.2.3 Einfluss von Proteaseinhibitoren..............ccueveiis 29
4.2.3.1 Einfluss von Proteaseinhibitoren mit ADMA Reagenz ................ 30
4.2.3.2 Einfluss von Proteasinhibitoren mit 1M TRIS-HCI (pH 1)............ 30
4.2.4  EIUtONSIOSUNGEN.....coiiiiiiiii it 31
4.3 Methodenvalidierung ..........oooiiiiiiie e 34
VG TR I |V [=YST ] o = 4 ] o] o R 34
4.3.2  INIrAASSAY ....evveiiiiiiiiiiiiiie et 34
4.3.3  INTEraSSAY ....euueiiiiiiiiiiiiiii e 34
4.3.4 Personenvariabilitat ... 35
4.3.5 Einfluss der Spotvariabilitat..............ccccooiiiiiiiiiiiii 35
4.3.6 Verhaltnis von venésem und kapillarem Blut..............cccccceiiiiieennnnnn. 35
4.4 Robustheit der Methode ... 35
441 Einfluss von HEAMOIYSE........cooiiiiiieeeeee e 36



Inhaltsverzeichnis

4.4.2 Einfluss von Einfrieren und Auftauen............cccccocis 36
4.4.3 Einfluss der Blutmenge ...t 36
4.4.4 Stabilitat gegenuber Tageslicht...........cccciiiiiiii, 37
445 Klimatische Stabilitat.............oooiiiiiii 37
4.4.6 Stabilitat in der Lagerungsdauer............ccuuveveiiiiiiiiiiiiiieeiee s 38
4.5 MethodenanWendUNG ........coooooeiiiiiiiiiiieee e 39
4.5.1 Qualitatsbeurteilung der Trockenblutkarten..............ccccccceeiiiiieennnnn. 40
4.5.2 L-Homoargininkonzentration nach Hohenexposition ......................... 40
4.5.3 Laborchemische Parameter und Zusammenhang mit L-Homoarginin
41
4.5.4 L-Homoargininkonzentration im Plasma im Vergleich zu
TroCKeNDIUtKArEN ... 41
ErgebNiSSe. ... e 42
5.1 Messung von Homoargininkonzentration ..............cccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 42
5.2 Ergebnisse der VOrversuche ... 43
5.2.1  Vergleich Vollblut und Plasma ............ccccuiiiiiiiiiiiiiiii s 43
5.2.2 Einfluss von Arginaseinhibitor Nor-NOHA ...........cccccciiiiis 44
5.2.3 Einfluss von Proteaseinhibitoren.............ccccocs 45
5.2.3.1 Proteaseinhibitoren im Elutionsreagenz des ADMA Card ELISA45
5.2.3.2 Proteaseinhibitor im TRIS-HCI ...........ccooiiiis 47
5.2.4 Zusammenfassung der VOrversuche..........ccccccoeveeeeiiiiiiiiicecs 49
5.2.5 EIUtONSIOSUNGEN....ccoiiiiiiieeee et 49
5.2.5.1 Auswahl der Elutionslosungen Stufe 1und 2..................cccees 49
5.2.5.2 Auswahl der Elutionslosungen Stufe 3.........cccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiinns 52
5.2.5.3 Auswahl der Elutionslésungen Stufe 4 - Vergleich zweier
LOSUNGEN ..ttt e e e e e e e e e e e e e 53
5.2.5.4 Zusammenfassung der Elutionslosungen ............cccccoeviiiiinnnns 55
5.2.6 Einfluss der Spotvariabilitat................ooovviiiiiii 56
5.2.7 Vergleich von kapillar und vends gewonnenem Blut ......................... 56
5.3 Ergebnisse der Methodenvalidierung........cccccccoeeeiiiiiiiiiiicccieeeee 57
5.3.1  MESSPIAZISION ....evvviiiiiieieee e et et e e e e e e e e e e e e e e e ane s 57
5.3.2  INTrA@SSAY ...eeeeiiiiiiiiiieiiee e 58
5.3.3  INTErasSaAY ....eeeiiiiiiiiiiiiiii e 59
5.3.4 Personenspezifische Variation.............ccccceeeeiiiiiiiiiiin 60
5.4 Ergebnisse der Methodenrobustheit................cccooiiii, 61
5.4.1  Einfluss von HAMOIYSE..........ooiiieeeee e 61
5.4.2 Einfluss von Einfrieren und Auftauen............ccccoooiis 62
5.4.3 Einfluss der Blutmenge. ...t 62
5.4.4 Stabilitat gegenuber Tageslicht..............ouviiii s 64
5.4.5 Klimatische Stabilitat..............oooiiii 65
5.4.6 Stabilitat der Lagerungsdauer.............cccueveeieiiiiiiieiiiieeieeeeee 65
5.4.7 Zusammenfassung der Methodenrobustheit ...............ccoovviiiiiiinnnnnnn. 68
5.5 Ergebnisse der klinischen Methodenanwendung............ccceeviiiiiiiiiinnnnnnn. 68
5.5.1 Einfluss der Qualitat der Trockenblutkarte............ccccccoeeiiiiiiiiiiiinnnns 68
5.5.2 Homoarginin nach 6monatiger Hohenbelastung..................cccceee 69
5.5.3 Korrelationsanalyse mit anthropometrischen Parametern................. 71
5.5.4 Vergleich der Homoargininkonzentration im Plasma und Vollblut der
Teilnehmer der chilenischen Studie ............cccooiiiiiiiiie 72
DISKUSSION ... e e et e e e e e e e e e e aea s 74
6.1 VOIVEISUCNE ... 74



Inhaltsverzeichnis

6.1.1  Vergleich von Homoargininkonzentrationen im Vollblut, Plasma und
Serum 74

6.1.2  Enzyminhibitor Arginase ...........ccccoiiiiiiiiiiiieeeee e 76
6.1.3 Enzyminhibitor Proteaseinhibitorgemisch.........cccccccccoiiiiiiiiiiinis 77

6.2  Methodenvalidierung ........coociiiiiiiiee e 78
6.2.1  MESSPIAZISION ....ovvviiiiiieee e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e eeeeeseannnnnas 78
6.2.2  INTrA@SSAY ...eeeiiiiiiiiiiiii e 79
6.2.3  INTEraSSAY ...eeeeiiiiiiiiiiii i 79
6.2.4  IntraindiVidUEIl........coooiiiiiii e 80
6.2.1  Stabilitat von L-HOmMoarginin.............cccueeviiiiiiiiiiiieeee e 81
6.2.2 Stabilitat der Methode..............oooiiii e 82

6.3 MethodenanWenduNQ .........cccccuuuiiiiiiiiii e 82
6.3.1 Referenzwerte gesunder Probanden...........cccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiciens 82
6.3.2 Geschlechtsabhangige Referenzwerte..........cccoooeeeiiiiiiinees 85
6.3.3 Chilenische Kohorte.............oooiiiee e 86
6.3.4 Korrelationsanalyse mit anderen Parametern.............cccccoovvvvviinnnnnnnn. 87
6.3.5 L-Homoargininstabilitat in der chilenischen Kohorte.......................... 89

7 ZUSAMMENTASSUNG ...ttt r e e e e e e e e e e e e e eas 90
8  ADKUrZUNGSVEIZEICHNIS. .......uiiiiiiiiiiiiiiiiie e 94
9 AbbildUNGSVEIZEICNNIS .......uiiiiiiiiiieiieeeeeee e 95
10 TabellenverzeiChnis ..........oooo i 96
11 FOrmelVerzeiChNIS ... ... 98
12 LiteraturverzeiChNIS.........oooiiiiiii e 99
=] 0] €S- o 16 o o PP 107
LebENSIAUT ... 108
Eidesstattliche ErkIrung ... 109
13 ANNGNG. ..o 110
13.1  Anleitung der Methode (Standardanleitung) ..............ccoocoiiiiiiiiiinnnen. 110
13.2  Materi@li®nN....cooooiiiieieeeeee e 113
13.3 Inhaltsstoffe des Protease-Inhibitorgemisches Fa. Sigma.................. 117
13.4  Stabilitat vOn L-NAIG ... 118
13.5 Retest-Reliabilitat von L-Homoarginin (Stabilitat) ................ccccvveeeeee. 119
13.6  Qualitatsbeurteilung der chilenischen Kohorte.............cccooovvviiiiiinnnnnnn. 120
13.7  KorrelationsanalySen..........ccccuiiiiiiiiiiiieee e 122
13.7.1  Korrelationsanalyse zum Studienbeginn ...........ccccccciiiiiiiiiinnns 122
13.7.2  Korrelationsanalysen nach 6-monatiger Hohenbelastung............ 123
13.7.3  Longitudinale Korrelationsanalysen............cccccocieiiiiiiiiiiiiiiiinns 124



Arbeitshypothese und Fragestellung

2 Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Validierung eines Trockenblutkartenassays fur L-
Homoarginin (L-hArg). Die Konzentration der Aminosdure L-hArg ist mit der
Mortalitat und Morbiditat kardiovaskularer Erkrankungen assoziiert (Marz 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), Flussigkeitschromatografie (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) maglich.

In dieser Arbeit wird das Vollblut der Probanden auf ein Filterpapier getropft und
anschlieBend getrocknet. Aus diesem Filterpapier werden Stanzlinge gewonnen
und mit einer Elutionslésung gemischt. Das Eluat wird anschlieRend mittels ELISA
gemessen.

Der erste Abschnitt dieser Arbeit widmet sich der Herstellung einer geeigneten
Elutionsldsung und der Interferenz durch Enzyminhibitoren. Im zweiten Abschnitt
wird die etablierte Methode validiert durch Bestimmung der Varianz des Intraassays
und des Interassays. Zusatzlich erfolgt die Untersuchung von Einflussfaktoren in
der Praanalytik, 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 prifen.
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3 Einleitung

Laut statistischem Bundesamt sind im Jahr 2015 Uber 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 haufigste Todesursache (Statistisches Bundesamt
2014). Zu den wichtigsten klinischen Risikofaktoren zahlen “Hypertonie, Diabetes
mellitus, Fettstoffwechselstérungen und Adipositas sowie
gesundheitsbeeintrachtigende Verhaltensweisen wie Rauchen, koérperliche
Inaktivitat und ungesunde Erndhrung® (RKI, n.d.). Diese Risikofaktoren fuhren auf
zellularer Ebene zu einer Dysbalance von gefal3protektiven und
gefallschadigenden Botenstoffen. Der gefaliprotektive 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 anschlieender Hydrolyse
asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) freigesetzt (Boger et al. 1998, Fleissner
und Thum 2011).

Erhdohte ADMA-Konzentrationen inhibieren die NO Synthese und sind ein Pradiktor
fur kardiovaskulare Ereignisse (Sibal et al. 2010). Daruber hinaus weisen Patienten
mit kardiovaskularen Risikofaktoren erhohte 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 Aminosaure und wird endogen durch die L-
Arginin:Glycin-Amidinotransferase (AGAT) gebildet (Marz et al. 2010, Kleber et al.
2013). Studien zeigten, dass niedrige L-hArg-Konzentrationen mit schlechtem
kardiovaskularem Outcome und der Mortalitat assoziiert sind (Marz et al. 2010,
Tsikas 2015). Aufgrund der zunehmenden Bedeutung von L-hArg sollen im
Folgenden die biochemischen Eigenschaften, Bedeutung fur die Medizin und die
Nachweismethoden und Referenzwerte von L-hArg dargestellt und
zusammengefasst werden.
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3.1 Homoarginin — biochemische Grundlagen

3.1.1 Eigenschaften von Homoarginin

L-hArg ist eine kationische, nicht essentielle und nicht proteinogene Aminosaure
(Papageorgiou et al. 2015). Wie das Prafix “Homo-, verrat, handelt es sich um ein
Argininhomolog mit einer zusatzlichen 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 grinen 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 |. 1998, Bretscher et al. 2003, Kayacelebie et al. 2015) und
seine Gefallwirkung, d.h. Vasodilatation, (ED50 12,+1,3 ymol) experimentell
nachgewiesen (Bhardwaj und Moore 1989). Im Gegensatz zu L-Arg ist L-hArg Uber
mehrere Tage bei 4 °C im EDTA-Vollblut stabil. (Midttun et al. 2014). Wie auch
Arginin, fungiert es als Substrat fur die NO-Synthase (Hecker 1991, Moali et al.
1998, Bretscher et al. 2003, Kayacelebi et al. 2015).

H

| +
Ill- H-N. NH,
H-N, ,\Ilz K ©;
C. H-N
N-H
z—w2 NH,
0=C. 0=C. )
OH OH
L-Arginine L-Homoarginine
C,H,N,0, C,H,,N,0,
MW 175.2 MW 189.2

Abbildung 1 Strukturformel L-Arginin und L-
Homoarginin (Martens-Lobenhoffer et al. 2009)

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 Uber das Enzym
AGAT oder im Harnstoffzyklus dber Ornithin-Transcarbamylase (OTC),
Argininosuccinatsynthase (ASS) und Argininosuccinat-Lyase (ASL) erfolgen
(Cathelineau et al. 1974, Levin et al. 1974). Neben der Synthese von L-hArg
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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.

Clycine Arginine Lysine
Urea
\

Homocitrulline m
|

[AGAT] [ASSJ NO

Homoarginino-
succinate

Guanidino j" '\ i

Ornithine Homoarginine

acetic acid

Creatine
Abbildung 2: L-Homoarginin(L-hArg)-Synthese nach Davids et al. 2012b
Ornithin-Transcarbamylase (OTC), Argininosuccinatsynthase (ASS), Argininosuccinat-

Lyase (ASL), Arginine:Glycin Aminidotransferase (AGAT),
Guanidinacetatmethyltransferase (GAMT)

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 “C-markiertem Lysin eine erhdhte Ausscheidung von L-hArg und
Homocitrullin feststellten (Ryan and Wells 1964). Auch bei Menschen konnte spater
gezeigt werden, dass eine orale Einnahme von Lysin zu einer erhéhten L-hArg-
Ausscheidung im Urin fihrte (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 (Hernandez-Guzman and
Alvarez-Morales 2001). Dies ist in der Abbildung 3 von Davids et al. dargestellt.

(o]

Hilmmeeeaoas
NH,
L-Arginine

L-arginine:lysine amidinotransferase

Ho/ﬁ\(\/\mz / \ HO)OK(\M

NH, e ke
Ornithine Homoarginine  ‘-ceeeo- i

Abbildung 3: L-Homoarginin(L-hArg)-Synthese durch AGAT nach Davids et al. 2012b
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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 '>N2-Arginin und
13Cs-Lysin kein markiertes Homoarginin bilden, wahrend die Kontrolllymphoblasten
0,475 pmol "®No—"3Cgs-Homoarginin/min/mg erzeugten (Davids et al. 2012b).

3.1.2.2 Synthese von Homoarginin mittels Harnstoffzyklusenzymen

Die Synthese ahnelt 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 hdhere Affinitat zu Ornithin als zu Lysin
(Papageorgiou et al. 2015). Homocitrullin wird wiederum durch die ASS in
Homoargininsuccinat umgewandelt (Cathelineau et al. 1974). Die anschliellende
Reaktion zu L-hArg wird durch die ASL katalysiert (Cathelineau et al. 1974).

Synthese von L-hArg

Synthese von Arginin

Lysin Ornithin
| I
OTC OoTC
Homoocitrullin Citrullin
| |
ASS ASS

!

Homoargininosuccinat

I

Argininosuccinat

ASL ASL
v v
L-hArg Arginin

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 Hochdruckflussigkeitschromatografie (HPLC) das Plasma von
vier Tage alten Sauglingen, die unter Citrullinamie Typ | litten und eine genetische
Mutation im Enzym ASS aufwiesen. Es zeigte sich eine 6-fach verminderte
Argininkonzentration und eine 8-fach hohere L-hArg-Konzentration (5.1 pmol/l) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (0.61+£0.40 umol/l) (Davids et al. 2012b).

3.1.2.3 Homoarginin als Substrat fur die Stickstoffmonoxidsynthase

Anstelle des L-Arginins, ist auch L-hArg ein Substrat fir die NO-Synthase
(Kayacelebi et al. 2015). Der Umsatz von L-hArg zu Homocitrullin erfolgt dabei
nahezu vollstandig (Moali et al. 1998). Dabei ist sowohl die Blutkonzentration, als
auch die Affinitdt von L-hArg zu den NOS-Isoformen im Vergleich zu L-Arginin
kleiner (Tsikas und Wu 2015). Auferdem ist der K Wert von L-hArg im Vergleich
zu Arginin groBRer (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; Hrabak et al. 1994). Wahrend L-Arginin ein Substrat
der Arginase und kein Inhibitor ist, zeigt sich eine schwache Inhibition der Arginase
durch L-hArg (Hrabak et al. 1994). Demgegenuber zeigten Substanzen wie L-
Canavanin und L-Ornithin einen starken inhibitorischen Effekt auf die Arginase im
Vergleich zu L-hArg (Hrabak et al. 1994). Die schwache Inhibiton der Arginase
durch L-hArg kénnte zu einer erhdhten Verfugbarkeit von L-Arginin als Substrat fur
die NOS fuhren (Servillo et al. 2013). In der LURIC-Studie wurde beschrieben, dass
L-hArg und ein erhdhter Quotient von Arginin/Ornithin im Verhaltnis stehen und
somit vermeintlich zur Messung Arginaseaktivitat verwendet werden kénne (Marz
et al. 2010). Die schwache Korrelation zwischen L-hArg und der Arginaseaktivitat
(Arginin/Ornithin) wurde von Jazwinska-Kozuba in weiteren Kohortenstudien
bestatigt (r=0,31, p=0,048) (Jazwinska-Kozuba et al. 2013).

3.1.3 Interindividuelle Variation von Homoarginin

Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass ein Unterschied der L-hArg-Konzentration
zwischen Mannern 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 Mannern 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 alteren
Population, wie der Hoorn-Studie zeigte sich ein Unterschied (p<0,001) zwischen
Mannern mit 1,63+0,51 ymol/L und Frauen 1,30+0,44 umol/L (Pilz et al. 2014). Auch
in der SHIP-Studie bestatigten Atzler et al. erneut einen signifikanten Unterschied
zwischen Mannern und Frauen (p<0,01) (Atzler et al. 2014b).

Tabelle 1: Geschlechtsspezifische Unterschiede fir L-Homoarginin (L-hArg)

Studie n Manner L- Frauen L-hArg | Quelle
Kohorte hArg in pmol/L
in yumol/L
Pomerania 1359; davon Median: 2,72 Median: 2,56 (Atzler et
(Atzler et al.) | 37,5% Manner 25.[75. 25.[75. al. 2014b)
62,5% Frauen Perzentile: Perzentile:
2,20-3,33 1,99-3,32

Gutenberg 786; gesunde Median: 1,88 Median: 1,77 (Atzler et

(Atzler et al.) 25.[75. 25.[75. al. 2016b)
Perzentile: Perzentile:
1,47-2,41 1,38-2,26
Hoornstudie 606; davon MW: 1,63 MW: 1,30 (Pilz et al.
(Pilz et al.) 70,046,6 Jahre SD: 0,51 SD: 0,44 2014)

48,7% Manner
51,3% Frauen
Dallas Heart 3514; davon Median: 2,92 Median: 2,70 (Atzler et

(Atzler et al.) Median 43 2575 25./75. al. 2014a)
Jahre Perzentile: Perzentile:
44% Manner 2,29-3,62 2,06-3,46

56% Frauen

In der gleichen Studie zeigte sich eine Altersabhangigkeit 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 Manner dagegen scheint
zwischen dem 30. Und 40. Lebensjahr die h6chste 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 fur beide Geschlechter ein Ruckgang der L-hArg-konzentration mit
zunehmendem Alter (Spearman’s rho -0,09 fur Frauen und rho -0,11 fGr Manner;
beide p<0,05) (Atzler et al. 2016b). In einer kleiner angelegten Studie von 292
gesunden, mannlichen Probanden im Alter von 20-75, die kategorisiert wurden
(<35, 35-49- 50-64, >65), konnte kein signifikanter Unterschied abhangig 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, Jazwinska-Kozuba et al. 2013).
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Des Weiteren zeigten sich abhangig von der Ethnie weitere Unterschiede (n=1032;
p<0,001) (Atzler et al. 2014a). Hispoamerikaner zeigten mit einem Median von 3,10
pmol/L die héchste Konzentration, gefolgt von Afroamerikanern mit 2,92 ymol/L und
der weiRen Bevolkerung mit 2,44 pmol/L (Atzler et al. 2014a):

Tabelle 2: Ethnienspezifische Unterschiede fir L-hArg (Atzler et al. 2014a)

Ethnie Median Spannweite n
Hispanoamerikaner 3,10 ymol/L 2,43-3,95 pymol/L 596
Afroamerikaner 2,92 umol/L 2,25-3,66 pmol/L 1812
Europaische 2,44 umol/L 1,86—3,04 pmol/L 1032
Vorfahren

Verschiedene kardiovaskulare Erkrankungen stehen mit niedriegeren L-hArg-
Konzentration in Zusammenhang (siehe 3.1.7). So liegt z.B. bei 389 Patienten mit
akutem ischamischem Schlaganfall die L-hArg Konzentration im Median bei 1,07
pmol/L (Choe et al. 2013). Von diesen Patienten haben im weiteren Verlauf von
durchschnittlich 7,4 Jahren Nachbeobachtungszeit 160 Uberlebt. Deren L-hArg-
Werte lagen im Median bei 1,27 pmol/L, wahrend die L-hArg-Ausgangswerte der
229 Patienten die im gleichen Zeitraum verstarben bei 0,96 ymol/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
zusatzlich das vendse Blut von zwolf freiwillige Probanden, 6 Frauen und 6 Manner,
im Alter von 20-53 Jahren uber 20 Wochen wodchentlich enthommen, um die
Interindividuellen Schwankungen zu zeigen (Blackwell et al. 2007).

Tabelle 3: Variationskoeffizienten (VK) fur HPLC (Blackwell et al. 2007)

Assay Mittelwert VK VK
1 Blutentnahme | 20 Blutentnahmen
Uber 20 Wochen
Intraassay 1,79 ymol/L 1,8% 14,4%
Interassay 1,51 ymol/L 3,3% 37,8%

Der Interassay-Variationskoeffizient (VK) ist hdher als der Interassay-VK (Blackwell
et al. 2007). Im zeitlichen Verlauf von 20 Wochen, werden zusatzlich die
Intraindividuellen Schwankungen berlcksichtigt und es ergibt sich eine hdhere
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 fur 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% hoher (Kayacelebi et al.
2014Db).

3.1.6 Physiologische Bedeutung von Homoarginin

L-hArg ist Bestandteil der Nahrung. Beim Menschen fuhrte eine hochkalorische,
proteinreiche Nahrung zu einer Erhdhung der L-hArg-Konzentration (Kayacelebi et
al. 2015). Uber das Trinkwasser supplementiert, fiihrte 14 und 28 mg/mL L-hArg in
Supplementationsstudien bei Mausen zu einer Erhéhung der Plasmakonzentration
auf 3281+40% und 628+60% im Vergleich zur nicht supplementierten Kontrollgruppe
(Stockebrand et al. 2015). Wurden die Mause gleichzeitig mit einer Hochfettdiat
gefuttert, fuhrte 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 Plasmaerhdhung
von L-hArg von 2,87+0,91 umol/L auf 8,74+4,46 ymol/L nach einmaliger Gabe und
auf 17,314,97 umol/L nach 4-wochiger oraler Gabe von 125 mg L-hArg einmal
taglich. Dies entspricht einer Erhéhung der Plasmakonzentration auf 304% nach
einmaliger Gabe und auf 603% nach 4-wdchiger Gabe (Atzler et al. 2016d).

In Mausen zeigte sich, dass es unter einer Arginininfusion zu einer akuten Erhéhung
der L-hArg-Konzentration im Plasma kommt (Kayacelebi et al. 2015). In Ratten
konnte auRerdem gezeigt werden, dass L-hArg bei L-hArg —Supplementation von
19 g/kg fur 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
gehoren [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 intravendse Infusion von THG als Bolus
fuhrte 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).

Fur L-hArg zeigt sich ein Zusammenhang mit der Vasodilatation der Gefalte und
der Endothelhomdostase (Hecker et al. 1991, Moali et al. 1998). Daruber hinaus ist
L-hArg ein Inhibitor der leber- und knochenspezifischen alkalischen Phosphatase
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(Lin und Fishman 1972). In der Schwangerschaft andert sich die Endothelfunktion
mit gleichzeitig gesteigerter Vasodilatation. Es zeigte sich, dass auch der L-hArg-
Gehalt im 2. Trimenon (4,8+1,7 pmol/L) und 3. Trimenon (5,3+1,5 umol/L) in der
der Schwangerschaft signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (2,7+1,0 umol/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 kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat
bekannt (Marz 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 hdherer Blutdruck mit hdheren Konzentrationen von L-hArg
im Plasma assoziiert: Pro Standardabweichung (SD) Anstieg der L-hArg-
Konzentration (0,52 pumol/l) erhdht 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
Nebenschilddrise 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).
DarlUber hinaus zeigt sich bei Beobachtung chronisch Lebererkrankten Uber einen
Zeitraum von 3,5 Jahren fur der L-hArg eine Korrelation mit dem MELD-Score (Pilz
et al. 2015).

Auch fur 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) fur 25 Frauen mit friher Praeklampsie
waren niedriger und unterschieden sich signifikant von der Kontrollgruppe (p=0,006)
(Khalil et al. 2013). Als frihe Praeklampsie gilt die Auspragung von Symptomen vor
der 34. Schwangerschaftswoche (Khalil et al. 2013). Die Ausbildung einer
Praeklampsie nach der 34. Schwangerschaftswoche war dagegen nicht mit der L-
hArg assoziiert (Khalil et al. 2013). In einer weiteren Langzeitbeobachtung uber
durchschnittlich 10 Jahren von 89 Patientinnen mit Praeklampsie wahrend der
ersten Schwangerschaft wurde gezeigt, dass das gleichzeitige Vorliegen von
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Praeklampsie 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 Phanotypen

Im Tiermodell ist ein Zusammenhang von der L-hArg mit Blutzucker und Adipositas
in Mausen gezeigt worden (Stockebrand et al. 2015). Das Gewicht und die
Glukosetoleranz waren dabei unverandert (Stockebrand et al. 2015). Beim
Menschen wiesen folgende Laborwerte eine Korrelation mit der L-hArg
Konzentration auf: Arginin, c-reaktives Protein (CRP), Glomerulare Filtrationsrate
(GFR), Fibrinogen, Kreatinin, Kreatinin-Clearance, Lysin, N-terminales pro brain

natriuretisches Peptid (NT-pro-BNP), von Willebrandfaktor (VWF), B-
thromboglobulin, Endothelin-1.
Tabelle 4: L-Homoargininkorrelationen mit Laborparametern
Laborwert Kohortenbeschreibung | Zusammenhang Quelle
Arginase Aktivitat n=40 r=0,31; p=0,048 | (Jazwinska-
(Arginin/Ornithin) Gesunde Kinder Kozuba et
(3-18 Jahre) al. 2013)
Arginin n=40 r=0,43; p=0,005 | (Jazwinska-
Gesunde Kinder Kozuba et
(3-18 Jahre) al. 2013)
Arginin 389 Patienten mit akutem | r=0,41; p<0,001 | (Choe et al.
ischamischen 2013)
Schlaganfall
Arginin 3037 davon 31,5% mit r=0,32; p<0,001 | (Tomaschitz
akutem Koronarsyndrom et al. 2014)
Arginin nach 100 Patienten mit r=0,23; p=0,034 | (Kayacelebi
Supplementation rheumatoider Arthritis etal.
von Vitaminen, (88% Frauen) 2014c)
FS und
Spurenelementen
CRP 100 Patienten mit Keine Korrelation | (Kayacelebi
rheumatoider Arthritis et al.
(88% Frauen) 2014c)
CRP 389 Patienten mit akutem | r=0,38; p<0,001 | (Choe et al.
ischamischen 2013)
Schlaganfall
CRP (hsCRP) 3037 davon 31,5% mit | r=-0,22; p<0,001 | (Tomaschitz
akutem Koronarsyndrom et al. 2014)
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Tabelle 4: L-Homoargininkorrelationen mit Laborparametern Fortsetzung

Laborwert Kohortenbeschreibung | Zusammenhang Quelle
Cystatin C 3037 Patienten davon r=-0,27; p<0,001 | (Tomaschitz
31,5% mit akutem et al. 2014)
Koronarsyndrom
eGFR 389 Patienten mit akutem | r=0,19; p<0,001 | (Choe et al.
ischamischen Schlaganfall 2013)
eGFR 3037 davon 31,5% mit r=0,20; p<0,001 | (Tomaschitz
akutem Koronarsyndrom et al. 2014)
Fibrinogen 389 Patienten mit akutem | r=0,25; p<0,001 | (Choe et al.
ischamischen Schlaganfall 2013)
Kreatinin 389 Patienten mit akutem | r=-0,19; p=0,001 | (Choe et al.
ischamischen Schlaganfall 2013)
Kreatinin- 135 Patienten mit r=0,32; p=0,025 | (Marescau
Clearance chronischer et al. 1997)
(Frauen) Niereninsuffizienz (nicht
dialysiert; 23-86 Jahre;
52%Frauen)
Kreatinin- 135 Patienten mit r=0,33; p=0,003 | (Marescau
Clearance chronischer et al. 1997)
(Manner) Niereninsuffizienz (nicht
dialysiert; 23-86 Jahre;
52%Frauen)
Lysin 3037 Patienten davon r=0,35; p<0,001 | (Tomaschitz
31,5% mit akutem et al. 2014)
Koronarsyndrom
NT-pro-BNP 2971 Kaukasier (LURIC | r=-0,33; p<0,001 (Pilz et al.
Studie) 2011b)
NT-pro-BNP 108 Patienten mit r=-0,21; p<0,05 | (Atzler et al.
unbehandelter 2016¢)
pulmonalarterieller
Hypertonie;
53+17 Jahre
vWF 389 Patienten mit akutem | r=0,31; p<0,001 | (Choe et al.
ischamischen Schlaganfall 2013)
B- 389 Patienten mit akutem | r=0,31; p<0,001 | (Choe et al.
thromboglobulin | ischamischen Schlaganfall 2013)
Endothelin-1 108 Patienten r=-0,31; p<0,05 | (Atzler et al.
mit unbehandelter 2016¢)
pulmonalarterieller
Hypertonie;
53+17 Jahre
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Tabelle 4: L-Homoargininkorrelationen mit Laborparametern Fortsetzung

Laborwert Kohortenbeschreibung | Zusammenhang Quelle
ADMA 108 Patienten Keine Korrelation | (Atzler et al.
mit unbehandelter 2016¢)
pulmonalarterieller
Hypertonie;
53117 Jahre

In einer Stufenweisen multiplen linearen Regressionsanalyse konnten Tomaschitz
et al. folgende Vorhersagewerte, sortiert nach lhrem Zusammenhang, fur die der L-
hArg-Konzentration ermitteln:
1. Arginin
NT-pro-BNP
Lysin
BMI (Body Mal} Index)
Haemoglobin
eGFR
Geschlecht (Tomaschitz et al. 2014)

NOoO RN

3.2 Nachweismethoden und Messwerte fiir Homoarginin

Derzeit ist die Messung von L-hArg mit folgenden Methoden mdoglich: HPLC,
Enzym-linked Immunoassay (ELISA), Flussigkeitschromatografie 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) verodffentlicht wurden:

Tabelle 5: Quantifizierung von L-Homoarginin (L-hArg) mittels HPLC (Gellert
2017)

Methode n L-hArg in pmol/L Quelle
(Probenmaterial) Kohorte
HPLC 100 MW: 1,99 (Blackwell
(EDTA-Plasma) 23-65 Jahre Median: 1,87 et al. 2007)
Gesund 95%Konfidenzintervall:
51% mannlich 0,30-3,68
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Tabelle 5: Quantifizierung von L-Homoarginin (L-hArg) mittels HPLC (Gellert
2017) Fortsetzung

Methode n L-hArg in pmol/L Quelle
(Probenmaterial) Kohorte
HPLC 30 MW: 2,15 (Jones et al.
(Heparinplasma) SD: 0,75 2010)
Spannweite: 0,86-3,95
HPLC-MS/MS 12 gesunde MW: 2,30 (Servillo et
(Plasma) Probanden SD: 0,74 al. 2013)

Die Methodenprazision, gekennzeichnet durch den VK, ist in der nachstehenden
Tabelle zusammengefasst.

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

Methode Intra-assay | Inter-assay Relative Quelle
(Probenmate VK VK Wiederfindungsrate
rial) (Minimum-Maximum)

HPLC 1,8% 3,3% - (Blackwell
(EDTA- (n=10) (n=10) et al. 2007)
Plasma)

HPLC 1,4% 2,9% 100% (Valtonen et
(Plasma) - (n=10) (-) al. 2005)

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

Methode Intra-assay | Inter-assay Relative Quelle
(Probenmate VK VK Wiederfindungsrate
rial) (Minimum-Maximum)
HPLC 1,2% 4,6% - (Jones et al.
(Heparin- (n=10) (n=30) (91,7- 98,1%) 2010)
Plasma)
HPLC- - - 94-98% (Servillo et
MS/MS (-) al. 2013)
(Plasma)

Weitere Nachweismoglichkeiten 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 fur Diagnostika und medizinische Gerate
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mbH 2014). Der Nachweis von Homarginin erfolgt aus 20 yl EDTA-Plasma, Serum
oder Zellkulturiberstand (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische
Gerate mbH 2014; EAGLE Biosciences 2016). Die Proben kdnnen nach bis zu
6 Stunden bei 2-8°C Lagerung und bis zu 18 Monate bei -20°C Lagerung gemessen
werden (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerate mbH 2014;
EAGLE Biosciences 2016). Der Referenzbereich wird fir EDTA-Plasma und Serum
fur MWSD mit 2,0+0,7 ymol/L angegeben (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und
medizinische Gerate mbH 2014; EAGLE Biosciences 2016). Als Grundlage diente
die Messung von 252 gesunden Probanden (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und
medizinische Gerate mbH 2014; EAGLE Biosciences 2016). Angaben zur
Methodenprazision werden nur fur den Intraassay verschiedener Medien wie folgt
angegeben:

Tabelle 7: DLD Diagnostika GmbH — Variationskoeffizienten (VK) fur ELISA
(DLD Gesellschaft fiir Diagnostika und medizinische Gerate 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-Variabilitdt vor. Die Testung der Spezifitiat
ergibt eine Kreuzreaktion mit Arginin von 0,025%, und mit ADMA, SDMA und NMMA
von <0,025% (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerate mbH
2014; EAGLE Biosciences 2016). Die Sensitivitat fur Homoarginin ist mit 0,5 ymol/L
angegeben (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerate mbH 2014;
EAGLE Biosciences 2016). Die Wiederfindungsrate, auch Recovery genannt,
betragt im Durchschnitt 95% fur EDTA-Plasma, 103% fur Serum und 96% fur
Zellkulturmedium (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerate 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,
fur Kontrollproben (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerate mbH
2014), als auch fur 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 Quelle
Kohortenbeschreibung
Kalibratoren ELISA Kit r’=0,998 25 (DLD
DLD Diagnostika Gesellschaft
GmbH far
Diagnostika
und
medizinische
Gerate mbH
2014)
Kalibratoren ELISA Kit r’=0,99 4-6 (Cordts et al.
DLD Diagnostika 2015)
GmbH
Kalibratoren der LC- r’=0,97 4-6 (Cordts et al.
MS/MS 2015)
Humanes r’=0,78 144 davon: (Cordts et al.
Menschenplasma 13 gesunde 2015)
36 Angina Pectoris
95 akutes
Koronarsyndrom

Bei der Verwendung von humanen Plasmaproben zeigt sich eine 30% hohere 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 Aminosaure Trimethyllysin isoboar zu Homoarginin
ist und zu Interferenzen fuhren kdnne, da diese Aminosaure 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 fur 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 Messprazision bestehen:
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Tabelle 9: Quantifizierung von L-Homoarginin (L-hArg) mittels LC-MS/MS
Methoden (Gellert 2017)

Methode n L-hArg in pmol/L Quelle
(Proben-
material)
UPLC-QToF- 125 MW: 0,99 (van Dyk et
MS (= 60 Jahre) SD: 0,04 al. 2015)
(EDTA- Spannweite: 0,37-2,19
Plasma) 95% KI': 0,92-1,04
LC-MS/MS 3514 Median: 2,80 (Atzleret al.
Interquartilabstand: 2,14-3,54 2014a)
Hispanics Median: 3,10
Afroamerikaner Median: 2,92
Weilke Median: 2,44
LC-MS/MS 1359 Median: 2,63 (Atzler et al.
(Serum) Gesund; 95% KI: 2,08-3,32 2014b)
510 Maner Median m: 2,72
(m); Median s: 2,56
849 Frauen 95% Kl w: 1,41-5,0
(w) Spannweite: 2,08-3,32
95% Kl m: 1,20-5,53
LC-MS/MS 136 Median: 1,41 (Jazwinska-
(Plasma Interquartilabstand: 1,14-1,82 Kozuba et al.
2013)
LC-MS/MS 27 MW: 2,01 (Davids et al.
(Heparinplas SD: 0,65 2012a)
ma)
LC-MS/MS 136 MW: 2,5 (Atzler et al.
(Plasma) SD: 1 2011)

Die Prazision der Messung mittels LC-MS/MS ist in der nachfolgenden Tabelle
zusammengefasst:

Tabelle 10: Methodenprazision von LC-MS/MS Varianten (Gellert 2017);
dargestellt mit Variationskoeffizienten (VK)

Methode Intra Inter Relative Quelle
(Proben- assay VK | assay VK | Wiederfindungs-rate
material) (Minimum-Maximum)
UPLC-QToF- 1,0% - 98% (van Dyk
MS (n=6) (-) et al. 2015)
(Plasma)
LC-MS/MS 4,5% 7,5% - (Atzler et
(Plasma) (n=4) (n=13) (-) al. 2011)
LC-MS/MS 1,9% 3,1% 97,6% (Davids et
(Heparinplasm (n=15) (n=15) (95,0-100,7%) al. 2012a)
a)

' Konfidenzintervall (Kl)
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3.2.5 GC-MS und GC-MS/MS-Methoden zur Quantifizierung von
Homoarginin
Folgende Messwerte fur die L-hArg-Konzentrationen sind erhoben worden:

Tabelle 11: Quantifizierung von L-Homoarginin (L-hArg) mittels GC-MS
(Gellert 2017)

Methode n L-hArg in pmol/L Quelle

(Probe)

GC-MS 10 MW: 1,87 (Kayacelebi
(Serum und SD: 0,67 et al. 2014Db)

Plasma)

GC-MS 17 MW: 1,70 (Hanff et al.

(Plasma) (mannlich 19-35 SD: 0,62 2016)

Jahre) Median: 1,50

Bei der Methode von Hanff et al. wurden die Plasmaproben zunachst mit
methanolischen HCI behandelt (Hanff et al. 2016). Dies fUhrte zur Veresterung der
Methylgruppen (Hanff et al. 2016). Selbiges Verfahren wurde auch bei dem internen
Standard angewandt (Hanff et al. 2016). Der interne Standard enthalt statt
Wasserstoffatomen Deuteriumatome und ist somit markiert (Hanff et al. 2016). Die
Methodenprazision wird wie folgt zusammengefasst:

Tabelle 12: Methodenprazision der GC-MS bzw. GC-MS/MS (Gellert 2017)
dargestellt: Variationskoeffizient (VK)

Methode | Intraassay | Interassay Relative Quelle
VK VK Wiederfindungsrate
(Minimum-Maximum)
GC-MS 4,0% 4,0% - (Kayacelebi
(2,2-5,8%) | (0,5-7,6%) (87,7-99,2%) et al. 2014b)
GC-MS/MS 3,1% 2,9% - (Kayacelebi
(1,4-4,5%) | (0,9-5,8%) (99,6-108,8%) et al. 2014b)
GC-MS 7,5% - - (Hanff et al.
(2,4-10%) (92,6-109,1%) 2016)

3.3 Methodenvalidierung

Fir die EinfUhrung eines neuen Analyseverfahrens ist die systematische Bewertung
des Verfahrens notwendig, um die Eignung und Zuverlassigkeit zu prafen. Um die
Zuverlassigkeit bewerten zu kdnnen, sollten Kenngré3en wie Richtigkeit, Prazision,
Selektivitat, 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 fur
Diagnostika und medizinische Produkte mbH 2014 auf die sich die nachfolgenden
Testcharakteristika beziehen. Es zeigte sich ein Referenzbereich von 2,0+0,7
Mmol/L, eine untere Nachweisgrenze von 0,05 pmol/L, eine Spezifitat fur
Homoarginin von 100% bei einer Kreuzreaktivitat fur Arginin mit 0,025% und
<0,025% getestet fur ADMA, SDMA und NMMA. Die Wiederfindungsrate fur EDTA-
Plasma betrug 87-104%, im Mittel 95% in einem Messbreich von 0,66 — 6,70 pmol/L.
Die Wiederfindungsrate fur Serum betrug 97-107%, im Mittel 103% in einem
Messbereich von 1,51 — 5,10 umol/L. Die Linearitat war fur EDTA-Plasma
(Mittelwert 99%; 89-105%) und Serum (Mittelwert 103%; 96-109%) gegeben. Die
Reproduzierbarkeit wurde fir EDTA-Plasma mit einem Intraassay-VK von 3,3-6,1%
(Messbereich 0,83-2,23 ymol/L) und far Serum mit 4,6-5,6% (Messbereich 1,30-
2,73 umol/L) angegeben. Der Methodenvergleich mit der LC-MS zeigte eine
Korrelation von R=0,998 (n=25) fur EDTA-Plasma und eine Korrelation von r=0,965
(n=12) fur Serum. (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerate mbH
2014)

Durch die Erweiterung der Methode durch die Messung des Eluats aus
Trockenblutkarten ist eine erneute Bewertung der Prazision dargestellt durch VK,
und eine Bewertung der Robustheit in der neuen Praanalytischen Phase notwendig,
zudem wird grundsatzlich empfolen Laborinterne Referenzwerte zu ermitteln (U.S.
Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration 2013,
DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerate mbH 2014, Kromidas
2016).

Die Leitlinie fur die Industrie des U.S. Departments of Health and Human Services,
Food and Drug Administration von 2013 schreibt fur Ligandenbindungsassays vor,
dass die Variationkoeffizienten nicht Uber 20% sein sollten, wahrend fur die
niedrigste Konzentration ein Grenzwert von 25% gilt. Diese Arbeit orientiert sich
nachfolgend an dieser Leitlinie.

3.4 Zusammenfassung

Die nicht essentielle, kationische Aminosaure 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; Jazwinska-Kozuba et al. 2013).
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L-hArg selbst ist ein Substrat der Stickstoffmonoxidsynthase mit einer geringeren
Affinitat und Effektivitat als Arginin (Hecker et al. 1991, Moali et al. 1998, Kayacelebi
et al. 2015, Tsikas und Wu 2015). Es unterstitzt die Vasodilatation der Gefalte und
zeigt eine Bedeutung in der Endothelhomoostase (Lin und Fishman 1972, Hecker
et al. 1991). Es sind klinische Zusammenhange mit kardiovaskularen Erkrankungen
beschrieben worden (Marz et al. 2010; Pilz et al. 2011b; Drechsler et al. 2011; Atzler
et al. 2013; Atzler et al. 2014a). Weitere bisher nachgewiesene Zusammenhange
bestehen mit Diabets mellitus, Adipositas und Praklampsie (Tousoulis et al. 2010,
Sandvik et al. 2013, Khalil et al. 2013, van der Zwan et al. 2013, Tsikas und Wu
2015).

Die Messwerte fur heterogene Probanden zeigen methodenlbergreifend im
Durchschnitt eine L-hArg-Konzentrationen von 2,15 pumol/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 pmol/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,)
- Entzindungsparametern (CRP, Fibrinogen) (Choe et al. 2013, Tomaschitz
et al. 2014, Kayacelebi et al. 2014c)
- Homdostaseparametern (VWF, Fibrinogen, B-thromboglobulin) (Choe et al.
2013)
- Herzinsuffizienz (NT-pro-BNP, Ejektionsfraktion) (Pilz et al. 2011b)

Somit besteht eine zentrale Bedeutung fur L-hArg als Pradiktor flr kardiovasklarer
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
Zunachst wird das grundlegende Verfahren dargestellt, nach deren Anleitung auch
standardmafig gearbeitet wurde. Die Abweichungen der einzelnen Versuche
werden in dem jeweiligen Kapitel erlautert. 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 Laborgerate, Materialien, Reagenzien, Software

Die verwendeten Laborgerate, 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
fur Klinische Pharmakologie und Toxikologie. Die Kodierung der Probanden erfolgte
mit romischen Ziffern, welche in der nachfolgenden Tabelle aufgefiuhrt sind.

Tabelle 13: Geschlechterverteilung der Probanden

Probandennummer Geschlecht
| weiblich
I mannlich
11 mannlich
v weiblich
Vv weiblich
VI weiblich

VII mannlich
VIII mannlich
IX weiblich
X mannlich
Xl weiblich
Xl mannlich
XIlI mannlich
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4.1.3 Probengewinnung und Praparation der Trockenblutkarten

Die Trockenblutkarten, Filterpapier der Firma Sartorius stedim, werden mit je 50 pl
gut gemischtem Vollblut eines unmittelbar vor Verarbeitung venés enthommenen
EDTA-ROhrchens 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. Fur eine Probe werden je 2
Stanzlinge bendtigt und das Ergebnis mit 1,5 multipliziert. Alternativ kdnnen auch
initial 3 Spots verwendet werden, sodass eine mathematische Adaption entfallt. In
dieser Studie wurden, wenn nicht anders beschrieben, standardmafig 2 Spots
verwendet und das Ergebnis adaptiert. In Kapitel 3.3.3 konnte gezeigt werden, dass
sowohl 2 als auch 3 Spots aquivalent sind. Anschliel3end trocknete das Filterpapier
fir mindestens 24 h bei Raumtemperatur aufrechtstehend in einem Kartenstander.

Die Lagerung der Trockenblutkarten erfolgte in Plastiktiten der GroRe 14x8 cm mit
Siegelverschluss und einem 9x4 cm grof3en und 10 g schwerem Silikagelbeutel, um
Einflusse von Feuchtigkeit wahrend der Lagerung zu vermeiden. Diese lagerten fur
bis zu zwei Wochen in einem lichtundurchlassigen 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 grof3e
Kreise ausgestanzt und in einem 2,0 ml Eppendorfgefal® fur 15 Minuten mit 300 pl
Elutionsmittel bei Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert. Fur die Standards
und Kontrollen werden statt Stanzlingen 15 pl der Standardlésungen oder
Kontrollldsungen als Aquivalent eingesetzt. Im Anschluss werden die Gefale fir
5 Minuten bei 3.000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Zwei Elutionslésungen
wurden dabei hauptsachlich verwendet:
FUr die Vorversuche:

e Einfluss von Enzyminhibitoren [Kap. 2.2.2, 2.2.3]

e Vergleich Plasma und Vollblut [Kap. 2.2.1] und

e Auswabhl einer Elutionslosung [Kap. 2.2.5]
wurde das Elutionsreagenz des ADMA Card ELISAs der Firma DLD verwendet,
welches fur die Hauptversuche durch eine selbst hergestellte Elutionslosung, 1 M
TRIS-HCI gepuffert auf pH 1, ersetzt wurde.

4.1.5 ELISA-Assay

Fur 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 durchgeflhrt wird, sodass zweimal je
75 yl des Eluats in eine Reaktionsplatte pipettiert werden. Im Anschluss werden
25 ul Acylierungspuffer und 50 ul Ausgleichsreagenz in alle Vertiefungen pipettiert
und die Platte wurde fur 10 Sekunden manuell geschuttelt. Danach wurden 25 pl
des frisch angesetzten Acylierungsreagenz hinzugeflgt und die Reaktionsplatte im
Anschluss bei Raumtemperatur fur 15 Minuten auf einem Horizontalschuttler bei
300-450 rpm unabgedeckt inkubiert.

Entsprechend der Anleitung wurden 25 ul der so vorbereiteten Probe in die
Mikrotiterplatte pipettiert und mit 50 pl Antiserum erganzt, um far 90 Minuten mit
einer Folie abgedeckt auf einem Horziontalschittler bei 300-450 rpm bei
Raumtemperatur zu inkubieren. Der 4-malige Waschvorgang wurde durch den
MRW Waschautomat maschinell durchgefihrt, bevor 100 ul Konjugat hinzugefugt
und fur 25 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horziontalschuttler inkubiert
wurden. Nach einem erneuten 4-maligen Waschvorgang wurde das Substrat
zugegeben und auf dieselbe Weise inkubiert. Nach Erganzen der 100 pl
Stopplésung erfolgte die Endpunktabsorptionsmessung bei 450 nm bei einer
Referenzwellenlange von 620 nm mittels Tecan Sunrise. Wurden fir 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 verfugbar. Als Vorversuche werden alle
Prozesse in der Probenvorbereitung bezeichnet:
Vergleich zwischen Vollblut und Plasma
Praparation der Trockenblutkarten mit Arginase-Hemmstoffen
Praparation der Trockenblutkarten mit Protease-Inhibitoren
e Wahl der Elutionslésung
Eine Modifikation am ELISA wurde nicht vorgenommen.

4.2.1 Vergleich von Plasma und Vollblut

Fur den Vergleich der L-hArg-Werte aus Plasma und Vollblut wurden von 3
Probanden 2 EDTA Monovetten vends entnommen. Eine Abweichung vom
Standardprotokoll erfolgte fur die Plasmaprobe, wobei das flr die Plasmamessung
bestimmte Rohrchen bei 4500 rcf fur 20 Minuten zentrifugiert und unmittelbar 50 pl
des uberstehenden Plasmas auf die Trockenblutkarte pipettiert wurden. Die weitere
Verarbeitung erfolgte gemal 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 pl des
Enzyminhibitors auf die Trockenblutkarten pipettiert, wobei der markierte Kreis bis
zur Begrenzung vollstandig benetzt war. Nach mindestens zweistundiger
Trocknung wurden 50 pl Vollblut auf die Karten pipettiert und flir mindestens 24
Stunden in einem Kartenstander stehend getrocknet. Diese wurden mit Proben
verglichen, welche nicht zuvor mit Nor-NOHA vorbehandelt wurden. Um eine
Interferenz durch den Hemmstoff auszuschliel3en, wurden Spots gemessen, die nur
mit dem Arginase-Hemmstoff, ohne weitere humane Blutprodukte inkubiert wurden.
Fir eine schematische Darstellung siehe Abbildung 5. Die Messungen wurden von
einem Probanden in sechsfacher Bestimmung durchgefuhrt, wahrend die
Eigenpositivitat mit 2 Messungen ermittelt wurde. Die Auswertung erfolgte mit
deskriptiver Statistik und bei Normalverteilung und Varianzhomogenitat einem
gepaarten t-Test.

Yollblut vollblut und Nor-NOHA MNor-NOHA

Abbildung 5: Trockenblutkartenpraparation fiir 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
enthalt folgende Komponenten in folgender Konzentration im Uberblick:

- 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF) 104 mM

- Apoprotinin 80 uM

- Bestatin-hydrochlorid 4 mM

- E-641,4 mM

- Leupeptin 2 mM

- Pepstatin A 1,5 mM

Davon wurde fur die Praparation der Trockenblutkarte 25 pL unverdinnter
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 (Pl) Einflusses wurden auf die
Trockenblutkarten 25 pl 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 fur 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 Eigenpositivitat des PI-Gemisches gemessen. Als
Elutionsreagenz wurde das ADMA Reagenz verwendet. In diesem wurden auch die
Standardreihe und Kontrollen verdinnt. Zur Prifung eines Unterschiedes bei
Enzyminhibitoreinsatz wurde zusatzlich zur deskriptiven Statistik eine ANOVA nach
bonferroni berechnet.

4.2.3.2 Einfluss von Proteasinhibitoren mit 1M TRIS-HCI (pH 1)

Um den Einfluss der eigens hergestellten Elutionsldsung auszutesten wurde der L-
hArg-Wert von 3 Probanden aus Trockenblutkarten in folgender Konstellation in
funffacher Messwiederholung ermittelt:

a) Vollblut ohne Proteaseinhibitor

b) Vollblut mit Proteaseinhibitor

c) Plasma ohne Proteaseinhibitor

d) Plasma mit Proteaseinhibitor

Dazu wurden mit 25 pl Proteaseinhibitor vorpraparierte Trockenblutkarten mit 50 pl
Vollblut aus EDTA-Monovetten oder 50 pl Plasma aus einer zweiten zeitgleich
abgenommenen EDTA-Monovette auf die Spots pipettiert. Mit Hilfe dieser Messung
konnten b) und d) ermittelt werden. Wahrend fur die L-hArg-Messung a) und c) keine
vorpraparierten Trockenblutkarten verwendet wurden. Die Verarbeitung erfolgte
gemall dem Standardprotokoll unter Verwendung von 1 M TRIS-HCI, pH 1, fur die
Elution der Trockenblutspots und zur Verdinnung der Standards und Kontrollen.

Erganzend wurde die Eigenpositivitdt des Proteaseinhibitors ermittelt, indem in 5-
maliger Messung die Losung des PI-Cocktails im selben Verhaltnis wie
Standardslésungen, 25 ul direkt mit den 300 yl TRIS-HCI Puffer (pH 1) inkubiert
wurden. Als zweites Verfahren wurden ebenfalls 5-malig 25 pl auf die Spots der
Trockenblutkarten pippettiert ausgestanzt und mit 300 pl Elutionspuffer inkubiert.
Die anschliefende Weiterverarbeitung erfolgte gemaf’ der Anleitung Anhang 13.1.
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4.2.4 Elutionslosungen

Die Auswahl der Elutionslésungen erfolgte nach folgendem Schema:

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

Auswabhl der Elutionslosungen mit ausreichendem
Homoargininnachweis

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

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

3. Quantitative Hamoglobinmessung (n=10)

Auswabhl der Elutionslosungen mit geringster
relativer und absoluter Streuung der
Hamoglobinextraktion

4. Intraassay zwei ausgewahlter
Elutionslésungen (n=2)

Abbildung 6: Auswahlverfahren fiir Elutionslésungen

Zunachst wurden aus der Literatur folgende Elutionslosungen ausgewahlt und
gescreent:

Tabelle 14: Ubersicht der Elutionslésungen

Elutionslésungen
Acetonitril Methanol mit Salzsaure 0,001M
Ameisensaure 0,005M Methanol mit Salzsaure 0,005M
CHAPS Methanol mit Salzsaure 0,01M
Citrat-Phosphatpuffer (pH 2,6) Methanol mit Salzsaure 0,1M
Citrat-Phosphatpuffer (pH 4) Methanol mit Ameisensaure 0,001M
Citrat-Phosphatpuffer (pH 6) Methanol mit Ameisensaure 0,005M
DMSO Methanol mit Ameisensaure 0,01M
Ethanol 50% Methanol mit Ameisensaure 0,1M
Methanol 100% Methanol mit
Methanol 50% Salzsaure und Ameisensaure
Methanol 80%/Acetonitril 20% Jeweils 0,1M
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Tabelle 14: Ubersicht der Elutionslésungen Fortsetzung

Elutionslésungen
1M PBS Salzsgure 0,005M
1M PBS-HCI (pH 4) Salzsaure 0,02M
1M PBS-HCI (pH 2) Salzsaure 0,2M
1M PBS-HCI (pH 1) Salzsaure 18%
1M PBS-HCI (pH 1) mit Aceton 0,1% Sodiumdodecylsulfat
1M PBS-HCI (pH 1) mit Aceton 1% Sulfosalicylsdure-dihydrat 0,5M
1M PBS-HCI (pH 1) mit Aceton 5% Sulfosalicylsdure-dihydrat 1M
1M PBS-HCI (pH 1) mit Ameisensaure 5% Trichloressigsaure 0,5M
1M PBS-HCI (pH 1) mit Ameisensaure 1% Trichloressigsaure 1M
1M PBS-HCI (pH 1) mit Ameisensaure 0,1% TRIS (pH 7,4) 1M
1M PBS-HCI (pH 1) mit Ameisenséaure 0,001% | 1M TRIS-HCI (pH 1)
1M PBS-HCI (pH 1) mit EDTA 0,5M 1M TRIS-HCI (pH 2)
1M PBS-HCI (pH 1) mit Formalin 1% Tween 20
1M PBS-HCI (pH 1) mit N-succinyl-Hydroxid Wasser destilliert

Wasser 0,9% NaCl

Dazu wurde eine 20-minutige Elution bei Raumtemperatur in 300 pl der gelisteten
Lésungen als Einfachbestimmung durchgefihrt und der L-hArg-Wert bestimmt. Als
Referenz diente daflr zunachst das Elutionsreagenz des ADMA Card ELISAs der
Firma DLD Diagnostika GmbH. Dieses wurde ebenfalls fur die Kalibrierung und
dreimaliger L-hArg-Doppelbestimmung in Vollblut eines Probanden verwendet,
sodass diese Probe in diversen Elutionslosungen mit der Elutionsldésunge des
kommerziellen ADMA Card ELISAs verglichen werden konnte.

Zur Beurteilung einer suffizienten L-hArg-Elution wurden die
Messergebnissegemall der Formel 1 ins Verhaltnis zu den L-hArg-Werten mit dem
kommerziellen Elutionsreagenz gesezt.

Formel 1: Berechnung des Homoargininertrages

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

L-hArg [%] =

Wenn die L-hArg-Werte 260% waren, wurde im nachsten Schritt die Kompatibilitat
mit dem ELISA getestet. Dazu wurde im ELISA, kalibriert mit dem DLD Reagenz,
nur die Elutionslésung ohne Verwendung eines Spots eingesetzt.

Nach Auswahl der kompatiblen und nicht eigenpositiven Elutionslésungen erfolgte
eine Hamoglobinmessung der verbleibenden Elutionsreagenzien mit dem
.,Haemoglobin Assay Kit* der Firma Sigma-Aldrich. Zuerst wurde die
Hamoglobinextraktion nach folgendem Schema makroskopisch beurteilt:
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Tabelle 15: Beurteilung der Hamolyse

Kodierung | Makroskopisch sichtbare Hamolyse
0 Keine
1 Gering
2 MaRig
3 Stark

Im Anschluss erfolgte eine quantitative Hamoglobinmessung mittels ,Hemoglobin
Assay Kit“ der Firma Sigma Aldrich. Dazu wurden 50 uL der Elutionslésung und
oder einer Verdlinnung der Elutionslésung mit dem Reagenz inkubiert und nach 5
Minuten die Absorption bei 400nm gemessen. Die Konzentrationsberechnung
erfolgte aufgrund des mitgefuhrten Standards mit 100 mg/dL Hamoglobin. Die 10
verbliebenen Elutionsldsungen der Phase 3 sind in der Tabelle 16 aufgelistet.

Tabelle 16: Elutionsmitel der Phase 3
Elutionsmittel

0,1M TRIS-HCI pH 1
1M PBS-HCI pH 1
1M PBS-HCI pH 1
1M PBS-HCI pH 1 mit Aceton 1%
1M PBS-HCI pH 1 mit Aceton 5%
1M PBS-HCI pH 3
1M TRIS-HCI pH 1
H20
HCI 0,05
HCI 0,2M
Zitronensaurephosphatpuffer

Von diesen 10 Elutionslésungen mit unterschiedlichem Grad der Hamoglobinelution
wurden H20 und TRIS-HCI, gepuffert bei pH 1, aufgrund lhrer Eigenschaften,
ausgewahlt und beide in einem eigenstandigen Intraassay gemessen, um die
Malzahlen als weiteres Auswahlkriterium zu eruieren. Es wurden 4 Probanden mit
je 5 Messwiederholungen pro Elutionsmittel gemessen fir:

e DLD Diagnostika

e 1M TRIS-HCI pH 1

e H20O

Bei zwei Probanden [VI, VII] wurde die Kalibrierung und Qualitatskontrollen unter
Verwendung des ADMA Card ELISAs durchgefuhrt. Bei den anderen zwei
Probanden [l, II] erfolgte dies mit dem selbsthergestellten Elutionsmittel 1 M TRIS-
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HCI pH 1. Fir die endgultige Entscheidung des Elutionsmittels wurden folgende
Kriterien berucksichtigt:
a. Kompatibilitat mit dem ELISA
keine Falsch-positiven Werte im ELISA
Kosten
Aufwand der Herstellung
Stabilitat des Reagenzes
Anwenderfreundlichkeit
MaRzahlen (Standardabweichung, Variationskoeffizient)
Geringste Variation der Hamoglobinelution

S@ "m0 o000

4.3 Methodenvalidierung

4.3.1 Messprazision

Zur Ermittlung der Messprazision wurden zwei Mikrotiterplatte nach Zugabe der
Stopplésung 3-4 Mal hintereinander mit demselben Gerat gemessen. Fur jede
Mirkotiterplatte erfolgte eine Berechnung der Variationskoeffizienten der Standards
und Kontrollen.

4.3.2 Intraassay

Fur den Intraassayvergleich wurden je 5 Proben von 9 Probanden, 5 mannliche und
4 weibliche, in dem beschriebenen regularen Verfahren in demselben Testansatz
durchgefuhrt. Es wurde auf Mittelwert, Standardabweichung und
Variationskoeffizient gepruft und eine Spannweite mit dem Schwellenwert von 2,5
bis 98,5% der gesamten Messwerte eines Geschlechts ermittelt.

4.3.3 Interassay

FUr den Interassayvergleich wurde in finf verschiedenen Testansatzen 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 finf verschiedenen Testansatzen gemessen. Diese funf Testansatze wurden in
einem Zeitraum von 3 Tagen durchgeflhrt und die Auswertung erfolgte wie bei dem
Intraassayvergleich.
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4.3.4 Personenvariabilitat

Indem drei Probanden, |, X und XIV taglich fur einen Zeitraum von funf Tagen
Kapillarblut entnommen wurde, wurde die Variabilitat 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 fallt. Dieser
Vorgang ist solange zu wiederholen, bis der schwarz markierte Kreis vollstandig mit
Blut betropft ist. Dies entspricht etwa 1-2 Tropfen. Die Messung der L-hArg-
Konzentration erfolgte gemaf dem Standardprotokoll innerhalb von 14 Tagen.

4.3.5 Einfluss der Spotvariabilitat

Die Blutprobe eines Probanden wurde entsprechend der Standardanleitung mit
50 ul 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 anschlieRend 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 Verhaltnis von venésem und kapillarem Blut

Die Funffachmessung erfolgte sowohl von kapillar entnommenem Vollblut, als auch
von vends entnommenem Vollblut dreier Probanden. Dabei entsprach die vendse
Blutentnahme der Kontrollprobe und die Trockenblutkarte wurde mit 50 ul pro Spot
betropft. Das vendse 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
erlautert, wahrend hier die Kontrollgruppe beschrieben wird. Die Kontrollproben
lagerten in Plastiktuten der GroRe 14 x 8 cm mit Siegelverschluss und einem
9 x4 cm grol3en und 10 g schwerem Silikagel in einem lichtundurchlassigem und
bei Raumtemperatur von 21°C temperaturstabilem Karton immer flr denselben
Zeitraum, wie die modifizierten Proben. Die zu verglichenden Proben wurden immer
vom selben Probanden am selben Tag enthommen 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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Varianzhomogenitat aufwiesen erfolgte die statistische Auswertung mit einem
gepaarten t-Test. Bei nicht erfullten Anforderungen fir den t-Test erfolgte alternativ
ein Wilcoxon Test. Widerum fur Analysen mit mehreren Probanden erfolgte eine
ANOVA mit Post-hoc Test nach Bonferroni.

4.4.1 Einfluss von Hamolyse

Die Blutentnahme eines Probanden erfolgte in zwei EDTA-Monovetten. Wahrend
die Kontrollproben gemaly der Anleitung verarbeitet wurde, erfolgte bei der
modifizierten Methode eine vorherige mechanische Hamolyse. Diese wurde
herbeigefiihrt, indem mit einer 20 ml Spritze und einer 22G x 1'/4 Kaniile der GroRke
12 25-mal das geschuttelte Blut zligig aufgezogen und in das EDTA-ROhrchen
zuruckgespritzt wurde. Zwischen 10 Zigen wurde zudem kraftig geschittelt.
AnschlieRend 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 anschlieBend Uber 3 Tage getrocknet. Zwei dieser
Trockenblutkarten wurden anschlieRend 5 Mal flr 16 Stunden bei -20°C eingefroren
und 5-mal fur 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 pl, 50 ul, 75 pl und 100 pl]
mit der Elutionslésung 1 M TRIS-HCI (pH 1) eluiert und entsprechend der Anleitung
der L-hArg-Wert bestimmt. Fur eine Stichprobe wurden 2 Spots verwendet. Zur
Veranschaulichung der Diffusionskapazitat des Filterpapieres sind in der Abbildung
die kleinste, grofite und eine mittlere Menge dargestellt. Der ausgestanzte Spot war
dabei immer vollstandig mit Blut betropft, siehe dazu die nachstehende Abbildung.
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Abbildung 7: Trockenblutkarten bei verschiedenen Blutvolumina

4.4.4 Stabilitat gegeniiber Tageslicht

Uber einen Zeitraum von 30 Tagen wurden 2 Trockenblutkarten zweier Probanden
fur 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 Hohe von 11,5 cm, flach
aufgelegt worden. Mit dem integrierten Thermometer des 60 x 30 cm grof3en
Terrariums konnte die Temperatur uUberwacht werden. Um weitere Lichteinfliisse zu
vermeiden, wurde das Terrarium an einem sonnenfreien Ort platziert. Diese Proben
wurden wiederum mit der Kontrollproben verglichen, welche trocken und
lichtgeschutzt gemaR Kapitel 2.4 beschrieben, gelagert wurde.

Abbildung 8: Versuchsaufbau fiir Stabilitat gegeniiber Tageslicht

4.4.5 Klimatische Stabilitat

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

Abbildung 9: Versuchsaufbau der klimatischen Stabilitat

4.4.6 Stabilitat in der Lagerungsdauer

Um die Stabilitat von L-hArg zu ermitteln, wurden Proben von 5 verschiedenen
Probanden verwendet. Davon 3 weibliche Probanden, die die héchste, niedrigste
und einen mittlere L-hArg-Konzentration aufwiesen und 2 mannliche Probanden
welche beide im mittleren selbstermitteltem Gesamtreferenzbereich liegen. Die
Messwiederholungen und die Zeitrdume sind der Tabelle zu entnehmen. Die
unterschiedliche Anzahl der Messweiderholungen resultiert aus dem Ziel,
Teilversuche zu kombinieren und Mikrotiterplatten 6konomisch auszunutzen. Die
Auswertung erfolgte deskriptiv.
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Tabelle 17: Versuchsaufbau Probenstabilitat

Proband | Geschlecht | Probenalter in Tagen n
zum Messzeitpunkt
1 mannlich 1
6-8
19

32 (1 Monat)
183 (6 Monate)
277 (9 Monate)
v weiblich 1

6-8
19

32 (1 Monat)
183 (6 Monate)
277 (9 Monate)
V weiblich 1

6-8
19

32 (1 Monat)
182 (6 Monate)
276 (9 Monate)
X mannlich 5-7

20

31 (1 Monat)
91 (3 Monate)
182 (6 Monate)
276 (9 Monate)
weiblich 5

8
28 (1 Monat)
42
102 (3 Monate)
193 (6 Monate)
287 (9 Monate)

WWLWWwhrbhAhbhoowwoibdhowowoaobhooaw woadr~bbhhoowoadr~obs

4.5 Methodenanwendung

Die etablierte Methode zur Messung von L-hArg wurde im Anschluss auf die Proben
der Studie einer chilenischen Kohorte angewendet (LUneburg et al. 2016).

Die Trockenblutkarten stammen von 40 chilenischen Manner, im Alter von 17-19,
welche zur militarischen  Grundausbildung eingezogen wurden. Die
Grundausbildung erfolgte in 4000 m Hohe. Es wurden Trockenblutkarten der
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Rekruten bei Beginn auf Hohe des Meeresspiegels und wahrend der Ausbildung in
4000 m Hoéhe im Verlauf von 6 Monaten gewonnen.

4.5.1 Qualitatsbeurteilung der Trockenblutkarten

Es erfolgte eine Qualitatsbeurteilung der betropften Trockenblutkarten, um eine
Fehlinterpretation aufgrund geringer Probenmenge ausschlielen zu koénnen.
Beurteilt wurde der Durchmesser des Vollblutspots und die Vollstandigkeit der
Benetzung auf der Ruckseite nach folgendem Schema:

Tabelle 18: Qualitatsbeurteilung der Chileproben

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

E J ~ i

Abbildung 10: Benetzung auf der Riickseite: vollsténdig - teilweise - keine Benetzung

© ©® ™

Fillen Sie jeden Kreis mit je einem Blutstropfen
volistandig aus.
Fill each circle completely with one drop of blood.

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

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

4.5.2 L-Homoargininkonzentration nach Héhenexposition

Die statistische Auswertung der L-hArg-Konzentration zum Zeitpunkt 0 und nach 6
Monaten erfolgte nach Prufung der Normalverteilung mittels t-Test fur die gesamte
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Stichprobe (n=40). Eine erneute Anwendung des Testes wurde flr eine nicht von
der Qualitat 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 Qualitat, als auch mit
dem L-hArg-Wertes gesunken sind und 44, 61 und 116, die sowohl in Qualitat, 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
mannliche Rekruten im Alter von 18,5%£1,3 Jahren (MWzSD). Wahrend der
Hamatokrit nach 6-monatiger Hohenexposition von 45,0+1,6% auf 48,912,3%
(MW=SD) und Hamoglobin von 15,1+0,7 g/dL auf 16,2+0,8 g/dL (MW+SD) stiegen,
sanken die O2-Sattigung von 98,1+0,6% auf 90,3+4,9% (MWz=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)
(LUneburg et al. 2017).

Die Korrelation mit laborchemischen Parametern erfolgte entsprechend der
Normalverteilung und Varianzhomogenitat der Daten mittels Pearsonskorrelation
oder bei nicht vorhandener Normalverteilung und Varianzhomogenitat nach
Spearmans-Rho fur intervallskalierte Daten. Die Analyse der ordinalskalierten
Daten der Umfrageergebnisse wurden mittels Rangkorrelation nach Kendall's Tau
gepruft. Die nominalen Daten, wie Leben in Hohe zuvor und Rauchen wurden im
Chi-Quadrat-Test analysiert. Die detaillierte Zuordnung der Testverfahren fur 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 Uber 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 Uber mehrer Jahre gelagert. Die Messung fand im Vergleich zu den
Trockenblutkarten ein Jahr spater 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 gegenubergestellt. Bei vorliegender
Normalverteilung erfolgte eine Korrelationsanalyse nach Pearson zwischen Plasma
und Vollblut mit und ohne Gruppierung der Daten nach Zeit und Qualitat.
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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 Standardiésungen wurde eine Konzentrationsreihe
gemessen und auf die L-hArg-Konzentration = entsprechend  des
Absorptionsergebnisses der Probe, die Konzentration errechnet. Folgende Grafik
zeigt die Standardkonzentrationsreihe:

3 Standardkurve
25
2
(a) | —r——— o
15 == T
(o] —
i S
o
-
1 |
05
0
0.001 0.01 0.1 1 10
Konzentration%gmolll
- Grp. 1: A=1.5523 B=0.92191 C=4.3844 D=0.57574 d =0.0082364 r=0.99917

Abbildung 12: Standardkurve der ELISA Messung
(DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerdate GmbH 2014)

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

Die separate Darstellung der Ergebnisse vom Vergleich von Vollblut mit Plasma,
Einfluss von Enzyminhibitoren und Elutionsldésungen erfolgt in den jeweiligen

Unterkapiteln.

5.2.1 Vergleich Vollblut und Plasma

Die gemessene L-hArg-Konzentration in der Elutionslésung des ADMA Card
ELISAs von DLD Diagnostik war bei allen drei Probanden im Vollblut deutlich hdher
als im Plasma. Das prozentuale Verhaltnis 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

Proband | Relative Homoargininkonzentration im Vollblut
I 230%
XI 150%
XV 207%
Mittel = SD 195%

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%
Xl 23% 20%
XV 3% 7%
Mittel £ SD 12% 15%
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Abbildung 13: Vergleich Vollblut und Plasma

n=5; MW+SD; Probanden: I, XI, XIV; **p<0,01; ***p<0,001,
ANOVA mit Post-hoc Test nach Bonferroni

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 Starke der Evidenz wird wie folgt klassifiziert: * entspricht
p<0,05, ** entspricht p<0,01 und *** entspricht p<0,001. Diese Klassifizierung gilt
fur 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 Erhdhung, noch zu einer
Verminderung der Homoargininkonzentration fuhrt. Auffallend ist die doppelt so
grol3e Streubreite unter Verwendung von Proteaseinhibitor. Die Testung des
Inhibitors ohne Probe im ELISA ergibt eine Konzentration von 0,24 pmol/L und ist
oberhalb der Messgrenze von 0,05 pmol/L.
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Abbildung 14: Einfluss von Arginaseinhibitor

n=6; MW+SD; n.s., gepaarter t-Test bei Normalverteilung und
heterogener Varianz; Interferenz des Inhibitors mit dem ELISA da
Inhibitor > 0,05 pmol/L

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 Elutionslésung zu
ermitteln, erfolgte die Versuchsreihe zunachst im ADMA-Reagenz der Firma DLD
Diagnostik und anschlieRend erneut mit dem selbsthergestelltem Elutionsreagenz,
der 1 M TRIS-HCI Lésung, gepuffert bei pH 1. Die Ergebnisdarstellung erfolgt
getrennt entsprechend der Elutionslésung.

5.2.3.1 Proteaseinhibitoren im Elutionsreagenz des ADMA Card ELISA

Im Elutionsreagenz des ADMA Card ELISAs zeigte sich unter Verwendung des
Proteaseinhibitormixes eine Erhdhung der gemessenen Homoargininkonzentration
um durchschnittlich +124% im Plasma und +47% im Vollblut.

45



Ergebnisse

Tabelle 21: Einfluss von Proteaseinhibitor im ADMA Reagenz

Proband Erhdhung im Erhdhung im
Plasma Voliblut
| +152% +43%
Xl +100% +53%
XV +121% +45%
Mittel +124% +47%
Weiterhin  wurde die Interferenz  des  Trockenblutkarteneluates des
Proteaseinhibitors getestet. Dazu wurden 25ul 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 pmol/L,
welcher die untere Messgrenze von 0,05 pmol/L Uberschreitet und somit positiv ist.
Des Weiteren zeigt sich ein signifikanter Unterschied durch den Einsatz von
Proteaseinhibitor auf zusatzlich mit Blut betropften Trockenblutkarten (p <0,0001,
ANOVA nach Bonferroni).
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Abbildung 15: Einfluss der Proteaseinhibitoren im ADMA Card ELISA Elutionspuffer

n=5; MW=SD; getestete Probanden: |, Xl und XIV, fir Plasma (links): ***p<0,001, ANOVA mit Post-
hoc Test nach Bonferroni, fir Vollblut (rechts): ***p<0,001, **p<0,01, ANOVA mit Post-hoc Test
nach Bonferroni; Interferenz des Proteaseinhibitors 0,35 pmol/L

Im Elutionsmittel des ADMA Card ELISAs konnte gezeigt werden, dass der
Variationskoeffizient unter Verwendung eines Proteaseinhibitorgemisches im

Plasma etwas geringer wurde, im Vollblut jedoch unverandert blieb, siehe Tabelle
25.
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Tabelle 22: Variationskoeffizient (VK) unter Einfluss des
Proteaseinhibitorgemisches (PI)

Proband VK Plasma VK Plasma mit PI
I 17% 17%
Xl 20% 13%
XV 7% 3%
Mittel 15% 11%
Proband VK Voliblut VK Vollblut mit PI
I 9% 11%
Xl 23% 15%
XV 3% 10%
Mittel 12% 12%

Zusammenfassend ist die signifikante Erhéhung 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-HCI

Derselbe Versuchsaufbau im selbst hergestellten Elutionsreagenz 1 M TRIS-HCI
mit pH1 zeigt im Vergleich folgende Ergebnisse: Der Einfluss des
Proteaseinhibitors fuhrt auch in der Elutionslésung TRIS-HCI zu hoheren
Messwerten von L-hArg. Diese L-hArg-Konzentrationen werden durch die
Verwendung des Proteaseinhibitors um +244% im Plasma und +54% im Vollblut
erhoht.

Tabelle 23: Einfluss des Proteaseinhibitors im TRIS-HCI

Proband Erhdhung im Erhdhung im
Plasma Vollblut
| +247% +48%
Xl +228% +78%
X +257% +76%
Mittel +244% +54%
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Die Verwendung des Proteaseinhibitors fuhrt zu einer signifikanten Veranderung
der messbaren Homoargininkonzentration, (p<0,0001, ANOVA nach Bonferroni) im
Plasma als auch im Vollblut. Der Post-Hoc Test zeigte fur alle Probanden
signifikante Unterschiede, wie es die nachfolgende Abbildung darstellt. Die

Erhdhung der Homoargininkonzentration durch den Proteaseinhibitor betragt i.D.
+244% im Plasma, und +54% im Vollblut.
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Abbildung 16: Einfluss der Proteaseinhibtoren im 1M TRIS-HCI pH1 Elutionspuffer

n=5; MW=SD; getestete Probanden: |, Xl und X, fir Plasma (links): ***p<0,001, ANOVA mit Post-hoc

Test nach Bonferroni, fir Vollblut (rechts): ***p<0,001, *p<0,05, ANOVA mit Post-hoc Test nach
Bonferroni: keine Interferenz des Pl

Werden nur 25 uL des Proteaseinhibitors auf die Trockenblukarte aufgetragen,
kommt es zu keiner Interferenz bei der Verwendung von 1 M TRIS-HCI (pH 1) als
Elutionslosung (MW+SD: 0,04+0,1 pmol/; n=5). Die untere Messgrenze des ELISA
betragt 0,05 umol/L und wirde bei der Verwendung von 25 uL puren
Proteaseinhibitorgemisches im ELISA bei Verwendung von von 1 M TRIS-HCI
(pH 1) zu Interferenzen fuhren (MWzSD: 0,16£0,0 ymol/; n=5).

Die Variationskoeffizienten unter Verwendung des TRIS-HCI Elutionsreagenzes
veranderten sich mit Zusatz des Proteaseinhibitors nicht (Tabelle 27).
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Tabelle 24: Variationskoeffizient (VK) ohne und mit Proteaseinhibitor (PI) in
TRIS-HCI

Proband VK Plasma VK Plasma mit PI
I 19% 21%
Xl 7% 17%
X 14% 20%
Mittel 13% 19%
Proband VK Voliblut VK Vollblut mit PI
I 15% 10%
Xl 21% 24%
X 20% 21%
Mittel 19% 18%

Zusammenfassend fuhrt auch in der Elutionslésung TRIS-HCI pH 1 der
Proteaseinhibitor zu deutlich hdher gemessenen L-hArg-Konzentrationen. Die
Variationskoeffizienten wurden durch den Einsatz von Proteaseinhibitor nicht
verandert.

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 fuhrt zu keiner
signifikanten Veranderung der gemessenen L-hArg-Konzentrationen. Im Gegensatz
dazu fuhrt der Proteaseinhibitor zu einer signifikanten Erhéhung der gemessenen
L-hArg-Konzentrationen, sowohl im Plasma, als auch im Vollblut, unabhangig von
der gewahlten Elutionslésung. Die im Proteaseinhibitor selbst gemessene L-hArg-
Konzentration kann diese Erh6hung nicht alleine erklaren.

5.2.5 Elutionslosungen

Die Auswahl von geeigneten Elutionslésungen erfolgte in verschiedenen Stufen:
1. Screening der Elutionsldsungen auf ausreichende L-hArg-Elution
2. Screening auf Kompatibilitdt mit dem ELISA
3. Auswahl der besseren Elutionsreagenzien verschiedener Variationen,
inklusive quantitative Hamoglobinbestimmung des Eluats
4. Intraassay zweier Elutionsldsungen im Vergleich

5.2.5.1 Auswahl der Elutionslésungen Stufe 1 und 2

Es wurden 49 Elutionslésungen auf lhre Elutionsfahigkeit und Stabilisierung von L-
hArg mit einem Probenumfang von n=1 pro Elutionslésung gepruft. Dabei zeigte
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sich bei einigen Ldsungen eine unzureichende Elution von L-hArg aus den
Trockenblutkarten, sodass diese von weiteren Versuchen ausgeschlossen wurden.
Als Vergleich fur die L-hArg-Konzentration diente das Elutionsreagenz des ADMA
Card ELISA. Der L-hArg-Wert wurde prozentual an der Referenz in folgender
Tabelle zuzlglich der Hdmoglobinextraktionsfahigkeit dargestellt:

Tabelle 25: Ausschluss von Elutionslosungen mit zu geringem

Homoargininnachweis

Ausgeschlossene L-hArg% zum Hamoglobinextraktion
Elutionslosung Elutionsreagenz | Kodierung 0-3 (keine —
des ADMA Card starke Extraktion)
ELISAs

MeOH 25,99% 0
ACN 18,14% 0
MEOH 80/ACN 20 26,61% 0
DMSO 42,83% 2-3
HCI 0,2M 47,53% 2-3
Citrat-Phosphat pH 2,6 53,02% 2-3
MeOH-HCI 0,01M 36,23% 2
MeOH-HCI 0,005M 38,14% 0
MeOH-HCI 0,001M 30,72% 1
MeOH-HCI-Ameisensaure 42,64% 0
0,001M
TRIS-HCI pH 2,0 57,86% 3
PBS-HCI Ameisensaure 1% 48,50% 2
PBS-HCI Formalin 0,1% 27,74% 2
PBS-HCI-N-succinyl-Hydroxid 0,07% 2

Im Gegensatz dazu, konnte bei folgenden Lésungen der nachfolgenden Tabelle
eine sehr hohe, bis maximale L-hArg-Konzentration nachgewiesen werden. Diese
Elutionsldsungen wurden in einem weiteren Versuch ohne Zugabe einer Probe mit
dem ELISA gemessen. Bei Uberschreitung der unteren Nachweisgrenze von
0,3 ymol/L, wurden diese aufgrund einer falsch positiven Ergebnisdarstellung

ausgeschlossen.

Tabelle 26: Nicht mit dem ELISA kompatible Elutionslosungen

Nicht kompatibel mit ELISA

L-hArg Messung ohne Probe

Trichloressigsaure (0,5M und 1M)
Sulfosalicylsaure-dihydrat  (0,5M
1M)

Ethanol 50%

Salzsaure 18%

Salzsaure 1M

PBS-HCI (pH 1) mit Formalin 1%

Beide Max

und Max

1,08 umol/L
Max
Max

0,97 pymol/L
Ma
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Tabelle 26: Nicht mit dem ELISA kompatible Elutionslosungen

Fortsetzung

Nicht kompatibel mit ELISA

L-hArg Messung ohne Probe

PBS-HCI (pH 1) mit Ameisensaure 5%
PBS-HCI (pH 1) mit Ameisensaure 1%
MeOH-Ameisensaure + HCI 0,005% je

0,97 pymol/L
0,27 pymol/L

Die Elutionslosungen, die weiteren Auswahltests unterliegen sind in der nachsten
Tabelle zusammengefasst. Erganzt wurde die Eigenschaft der Hamoglobinelution,
welche makroskopisch beurteilt wurde.

Tabelle 27: Elutionslosungen mit ausreichender Homoarginin-Elution und

Kompatibilitat mit dem ELISA

(Stufe 1 und 2)

Elutionslosung

Homoarginin% zum
Elutionsreagenz des
ADMA Card ELISAs

Hamoglobinelution

Citrat-Phosphat pH 6 78,6% 2-3
Citrat-Phosphat pH 5 76,99% 2-3
Citrat-Phosphat pH 4 63,83% 2-3
Citrat-Phosphat pH 3 62,45% 2-3
H20 106% 2-3
HCI 0,02M 69,55% 2-3
MeOH-Ameisensaure 0,1M 202,39% 3
MeOH-Ameisensaure 0,01M 155,05% 2
MeOH-Ameisensaure 0,0056M 60,01% 1
MeOH-Ameisensaure 0,001M 81,02% 0
MeOH-HCI 0,1M 90,04% 3
MeOH-HCI-Ameisensaure 90,04% 0
0,005M

TRIS-HCI pH 1 71,00% 0-1
PBS-HCI pH 4,0 112,87% 2
PBS-HCI pH 2,0 115,42% 2
PBS-HCI pH 1,0 105,84% 1
PBS-HCI pH 1 Aceton 0,1% 82,29% 2
PBS-HCI pH 1 Aceton 1% 113,55% 2
PBS-HCI pH 1 Aceton 5% 116,63% 2
PBS-HCI pH 1 Ameisensaure 113,55% 2
0,1%

PBS-HCI pH 1 Ameisensaure 64,30% 2
0,001%

PBS-HCI pH 1 EDTA 0,5M 109,59% 3
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5.2.5.2 Auswahl der Elutionslosungen Stufe 3

Die verbliebenen Elutionsreagenzien sind TRIS-HCI, PBS-HCI, H2O und
Zitronensaurephosphatpuffer in verschiedenen pH Stufen und mit oder ohne Zusatz
von Aceton. In folgenden Variationen wurde Hamoglobin im Eluat quantitativ
bestimmt. Tabelle 34 zeigt jene Elutionsreagenzien, die eine hohe
Hamoglobinextraktion aufwiesen und keine falsch positiven Ergebnisse ohne Probe
imitieren. Da sich aus den Ergebnissen schlieen lasst, dass die Elutionsfahigkeit
fur Homoarginin in einem sauren Milieu von TRIS und PBS Puffern hdéher ist
(Tabelle Gbernachste 35), wurden die alkalischen Varianten aus Tabelle 34 ebenso
vorzeitig ausgeschlossen.

Tabelle 28: Ausgeschlossene aufgrund zu hoher Hamoglobinextraktion

Elutionsreagenz Hamoglobin (mg/dL)

TRIS-HCI pH 6,5 787,71 (n=3)
PBS-HCI pH 6 Aceton 1% 881,26 (n=2)
PBS-HCI pH 3 Aceton 1% 496,12 (n=1)
TRIS-HCI pH 6 Aceton 1% 867,53 (n=2)
TRIS-HCI pH 3 Aceton 1% 833,30 (n=1)

In den weiterhin eingeschlossenen Elutionslésungen der folgenden Tabelle wurde
zusatzlich das Hamoglobin quantitativ bestimmt:

Tabelle 29: Ausgewahlte Elutionsreagenzien in Stufe 3

Elutionsreagenz Hamog | Hamoglobin Homoarginin% zum
lobin (mg/dL) in Elutionsreagenz des
(mg/dL) | Verdinnung ADMA Card ELISAs (n)
TRIS-HCI pH 1 50 71% (3)
HCI 0,05 2319 264,0 70% (1)
PBS-HCI pH 3 341,8 571,4 112% (2)
PBS-HCI pH 1 Aceton 5% 417,9 116% (1)
PBS-HCI pH 1 Aceton 1% 510,6 508,6 113% (1)
PBS-HCI pH 1 5529 527,0 105% (2)
H20 949, 8 829,2 91% (2)
Citronensaurephosphatpuffer | 1011,2 867,4 79% (1)
TRIS-HCI pH 3 711,2 57% (1)
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Es erfolgte eine weitere Auswahl der Elutionsreagenzien anhand minimaler
Schwankungen des Hamoglobins:

a) Die geringsten relativen Schwankungen von Hamoglobin lief3en sich in
Lésungen mit hohem Hamoglobingehalt nachweisen. Dies betrifft H.O und
Citronsaurephosphatpuffer.

b) Die geringsten absoluten Schwankungen von Hamoglobin, sind Losungen
mit geringen Hamoglobinwerten, wie TRIS-HCI pH 1 und TRIS-HCI pH 1 mit
Aceton 1%.

Jene LoOsung, mit dem geringeren Herstellungsaufwand und geringerer
Arbeitsplatzbelastung wurden dabei ausgewahlt und in einem Intraassay getestet,
um weitere Entscheidungskriterien zu ermitteln. Diese sind TRIS-HCI pH 1 und
H20.

5.2.5.3 Auswahl der Elutionslésungen Stufe 4 - Vergleich zweier Losungen

Dafur wurden die L-hArg-Konzentration von 2 Probanden, mit je 5 Stichproben in
jeder Elutionslésung gemessen. Die Ergebnisse wurden mit dem DLD
Elutionsreagenzes des ADMA Card ELISA kalibriert und zeigen folgendes:
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Abbildung 17: Elutionslésungsvergleich - Kalibration mit ADMA Card ELISA Elutionspuffer

n=5; MW+SD; getestete Probanden: VI (links in der Grafik), VII (rechts in der Grafik);
Elutionsldsungen: DLD, TRIS-HCI und H20; DLD = Elutionsreagenz des ADMA Card ELISAs

Die Homoargininwerte sind bei beiden Probanden in der TRIS-HCI Lésung geringer
als in der DLD-L6sung, in welcher fir dieses Experiment kalibriert wurde. Die
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Variationskoeffizienten zeigen fur die Elution mit Wasser die grofte Streuung, siehe

Tabelle 36.

Tabelle 30: Variationskoeffizienten (VK) der Elutionslésungen in Stufe 4 -

kalibriert mit ADMA DLD Elutionslosun

Proband VK DLD VK TRIS-HCI VK H20
VI 16% 15% 25%
VI 8% 13% 10%
Durchschnitt 12% 14% 17,5%

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

dargestellt.
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Abbildung 18: Elutionslésungsvergleich - Kalibration mit 1 M TRIS-HCI pH 1

n=5; MW=SD; getestete Probanden: | (links in der Grafik), Il (rechts in der Grafik);
Elutionslésungen: DLD, TRIS-HCI und H20; DLD= Elutionsreagenz des ADMA Card ELISAs

Auch fur die Kalibration in 1 M TRIS-HCI zeigt sich eine geringere L-hArg-
Konzentration im Vergleich zum DLD Reagenz, Abbildung 18.

Tabelle 31: Variationskoeffizient (VK) in Elutionslésungen in Stufe 4 -

kalibriert mit TRIS-HCI

Proband VK DLD VK TRIS-HCI VK H20
I 18% 10% 5%
I 10% 17% 12%
Mittel 14,0% 13,5% 8,5%
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Neben den statistischen Kriterien sind aufl’erdem die Arbeitsbedingungen der
Elutionsldsungen zu beurteilen: Aufgrund der Elutionsfahigkeit von Hamoglobin bei
Wasser und somit einer Tribung und Farbung des Eluats werden die Farbwechsel
der ELISA Schritte Uberdeckt und sind somit zusatzlich Anwenderunfreundlich.

5.2.5.4 Zusammenfassung der Elutionslosungen

Zunachst erfolgte eine grobe Auswahl der Elutionslésung anhand der Kriterien:
Kompatibilitat und ausreichender L-hArg-Elutionsfahigkeit. Die verbliebenen
Lésungen wurden in ihrer Fahigkeit zur Hamoglobinelution genauer beschrieben.
Innerhalb der verbliebenen Elutionslésungen zeigten H2O die geringsten relativen
und TRIS-HCI pH 1 die geringsten absoluten Schwankungen in der
Hamoglobinelution. Unter den Elutionslésungen mit denselben Eigenschaften,
Uberzeugten diese allerdings durch den geringeren Herstellungsaufwand, bei
gleichem Ergebnis.

Tabelle 32: Kontextkriterien der Elutionslosungen Stufe 4

Kriterien d. Kontextes H20 TRIS-HCI pH 1
Hamoglobinelution ja nein
Farbumschlag ELISA - +
Anwenderfreundlichkeit - +
Herstellung + +/-
Mlttleres Messnlveau Standardkurve Standardkurve
12 S TITHANERIT I s I8 AT L
| \l\ | -‘“\i
IDTU:U; 14l Eleﬁiﬂilwi[!:d k'] DLV%’{%"JME‘;OC’;%EQQJ“% 9917 | lu;: A1 563 B:DQWUWUC!KM nqur'fi'r"a‘m}%w%9m7
Statistische Kriterien
VK (DLD)-VI/VII 17,5% 14%
VK (TRIS-HCH-I/II 8% 13,5%

Die deskriptiv statistischen Werte, Streuung und MW, ergeben keine klaren Vorteile
einer Elutionslésung. Wohingegen sich klare Unterscheidungskriterien in der
Hamoglobinelutionsfahigkeit ergeben, der dadurch verdeckten Farbumschlage und
somit einer fehlenden Kontroliméglichkeit des Analyseschrittes.
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5.2.6 Einfluss der Spotvariabilitat

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 flr
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
annahern. Im Gegensatz zu einem Vergleich mit Ergebnissen, die nur mit einem
Spot ermittelt wurden.
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Abbildung 19: Einfluss der verwendeten Spotanzahl

n=5; MW+SD; n.s., ANOVA; Darstellung der
Homoargininkonzentration nach mathematischer Adaptation

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

5.2.7 Vergleich von kapillar und venés gewonnenem Blut

Die folgende Abbildung zeigt, dass bei drei Probanden und einer jeweiligen
Stichprobenzahl von 5 kein signifikanter Unterschied zwischen kapillar und vends
entnommenem Blut besteht. Wahrend auf die Spots der Trockenblutkarten mit dem
vends entnommenen Blut mit exakt 50 ul 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.
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Abbildung 20: Einfluss der Blutentnahmetechnik
n=5; MW+SD; Probanden: I, Xl und VII; n.s., ANOVA

Statistisch betrachtet ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen vends und
kapillar entnommenem Blut (p<0,0001, ANOVA nach Bonferroni).

Tabelle 33: Vergleich von kapillar und vends entnommenem Blut

Proband ANOVA VK venods VK kapillar
I n.s. 13,6% 22,4%
Xl n.s. 18,0% 10,0%
VI n.s. 19,0% 10,5%

5.3 Ergebnisse der Methodenvalidierung

5.3.1 Messprazision

Die Mehrfachmessung zweier Mikrotiterplatten zeigt fur 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 Messprazision

Probe Variationskoeffizient Variationskoeffizient
(VK) Mikrotiterplatte (VK) Mikrotiterplatte 2
1
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 pymol/L. Die mannlichen Probanden [ll, IlI, VII, VIII, X] hatten im
Gegensatz zur Literatur keine hoheren 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 ymol/L im auf. Die 95% Spannweite der L-hArg-Ergebnisse erstrecken sich
fur die Frauen von 2,34—6,50 umol/L und fir Manner von 3,03—7,66 pmol/L.
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Abbildung 21: Intraassay
n=4-5; MW+SD; Probanden I, I, Ill, IV, V, VI, VII, VI,
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Dabei zeigten sich Schwankungen des Variationskoeffizenten von 6,7-24,0%. Der
durchschnittliche  Variationskoeffizient  betragt 15,6%. Die einzelnen
Variationskoeffizienten sind in der nachstehenden Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 35: Intraassay Variationskoeffizienten (VK)

Proband VK
I 6,7%

[l 15,5%

1] 17,4%
\Y 23,2%
\ 18,9%
Vi 9,8%
VIl 24,0%
VI 16,1%
X 8,6%
Mittel 15,6%

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 umol/L
erstreckte. Die mannlichen Probanden [lll, X, XlI, Xlll] hatten eine L-hArg-
Konzentration von 2,61 umol/L im Durschnitt und die weiblichen Probandinnen [IV,
V, VI, IX, XI] von 2,56 ymol/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 ymol/L flr Frauen und 1,80-3,85 umol/L fir Manner.
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Abbildung 22: Interassay
n=4-5; MW+SD; Probanden IlI, IV, V, IX, X, XI, XII, XIlI
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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)

Proband VK
1] 19,9%
\Y 8,2%
\ 15,8%
IX 17,9%
X 21,1%
Xl 26,4%
Xl 15,7%
Xl 11,2%
Mittel 17,0%

Ergebnisse

5.3.4 Personenspezifische Variation

Die Messung der Trockenblutspots von 3 Probanden an 5 aufeinanderfolgenden
Tagen aus kapillarem Blut zeigt folgende Ergebnisse:
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Abbildung 23: Intraindividuelle Variation iiber den Verlauf von 5 Tagen

n=5; MW+SD; Probanden: I, X, XIV; eine kapillare Blutentnahme pro Tag an
funf aufeinanderfolgenden Tagen

Vergleicht man die Varianz und die Mittelwerte der Probanden im Verlauf einer
Woche mit einer 5-fachen Messung einer vends enthommenen Vollblutprobe eines
Tages, so Tabelle 43, zeigt sich ein deutlich geringerer Variationskoeffizient. Die 1-
Tages Messungen stammen aus dem Intraassay fur die Probanden | und X und aus
den Vorversuchen, Kapitel 3.2.1, fir den Proband XIV.
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Tabelle 37: Intraindividuelle Variation der Homoargininkonzentration

5 Tage (kapillar) 1 Tag (venos)
Proband MW + SD VK MW £ SD VK
I 5,02+0,56 pmol/L 11,2% 6,12+0,41 ymol/L 6,7%
X 2,56%1,07 pmol/L 41,8% 3,39+0,29 pmol/L 8,6%
XV 2,32+0,47 pmol/L 18,4% 2,90+0,1 pmol/L 3,4%
Mittel 3,30%0,70 pmol/L 23,8% 4,13%0,26 pmol/L 6,2%

5.4 Ergebnisse der Methodenrobustheit

5.4.1 Einfluss von Hamolyse

Die zwei getesteten Probanden zeigten keinen signifikanten Einfluss durch eine
vorherige mechanische Hamolyse der Probe (p=0,60, ANOVA).
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Abbildung 24: Einfluss mechanischer Hamolyse
n=5; MW+SD; Probanden | und II; n.s., ANOVA

Die ermittelten Variationskoeffizienten der zuvor mechanisch hamolysierten Proben
zeigten sich als geringer im Vergleich zu unhamolysierten Proben (Tabelle 44).
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Tabelle 38: Hamolyseeinfluss; dargestellt Variationskoeffizienten (VK)

VK Kontrollprobe

VK mechanisch
hamolysierte Probe

Proband |

17,3%

16,5%

Proband Il

17,0%

6,7%

5.4.2 Einfluss von Einfrieren und Auftauen

Ein funfmaliges Einfrieren und Auftauen der betropften Trockenblutkarten innerhalb
von funf Tagen flhrt 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.
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Abbildung 25: Einfluss von Einfrieren und Auftauen

n=5; MW+SD; Proband III; ***p<0,001; gepaarter t-Test bei
Normalverteilung und Varianzhomogenitat

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 bestatigte, dass kein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Blutmengen besteht.
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Abbildung 26: Einfluss der Blutmenge

n=5; MW+SD; verschiedene Blutmenge auf der
Trockenblutkarte: n.s., ANOVA

Die Schwankungen der Messergebnisse, als Variationskoeffizient dargestellt, sind
bei diesem Probanden fur jede Blutmenge <15%.

Tabelle 39: Messschwankungen verschiedener Blutmengen

Blutmenge VK (%)
25 pl 13,4%
50 pl 4,3%
75 pl 9,5%
100 pl 11%

Von Bedeutung ist hierbei, dass unabhangig von der Blutmenge, die Spots
makroskopisch von vorne und hinten betrachtet vollstandig mit Blut benetzt waren,
wie es der Abbildung 27 zu entnehmen ist. Erkennbar ist ebenso, dass die mit 25 pl
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 Stabilitat gegenuber Tageslicht

Die L-hArg-Konzentration der Trockenblutkarten unter Tageslicht fur 30 Tage
unterscheidet sich nicht signifikant von der Kontrolle (ANOVA nach Bonferroni), wie

die nachfolgende Abbildung zeigt.
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Abbildung 28: Einfluss von Tageslicht

n=5; MW+SD; Proband IlI, IV und V hell und dunkel

gelagert im Vergleich; n.s; ANOVA

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 Veranderungen der Variationskoeffizienten unauffallig.

Tabelle 40: Einfluss von Tageslicht; dargestellt Variationskoeffizient (VK)

Proband ANOVA VK dunkel VK beleuchtet
1] n.s. 16% 11%
\Y n.s. 7% 14%
\ n.s. 13% 12%
Mittel 12% 12%
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5.4.5 Klimatische Stabilitat
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Abbildung 29: Einfluss des Klimas

n=5; MW+SD; Probanden V und X tropisch und mediterran
gelagert im Vergleich; *p<0,05; ANOVA Post-hoc Test nach

Bonferroni; n.s. nicht signifikant

Der Einfluss von Hitze und Feuchtigkeit fiUhrte 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 Stabilitat der Lagerungsdauer

Die Ergebnisse der 5 getesteten Probanden Uber einen Zeitraum von 9 Monaten
sind mit Mittelwert und Standardabweichung in der nachstehenden Tabelle

zusammengefasst:
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Tabelle 42: Stabilitat der L-Homoarginin(L-hArg)-Konzentration uber eine 9-
monatige Lagerungsdauer

Wochen/Monat: | 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 1.Monat | 3.Monat | 6.Monat | 9.Monat
Tagen: 1.-6.Tag 7.-13. 14.-20. | 28.-42. 91.- 182.- 276.-
Probennummer: Tag Tag Tag 102.Tag | 193.Tag | 287.Tag
L-hArg Konzentration in pmol/L MWxSD
I 4,45 7,09 4,47 5,91 4,22 2,86 3,51
+ 0,83 + 1,64 + 1,08 +1,0 + 0,50 + 0,36 1,21
11 3,64 3,18 2,42 2,48 - 2,03 1,52
+ 0,63 + 0,64 + 0,64 + 0,39 +0,13 +0,5
v 2,81 1,70 1,49 1,78 2,11 1,53
+ 0,65 + 0,15 +0,13 +0,12 + 0,29 1+ 0,52
Vv 512 3,29 3,22 3,06 2,44 2,05
+ 0,97 + 0,52 + 0,41 +0,40 +0,,39 | £042
X 3,39 3,18 2,43 3,29 2,83 2,19 2,35
+ 0,30 + 0,67 + 0,11 + 0,69 + 0,07 +0,12 + 0,35
Dabei zeigt sich eine Erniedrigung der Mittelwerte zum Ausgangswert, wie sie in
der nachstehenden Tabelle in Relation zum Ausgangswert zusammengefasst
sind:
Tabelle 43: relative Veranderung der L-Homoarginin(L-hArg)-Konzentration
zum Ausgangswert
Wochen/Monat: Nach Nach Nach Nach Nach Nach
Probennummer: | 2 Wochen | 3 Wochen | 1 Monat | 3 Monaten | 6 Monaten | 9 Monaten
I +59% 0% +32% -5% -36% -22%
1] -13% -34% -32% - -45% -59%
v -40% -47% -37% - -35% -46%
V -36% -38% -40% - -52% -60%
X -T% -28% -3% -17% -35% -31%
Mittel -7,4% -29% -16% - -40% -44%
Die prozentuale Abweichung vom Ausgangswert von allen Probanden

zusammengefasst zeigt die nachstehende Abbildung:
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Abbildung 30: Homoargininstabilitat relativ zum Ausgangswert

L-Homoargininkonzentration in prozentualer Relation zum Ausgangswert dargestellt; Mittelwert und
Standardabweichung aller 5 Probanden (1, Ill, IV, V, X) Gber einen Zeitraum von 9 Monaten
zusammengefasst

Es zeigt sich eine negative Korrelation des Probenalter mit den ermittelten
Homoarginin werten:

Tabelle 44: Korrelation LHomoarginin (L-hArg) mit Probenalter

Proband: Korrelationskoeffizient | Signifikanz
Spearmanns-Rho (p)
| (n=24) -0,481* 0,017
[l (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 Stabilitdt von L-hArg ist die Retest-Reliabilitat. Die
Korrelationen der L-hArg-Werten sollten dabei mindestens 0,8 betragen. Nur in
Einzelfallen ist eine ausreichende Retest-Reliabilitdt gegeben. Die detaillierten
Ergebnisse sind im Anhang 13.4 und 13.5 dokumentiert, fur 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, abhangig 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 hamolysierten Proben, kapillaren und vendsem Blut,
verschiedenen Blutvolumina ab 25 pl und Tageslicht zeigten keinen Einfluss auf den
Nachweis von L-hArg. Ebenso verhalt es sich mit der Anzahl der verwendeten Spots
nach mathematischer Adaptation.

Andererseits fuhrt ein funfmaliges Einfrieren und Auftauen der betropften
Trockenblutkarte bei -20°C zu niedriegeren L-hArg-Werten. Auch Warme 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

Fur die Methodenanwendung wurden Trockenblutkarten einer Studie mit
chilenischen Rekruten verwendet. (LUneburg et al. 2017) Zunachst wurde die
Qualitat der Trockenblutkarten beschrieben und anschlieRend erfolgte die L-hArg-
Messung entsprechend der Anleitung aus Anhang 13.1. Eine =zusatzliche
Korrelationsanalyse mit bereits erhobenen Parametern wurde erganzt.

5.5.1 Einfluss der Qualitat der Trockenblutkarte

Die Qualitat der Trockenblutkarten ist im Anhang 13.6 detailliert verzeichnet. Die
Rangkorrelation nach Kendalls Tau wurde fur die Differenz der L-hArg-Werte und
der Differenz der Qualitdtsmerkmale: Durchmesser, Benetzung der Ruckseite und
Gesamtheit in Punkten berechnet:

Tabelle 45: Einfluss der Trockenblutkartenqualitat in der chilenische Studie

Vergleichsparameter Korrelation nach Kendalls Tau
SpotgroRe -0,280* (p=0,022)
Benetzung der Rickseite - 0,439** (p=0,000)
Gesamtheit -0,352** (p=0,003)
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Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen der Probenqualitat und der L-hArg-
Konzentration. Die Qualitat 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-Veranderung ist in allen
Trockenblutqualitaten verteilt, wie das nachstehende Diagramm verdeutlicht.

40
Proben

Qualitat
gesunken

Qualitat
gleichgebl

Qualitat

Gestiegen

L-hArg 1 | | L-hArg | | [L-hArg:1-:
(0) @) || (1) (8)

Abbildung 31: Chileproben Qualitédtsverteilung

Entwicklung der Qualitat der 40 Proben aus der chilenischen Studie (von Monat 0 zum Monat 6)
in 3 Kategorien eingeteilt; weitere Unterteilung der Entwicklung der L-hArg-Konzentration (von
Monat 0 zu Monat 6)

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

5.5.2 Homoarginin nach 6monatiger Hohenbelastung

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 Meereshohe und einem 6-monatigem Aufenthalt in 4000 m Hohe.
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Abbildung 32: Homoarginin vor und nach 6-monatiger Hohenbelastung 4000m

n=40; MW+SD; grafisch dargestellt 95% Intervall; ***p<0,001; gepaarter t-Test bei
Normalverteilung und Varianzhomogenitat

Wie sich bereits im vorigen Kapitel zeigte, hat die Qualitatsveranderung Einfluss auf
die Veranderung 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:

70



Ergebnisse

° 078

_T_ + 0,26

Homoarginin (umol/L)
N

1-

0 T T
& &

& &
Q QQ
& S
§ S
Q <
N &°
& &
S ©
N

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

Trockenblutkartenqualitat
n=19; nach Ausschluss der Proben mit Qualitatsverminderung

der Trockenblutkarte im Zeitverlauf, MWxSD; grafisch
dargestellt 95% Intervall; **p<0,01; gepaarter t-Test bei
Normalverteilung und Varianzhomogenitat

5.5.3 Korrelationsanalyse mit anthropometrischen Parametern

Beim Vergleich mit anthropometrischen Parametern der Studienteilnehmer, zeigten
sich zu Studienbeginn keine signifikanten Korrelationen. Nach 6-monatiger
Hohenexposition  zeigte sich ein  Zusammenhang des  Gewichtes
(Korrelationskoeffizient  0,361*, p=0,026, Pearson r) wund des BMils
(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 Verhaltnis von
Blutzellen und Plasma beeinflusst sein konnte, erfolgte die zusatzliche
Korrelationsanalyse mit dem Hamatokrit. Die Analyse aller Datenpaare beider
Zeitraume (n=73) zeigte eine Normalverteilung, sodass die Korrelationsanalyse
nach Pearson erfolgte. Der Hamatokrit korrelierte mit L-hArg (Korrelationskoeffizient
-0,320) bei einer Signifikanz von p=0,006. Die Korrelationsanalysen bei
Gruppierung der Daten nach Qualitdt und Zeitpunkt zeigte keine weiteren
signifikanten Korrelationen.
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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 Héhenexposition flir 6 Monate ein
signifikanter Unterschied der L-hArg-Konzentration, sowohl fur Messungen aus
dem Plasma als auch aus Trockenblutkarten mit Vollblut. Dabei verringerte sich
die hArg-Konzentration signifikant, wie die folgende Grafik zeigt:
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Abbildung 34: Vergleich von Plasma und Vollblut im zeitlichen Verlauf nach Exposition in
4000m Hohe

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

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

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 pumol/L

1,24+0,49 pmol/L

Monat 6 (MW * SD)

1,900,72 pumol/L

0,73£0,28 umol/L

Konzentration nach
Exposition

Absolute Reduktion im -0,64 umol/L -0,51 umol/L
Mittel

Relative Reduktion im -25,2% -41,1%
Mittel

Relative L-hArg- 74,8% 58,9%
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Die Korrelationsanalyse fur alle Datenpaare ohne zeitliche oder qualitatsbezogene
Gruppierung ist in der nachfolgendne Abbildung dargestellt:

Homoarginin (Lmol/L)
Vollblut

Homoarginin (umol/L)
Plasma

Abbildung 35: Korrelationsanalyse Homoarginin-Plasma und Homoarginin-Vollblut

n=74, Datenpaare flr Monat 0 und Monat 6, Korrelationsanalyse: y=
0,3191x + 0,2751, R? = 0,2948

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- Korrelation | Signifikanz
heitsmal nach
Pearson’s

Gesamt 74 R?=0,2948 0,543** p<0,001
Monat 0 37 R?=0,3145 0,561** p<0,001
Monat 6 37 R2=0,0417 0,205 p=0,223
Alle ohne starke 32 R2=0,6099 0,781** p<0,001
Qualitatsveranderung

Monat 0 ohne starke 16 R?=0,6913 0,831** p<0,001
Qualitatsveranderung

Monat 6 ohne starke 16 R2=0,1396 0,375 p=0,152
Qualitatsveranderung

Es zeigte sich, dass fur die Datenwerte nach Exposition in 4000m Héhe (Monat 6)
keine signifikanten Korrelationen zwischen L-hArg im Plasma und Vollblut mehr
bestehen.
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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-HCI
pH 1 ist eine L-hArg-Extraktion bei geringster Varianz der Ergebnisse gegeben.
Ebenso wird die Elution von Hamoglobin verhindert, wodurch die Farbumschlage
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 far bioanalytische
Methodenvalidierung fur Ligandenbindenden Assay [...]* (DeSilva et al. 2003)
erfullt: 15% Intraassay, 17% Intraassay. Die Stabilitat der Methode ist durch extreme
Kalte (-20°C), Hitze (35°C) und Feuchtigkeitseinflisse auf die Trockenblutkarten
beschrankt. Wahrend die Blutentnahmetechnik, das Blutvolumen, die Anzahl der
Spots, hamolysierte 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 spateren
Zeitpunkt moglich.

6.1 Vorversuche

6.1.1 Vergleich von Homoargininkonzentrationen im Vollblut,
Plasma und Serum

Bisher verodffentlichte Studien geben Anhaltspunkte fur 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 n Quelle
In pmol/L (Methode)
MW: 1,99 100 (Blackwell et al. 2007)
Median: 1,87 (HPLC)
MW: 2,15 £ 0,75 30 (Jones et al. 2010)
pumol/L (HPLC)
Median: 1,88 786 (Atzler et al. 2016a)
(HPLC-MS/MS)
MW: 2,3 12 (Servillo et al. 2013)
SD: 0,74 (HPLC-ESI-MS/MS)
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Tabelle 48: L-Homoarginin (L-hArg)-konzentration gesunder Erwachsener
im Plasma Fortsetzung

Plasma
L-hArg n Quelle
In pmol/L (Methode)
MW: 1,70 17 (Hanff et al. 2016)
SD: 0,62 (GC-MS)
MW: 2,0 252" (DLD Gesellschaft fiir
SD: 0,7 (ELISA) Diagnostika und
medizinische Gerate GmbH
2014)
(Cordts et al. 2015)
MW: 2,01 27 (Davids et al. 2012a)
SD: 0,65 (LC-MS/MS)

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

Serum
L-hArg in pmol/L n Quelle
(Methode)
MW: 2,52 11 (Haghikia et al. 2015)
SD: 0,23 (GC-MS/MS)
Median: 2,63 1359 (Atzler et al. 2014b)
(LC-MS/MS)
Median 1,62 92 (Tomaschitz et al. 2015)
(HPLC)

Vergleicht man die L-hArg-Konzentrationen der Studien mit der hdchsten
Probandenzahl, ist festzustellen, dass der Median der L-hArg-Plasmakonzentration
bei 1,88 umol/L, der L-hArg-Serumkonzentration bei 2,63 pmol/L und damit héher
ist.

Kayacelebi et al. detektierten bereits, dass keine vollstandige Ubereinstimmung der
Homoargininkonzentration zwischen Plasma und Serum besteht (r?=0,6997)
(Kayacelebi et al. 2014b). Hierbei wurde das EDTA Plasma mit Serum von 10
Probanden verglichen und es ergab sich ein Plasma-Serum-Verhaltnis von
1,12+0,21 umol/L, sodass Plasmakonzentrationen etwa 12% hdhere 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).
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Serumrdhrchen enthalten lediglich Gerinnungsaktivatoren: Silikapartikel ohne
Kontamination. Durch die Oberflachenvergrofierung mittels der Sillikapartikel wird
die Gerinnung Uber die negative Ladung der Oberflache im extrinsischen Weg
aktiviert. Folglich ist der Uberstand, das Serum, frei von Gerinnungsfaktoren Da es
gleichzeitig zur Aktivierung der Plattchenaggregation kommt, enthalt das Serum
Boten- und Inhaltsstoffe aktivierter Plattchen.

Die EDTA Monovetten enthalten 1,6mg Ethylendiamintetraessigsaure pro 1ml Blut
(Sarstedt Produkte n.d.). Das EDTA ist ein Anion und bildet einen Chelatkomplex
mit positiv geladenen lonen, vor allem Calcium, wodurch die Gerinnung verhindert
wird. In EDTA Monovetten sind Gerinnungsfaktoren enthalten. Ebenso fuhrt 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). Fur beide Varianten wurden EDTA-
Roéhrchen verwendet. Der Unterschied Iasst sich durch den héheren Proteingehalt
und den hdheren Zellgehalt erklaren, welcher in den Vollblutproben héher ist als in
den Plasmaproben:

1. Ein intrazelulares Vorkommen von Arginin ist bereits beschrieben worden
(Escobales et al. 2000, Davids und Teerlink 2013). Ein intrazellulares
Vorkommen von L-hArg in Monozyten ist ebenfalls beschrieben worden:
2,37 ymol/L in Monozyten und 2,01 ymol/L L-hArg in Plasma (Davids und
Teerlink 2013). Aufgrund des Pipettierens von Vollblut auf die
Trockenblutkarte und anschlieRender Trocknung kommt es zur
Hamolyse/Zytolyse und zur Freisetzung intrazellularer Aminosauren.

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

3. Aufgrund des hdheren Proteinspektrums in den Vollblutproben ist nicht
auszuschliel3en, dass Blutbestandteile eine Kreuzreaktivitat zeigen, die von
der Firma DLD Diagnostika GmbH noch nicht auf Ihre Kreuzreaktivitat
getestet wurden. Die Spezifitat des ELISAs wurden neben L-hArg fur Arginin,
ADMA, SDMA und NMMA bestimmt (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und
medizinische Gerate 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, Jazwinska-Kozuba et al. 2013). L-hArg hat
dabei eine viel geringere Affinitat als L-Arginin, wodurch es ein kompetetiver
Inhibitor auf die Arginase ist (Hrabak 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 Affinitat zu L-hArg, ist keine
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oder eine sehr geringfugiger Anstieg fur L-hArg durch den Enzyminhibitor Nor-
NOHA zu erwarten. Dies hat sich im Experiment bestatigt: Die Konzentration von L-
hArg ohne Inhibitor betrug 2,92+0,25 ymol/L und der Konzentration von
2,98%0,05 pmol mit Inhibitor unverandert.

6.1.3 Enzyminhibitor Proteaseinhibitorgemisch

Die Verwendung des Proteaseinhibitormixes (Pl) auf Trockenblutkarten fuhrt zu
einer Erhdhung der gemessenen L-hArg-Konzentration. Es ist eine Steigerung auf
344% im Plasma (von 1,6 umol/L ohne PI auf 5,6 ymol/L mit P1) und auf 154% im
Vollblut (von 3,0 umol/L ohne PI auf 3,9 umol/L mit PI) zu beobachten. Der Effekt
des Proteaseinhibitormixes ist im Plasma starker als im Vollblut. Zudem entspricht
der Effektanteil im Vollblut etwa der Halfte des Effektes im Plasma, welches dem
physiologischen Hamatokriten, Zell-Plasma-Verhaltnis, entspricht und vermuten
lasst, dass der Proteaseinhibitormix vorrangig mit Substraten aus dem Plasma
reagiert.

Folgende Ursachen fur erhdhte L-hArg-Messwerte durch den Proteaseinhibitormix
werden berucksichtigt und nachstehend diskutiert:

Bildung von L-hArg/Abspaltung aus PI

Hemmung des Abbaus von L-hArg durch PI

Spezifische Interferenzen

Unspezifische Interferenzen

Wechselwirkung mit anderen Produkten

Geanderte Verteilung auf der Trockenblutkarte

nTmoow>»

A) Die Endopeptidase Trypsin fuhrt 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 wirden freie Aminosauren als Produkte entstehen.
Eine Hemmung sollte daher zu niedrigeren L-hArg-Werten fuhren.

B) L-hArg ist als Substrat fur 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 kdnnen in den
Proben zu einem Abbau von L-hArg flhren. 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 groflen Auswirkungen in den getesteten
Zeitraumen zeigen wurde.
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C) Die Eigenpositivitat des Pl variiert von dessen Konzentration. Wahrend PI
kombiniert mit dialysiertem Plasma und/oder auf der Trockenblutkarte pippetiert
unterhalb der Nachweisgrenze von <0,05 pmol/L ist, zeigt er mit Wasser verdunnt
und direkt im ELISA eingesetzt eine geringe Eigenpositivat von 0,16 pmol/L. Dies
erklart allerdings nicht den umfangreichen Anstieg der L-hArg-Konzentration um
durchschnittlich 0,9 ymol/L im Vollblut und um durchschnittlich 4 pmol/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 kdnnte eine zu L-
hArg isobare Aminosaure (g)-Trimethyllysin im ELISA zu héheren Messwerten von
L-hArg fuhren (Lehman et al. 1987, Cordts et al. 2015)

E) Je nach Zusammensetzung der Blutprobe und deren Viskositat kommt es zu
einer unterschiedlichen Verteilung bei demselben pipettierten Volumen. Wahrend
beim Plasma 25 pL bereits zu einer vollstandigen Benetzung der vorgedruckten
Flache auf der Trockenblutkarte fuhrte, waren beim Vollblut dafur 50 yL notwendig.

Der Proteaseinhibitormix bewirkt eine hohere Messung von L-hArg, die sich
vorrangig durch Interaktion im Plasma ergibt. In einem ahnlichen Versuchsaufbau
bei der Arginnin gemessen wurde, wurde die hdhere Argininkonentration bei PI
durch Fluoridbestandteile erklart, welche die Arginase hemmen (Roskam 2015). Da
die Arginase zu keiner signifikanten Veranderung der L-hArg-Konzentration fuhrt,
kann die hdhere L-hArg-Konzentration nicht durch die Blockade der Arginase erklart
werden.

6.2 Methodenvalidierung

Die Methodenvalidierung des ELISAs erfolgte bereits durch die Firma DLD
Diagnostika GmbH. Die Sensitivitdt, Spezifitdt, Wiederfindungsrate, Linearitat,
Reproduzierbarkeit und Methodenvergleich sind der Anleitung zu entnehmen. Im
Folgenden werden die Messprazision und die Robustheit der Methode durch
Verwendung von Trockenblutkarten erganzt.

6.2.1 Messprazision

Die Messprazision, d.h. die sechsmalige Messung der Standards und Kontrollen
derselben Probe, erzeugt beim verwendeten Tecan bereits einen
Variationskoeffizienten von 9,8% im Mittel. Fur die HPLC und GC liegen die
Vorgaben der Messprazision bei unter einem 1% (Kromidas 2016). Die Streuung
allein durch die Absorptionsmessung ist bei allen Ergebnissen daher zu
berucksichtigen.
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6.2.2 Intraassay

Die Prazision einer Methode ist gekennzeichnet durch den Variationskoeffizienten.
Die hier entwickelte Methode zur Messung von Vollblutproben aus
Trockenblutkarten zeigte einen durchschnittlichen Variationskoeffizienten von
15,6% fur 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% fur L-hArg-Konzentration von
0,83-2,23 pymol/L im EDTA-Plasma gemessene (DLD Gesellschaft fur Diagnostika
und medizinische Gerate mbH 2014; EAGLE Biosciences 2016).

Ein hdherer, als von Herstellerseite angegebener Variationskoeffizient, entspricht
den Erwartungen, da die Methode einen weiteren Verfahrensschritt enthalt. 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
hdéhere Messprazision eine hohere Methodenprazision bedingt.

Die Akzeptanzkriterien fur die Prazision hangen von den Anforderungen und
Messmethoden ab. Die Leitlinie fur die Industrie des U.S. Departments for Health
and Human Services, Food and Drug Administration 2013 schreibt fur einen
Ligandenbindungsassay einen Grenzwert von 20% bzw. 25% fur die niedrigste
Konzentration vor (U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug
Administration 2013).

Fir die Messung von L-hArg aus Trockenblutkarten ist mit einem
Variationskoeffizienten von 15,6% demnach geeignet. Dennoch sollte flr 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. Wahrend fur  wissenschaftliche
Forschungszwecke Methoden gewahlt werden sollten, die eine hohe Prazision
aufweisen, ist die Messung der L- L-hArg-Konzentration mit Methoden mit
geringerer Prazision ausreichend, um Patienten mit oder ohne Risiko fur eine
erhohte Mortalitat und Morbiditat bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu detektieren.

6.2.3 Interassay

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

79



Diskussion

2013). Herstellerangaben zur Interassay Prazision existieren nicht. Wie auch in
anderen Methodenvalidierungen bereits veroffentlich, ist der Variationskoeffizient
im Interassay hoher 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. Fur
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. 2014Db).

6.2.4 Intraindividuell

Bei Beobachtung von drei Probanden im Zeitverlauf von einer Woche zeigten sich
deutlich héhere Schwankungen, als durch die Messmethode allein erklarbar war.
Die Variationskoeffizienten waren bei einer funftagigen kapillaren Messung 11%,
41,8% und 18,4% fur dieselben Probanden deren Intraindividuelle Variationen aus
venodsem 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 Uber einen Zeitraum von 20 Wochen einmal wochentlich
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
Testansatzen mittels HPLC gemessen (Blackwell et al. 2007). Der
Variationskoeffizient im Intraassay uber 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 Aminosaure ist und somit vom Korper selbst
hergestellt werden kann, scheint es, dass der L-hArg-Wert durch den Lebensstil
beeinflussbar sei. Dass die Ernahrung mitunter eine Bedeutung hat, lassen bereits
die Studienergebnisse von Stockebrand und Atzler vermuten. Die orale
Supplementation von 14 mg/mL und 28 mg/mL taglich fuhrt bei Mausen zu einer
Erhéhung der L-hArg-Konzentration auf 328+40% und 628+60% (Stockebrand et
al. 2015). Auch beim Menschen fuhrte die einmalige Supplementation von 125 mg
L-hArg zu einer Steigerung von durchschnittlich 2,87 ymol/L auf 8,74 pymol/L und
nach einer 4-wdchigen Gabe sogar auf durchschnittlich 17,3 umol/L (Atzler et al.
2016d). Auch die Infusion von Arginin fihrt zu einer Erhdhung 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 korperliche 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 Stabilitat von L-Homoarginin

Middtunn et al ermittelten in einem Experiment bereits die Stabilitdt von L-hArg in
einem Zeitraum von 24 und 48 Stunden in EDTA-R6hrchen. 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 Stabilitat von Arginin Gber einen langeren Zeitraum
darstellen. Durch den Zusatz eines Arginase-Inhibitors auf eine Trockenblutkarte
kann die Stabilitat von Arginin verbessert werden (Roskam 2015). Wahrend 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 langerer 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 Uber 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.

FUr den praktischen Einsatz bedeutet dies, dass ein niedrig gemessener Wert von
L-hArg einer Wiederholungmessung mit einer frischen Probe bedarf, um das Risiko
eines kardiovaskularen Ereignisses auszuschlieen. Bei Probanden mit
ausreichender L-hArg-Konzentration, bedarf es keiner weiteren Analyse und es
koénnen teure und aufwendige Nachweismethoden umgangen werden.
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6.2.2 Stabilitat der Methode

Die Messung von Analyten aus Trockenblutkarten ist im Neugeborenenscreening
fur Stoffwechselerkrankungen bereits etabliert. Bei der Praparation der
Trockenblutkarten soll gemaf} der Leitlinie folgendes vermieden werden

e Kiunstliche Warmequellen

e Aufliegen der Karten beim Trocknungsvorgang

e Warme

¢ Feuchtigkeit

e Desinfektionsmittel

e Cremes

e Direkte Sonneneinstrahlung (Nennstiel-Ratzel et al. 2011)

Ahnlich zeigt es sich bei der Messung von L-hArg aus Trockenblutkarten. Starke
Temperaturschwankungen, sowohl 35°C als auch Minusgrade und Feuchtigkeit
fuhren zu falsch niedrigen Messdaten. So fuhrt funfmaliges einfrieren und Auftauen
zu einer Konzentrationsanderung um -27% (1,0 umol/L) und eine Lagerung bei
35°C feuchtem Milieu um -26% (0,6 pmol/L). Obwohl es sich bei L-hArg um ein
Argininderivat handelt, zeigt sich bei Arginin im ahnlichen Versuchsaufbau kein
signifikanter Unterschied unter dem Einfluss von Luftfeuchtigkeit und Minusgraden
(Roskam 2015).

Keine Limitationen der Methode sind bei der Verwendung hamolytischer Proben,

verschiedener Blutvolumina, Tageslicht der Anzahl verwendeter Spots (2 oder 3)
und der Blutgewinnungsart (vends und kapillar) vorhanden.

6.3 Methodenanwendung

6.3.1 Referenzwerte gesunder Probanden

Bei der Methodenvalidierung wurde das vendse 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 Manner Frauen
Mittelwert 3,81 umol/L 3,88 umol/L 3,74 umol/L
Standardabweichung 11,66 pmol/L 1,72 ymol/L 11,60 ymol/L
Spannweite 1,24-9,96 pymol/L | 1,24-9,72 pmol/L | 1,29-9,96 umol/L
n 14 8 6
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Die mit dem Trockenblutkartenassay ermittelten L-hArg-Werte sind damit deutlich
hoher, als die publizierten Referenzmedianwerte im Plasma (1,88 pmol/L) und
Serum 2,63 ymol/L, Atzler et al. 2016, Atzler et al. 2014b). Einen Uberblick iber die

Messwerte
zusammengefasst:

gesunder

Probanden

ist in

der

nachstehenden

Tabelle

Tabelle 51: L-Homoarginin (L-hArg)-Werte gesunder Probanden diverser

Studien
Messwert L-hArg Methode n Quelle
in umol/L (Probe) (Alter)
MW: 2,0 ELISA (Serum, 252" (-) (DLD Gesellschaft
SD: 0,7 Plasma) fur Diagnostika und
medizinische Gerate
mbH 2014)
(Cordts et al. 2015)
Median: 1,99 HPLC (Plasma) 100 (23-65 (Blackwell et al.
(0,30%5%-3,68°7:5%) Jahre) 2007)
MW: 2,15 HPLC (Plasma) | 30 (16—81 Jahre) | (Jones et al. 2010)
SD: +0,75
MW: 2,3 HPLC-ESI-MS 12 (-) (Servillo et al. 2013)
SD: 0,74 (Plasma)
MW: 0,98 UPLC-QTof-MS 125 (60-85) (van Dyk et al. 2015)
SD: £0,35 (Plasma)
Median: 1,88 LC-MS/MS 786 (Atzler et al. 2016b)
(1,47%5%-2,4175%) (Plasma) (50,4+10,5)
Median: 2,63 LC-MS/MS 1359 (Atzler et al. 2014b)
(2,08%5%-3,3275%) (Serum) (36; 2825%-4775%)
MW: 2,5 LC-MS/MS 136 (48,5+11,0) | (Atzler et al. 2011)
SD: £1,0 (Plasma)
Median: 1,41 LC-MS/MS 40 (3,4- (Jazwinska-Kozuba
(1,1425%-1,8275%) (Plasma) 17,9)? et al. 2013)
2(Jazwinska-Kozuba
et al. 2012)
MW: 2,01 LC-MS/MS 27 (-) (Davids et al. 2012a)
SD: £0,65 (Heparinplasma)
Median: 1,93 LC-MS/MS 171 (21-68) (Midttun et al. 2013)
(Plasma)
MW: 0,99 UPLC-MS/MS 20 (42,55,0) (Di Gangi et al.
SD: 0,56 (Plasma) 2010)
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Tabelle 51: L-Homoarginin (L-hArg)-Werte gesunder Probanden diverser
Studien Fortsetzung

Referenzwert L- Methode n Quelle
hArg (Probe) (Alter)
in yumol/L
MW: 0,99 UPLC-MS/MS 20 (42,545,0) (Di Gangi et al.
SD: 0,56 (Plasma) 2010)
MW: 1,87 GC-MS (EDTA- 10 (-) (Kayacelebi et al.
SD: 0,67 Plasma) 2014Db)
Median: 2,49 HPLC (Plasma) 39 (69,613,3) (Meinitzer et al.
(1,112:5%-4,68°7:5%) 2007)
Median: 2,48 HPLC (Plasma) 78 (2614,0) (Meinitzer et al.
(1,4225%-4,62°7:5%) 2007)
Median: 2,37 HPLC (Plasma) 82 (57,514,2) (Meinitzer et al.
(2,3725%-4,69°7:5%) 2007)
Median: 2,58 HPLC (Plasma) 93 (41,614,0) (Meinitzer et al.
(1,3825%.-5,2997:5%) 2007)

Die Abweichung von den Referenzen konnte in der Verwendung von Vollblut
begrindet sein. Wahrend andere Forschungsgruppen Plasma und Serum
verwendeten. Das Verhaltnis 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 durchschnittichen Messwerten von
2,0 ymol/L aus der Literatur fur Serum und Plasma, entsprache dies 3,9 umol/L fur
Vollblut.

Des Weiteren ist zu bedenken, dass es sich mit 14 Probanden um eine zu geringe
Stichprobenzahl handelt um einen glltigen Referenzwert zu erzeugen. Da alle
Probanden Zugehorige des Instituts der Klinischen Pharmakologie und Toxikologie
waren, ist keine grolde Heterogenitat der Probanden zu erwarten.

Ebenso ist nicht auszuschlielRen, dass weitere Substanzen zu hoheren Messwerten
fuhren. Dieser Effekt ist in der Literatur bereits beschrieben worden fur das isobare
(€)-Trimethyllysin (Cordts et al. 2015). Bei der Messung von (g)-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 Probenréhrchen und oder im trockenen Zustand
auf der Trockenblutkarte vorhanden sein kann.

Aminosauren kommen im menschlichen Blut sowohl frei, als auch an an Proteine
gebunden vor. Auch diese Mdglichkeit ist fur L-hArg zu erwahnen und als mogliche
Begrundung fur die hdheren Referenzwerte im Vollblut denkbar.
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Die Messwerte im Trockenblutassay der chilenischen Kohorte zu Studienbeginn mit
einem Mittelwert und einer Standardabweichung von 1,24+0,5 pmol/L bei einem
Range von 0,57-2,49 umol/L sind aufgrund des Probenalters von 6 Jahren nicht mit
den anderen Messwerten der 14 gesunden Probanden zu vergleichen.

6.3.2 Geschlechtsabhangige Referenzwerte

Die im Intra- und Interassay 14 getesteten Probanden zeigten flr 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 Mannern nahm lediglich Proband Il an beiden Assays teil,
wahrend es bei den Frauen nur Probandin IV und V waren, wie die folgende Tabelle
zeigt.

Tabelle 52: Geschlechtsabhidngige L-Homoarginin (L-hArg)-Werte

Intraassay Interassay

Manner Frauen Manner Frauen

Probanden I, 11, VI, I, IV, V, VI 1, X, XIl, IV, V, IX, Xl
VI, X XIII

Mittelwert 4,79 umol/L | 4,80 umol/L | 2,61 umol/L | 2,60 umol/L
Standardabweichung | 1,47 pmol/L | 1,33 umol/L | 0,60 pmol/L | 0,73 pmol/L
Minimum 3,04 pmol/L | 2,32 pmol/L | 1,67 umol/L | 1,50 pmol/L
Maximum 7,92 ymol/L | 6,67 pmol/L | 3,96 umol/L | 3,76 pmol/L

VK 16,3% 14,7% 16,9% 17,1%

n 5 4 4 4

In einer grolRer 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). Wahrend Manner einen L-hArg-Median von 2,72 pmol/L im
Serum aufwiesen, hatten Frauen eine mediane L-hArg-Konzentration von
2,56 umol/L im Serum (Atzler et al. 2014b). Der durchschnittliche Unterschied
zwischen Mannern und Frauen aus der genannten Studie betragt demnach
0,16 umol/L  (Atzler et al. 2014b). Fir so geringflgige Unterschiede ist die
Stichprobenzahl von 4 pro Geschlecht zu gering, um eine valide Aussage daruber
treffen zu kdnnen.

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 pymol/L
fur Manner und 1,77 ymol/L fur Frauen im Plasma (Atzler et al. 2016b). Ahnlich
verhalt es sich bei einer Analyse von 3514 Probanden verschiedener ethnischer
Herkunft: mit Manner 2,92 pmol/L und Frauen 2,70 pmol/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 ymol/L zu Beginn der
Studie und Werte von 0,74+0,29 ymol/L nach dem 6-monatigen Hohenexposition
auf. Zudem fallt eine grundsatzlich 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,
Jazwinska-Kozuba et al. 2013, DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische
Gerate mbH 2014, Kayacelebi et al. 2014b, EAGLE Biosciences 2016). Aus der
Dallas Heart Studie ist bekannt, dass sich die Referenzwerte ethnienabhangig
signifikant unterscheiden. Es wurde zwischen Weillen, Hispanoamerikaner und
Afroamerikaner unterschieden (Atzler et al. 2014a). Die Chilenen haben den
grollten Verwandschaftsgrad zu Hispoamerikaner, weshalb eine L-hArg-
Konzentration von durchschnittlich 3,1 umol/L zu erwarten gewesen ware.
Vorrangig ursachlich fur die unerwartet niedrigen mit dem Trockenblutkartenassay
gemessenen Werte erscheint das Alter des Probenmaterials. Unter
Berucksichtigung der Reduktion von Homoarginin um -44% in 9 Monaten,
erscheinen die Messwerte als plausibel. Weitere mogliche Einflisse kdnnten die
unvollstandige Benetzung der Trockenblutkarten und die
Temperaturschwankungen wahrend 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 pymol/L) aufweisen, ist aufgrund
der Befahigung 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 kardiovaskulare 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 Hohe nicht akklimatisierter Probanden zeigte eine signifikante
Erniedrigung der L-hArg-Konzentration

Pathophysiologische kommt es zu einem hypoxischen Zustand: -25% Sauerstoff
(15% Og2; pO2 115 mmHg) auf 2500 m Hohe bzw. -50% Sauerstoff (10% 02, 75
mmHg) auf 5800 m Hohe (Kupper 2017, West n.d).

,Die berlchtigten lebensbedrohlichen Hohenkrankheiten
(H6henlungen- und Héhenhirnédem) [...] 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 h6henakklimatisiert ist"
(Kapper 2017)
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Diese hamodynamischen korperlichen Reaktionen des Lungenddems mit
hypoxischer Vasokonstriktion kleiner Gefalle, die zu einem erhdhten Druck fihren
und Schaden an den kapillarwanden verursachen ahneln einer pulmonalarteriellen
Hypertonie und sind mit einer Verminderung der Homoargininkonzentration
assoziiert (Atzler et al. 2016c, West, n.d.). L-hArg kann dosisabhangig, den
vasokonstriktorischen Effekt von L-NMMA durch einen Antagonismus umkehren
(Thomas und Ramwell 1991). Neben den koérperlichen molekularbiologischen
Reaktionen spielt ebenso die Ernahrung der Studienteilnehmer eine Rolle, da sich
die L-hArg-Konzentration durch eine Supplementation von Lysin, Arginin oder L-
hArg steigern lasst (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 Manner im Alter von 17-19 Jahren nicht bestatigt 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 fur Hispoamerikaner) (Atzler et al.
2014a). Dieser Zusammenhang stellte sich in der Kohorte der chilenischen
Probanden als hdhergradiger heraus (Pearson r=0,447, p=0,005). Es st
anzunehmen, dass die gleichartige Ernahrung der Rekruten und die gleichartige
Lebensweise Confounder auszuschliel3en vermogen.

Ebenfalls bestatigen lasst sich, dass kein Zusammenhang des L-hArg-Wertes mit
dem Rauchverhalten beobachtet werden kann (Tomaschitz et al. 2014).

Zusammenhange 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). Wahrend
May et al. die L-hArg-Konzentration bei 18 Probanden ohne kardiovaskulare
Erkrankungen, davon 4 mit schwerer Adipositas vor und nach einer bariatrischen
OP, untersuchten und ebenfalls keinen Zusammenhang bestatigen konnten (May
et al. 2015). Dieser Zusammenhang ist jedoch bei der Kohorte der chilenischen
Studienteilnehmer ausgepragt (Pearson r=0,361, p=0,023). Dies lasst vermuten,
dass die L-hArg-Konzentration und das Gewicht indirekt zusammenhangen kénnen.
Eine Erklarung fur vereinzelt beobachtete Zusammenhange mit dem Gewicht,
kénnte metabolisch begrindet 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-

87



Diskussion

Konzentration von Vollblut gegenuber Plasma von 204%. Dabei ist zu
bertcksichtigen, dass die Ergebnisse bestatigt wurde, obgleich

- die Probanden nicht vergleichbar waren

- die Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten ab Entnahme gemessen wurden

- die Proben mehrjahrigen Lagerungseinflissen unterlagen

Dies spricht daftur, dass sich der Unterschied zwischen Vollblut und
Plasmakonzentrationen unabhangig weiterer Einflussfaktoren Ubertragen lasst.
Dass ein vergleichbarer Zusammenhang besteht, bestatigt auch die
Korrelationsanalyse aller Datenpaare nach Pearson (Pearson’s
Korrelationskoeffizient 0,543, p<0,001). Bei Vergleich aller Datenpaare, welche
keiner verstarkten Qualitatsveranderung der Trockenblutkarten unterliegt, zeigt sich
eine noch starkere Korrelation (Pearson’s Korrelationskoeffizient 0,781, p<0,001).

Davon abweichend ist das Verhaltnis nach 6-monatiger Hohenbelastung. Hier zeigt
sich bereits eine relative L-hArg-Konzentration von Vollblut zum Plasma von 260%.
Bei zusatzlich fehlender Korrelation nach 6-monatiger Exposition sind folgende
Ursachen zu diskutieren:
a) geringe Stichprobenzahl
Aufgrund der geringen Stichprobenanzahl koénnen Ausreiler oder
Verwechselungen bei der Blutenthahme einen hoheren 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 Moglichkeit, die
Probanden bereits nach ihren biochemischen Adaptationsmerkmalen
selektiert zu haben.
c) Veranderte Bindungskurve von Proteinen bei Hohenbelastung
Bei hoherer Belastung zeigt sich aufgrund der veranderten
Sauerstoffbindungskurve eine geringere Affinitdt von Sauerstoff an
Hamoglobin. Dies ist auch bei den chilenischen Probanden mit einer
Sauerstoffsattigung von 98% auf Meereshéhe und 90% nach 6-monatiger
Exposition in 4000m Hohe zu erkennen. Ein verandertes Bindungsverhalten
an Proteine oder Interferenzen von L-hArg ist daher ebenfalls annzunehmen.
d) Verstarkte Interferenzen und Interaktionen durch Polyglobulie
Der Hamatokrit, das Zell-Plasma-Verhaltnis verschiebt sich bei
Hohenbelastung von 45,0% auf 48,9 %, wahrend die L-hArg-Konzentration
von 1,24umol/L auf 0,74umol/L sinkt. Dass der Hamatokrit, das Verhaltnis
zwischen Plasma und Blutzellen, einen Einfluss auf die gemessene L-hArg-
Konzentration haben konnte, Iasst 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
veranderte Zusammensetzung des Plasma-Zellgemisches des Blutes, sondern
wesentlich auch die veranderte Bindungsfahigkeit und daraus resultierende
Verstoffwechselung von Substraten fur eine Veranderung des L-hArg-Verhaltnisses
zwischen Plasma und Vollblut und letztendlich auch der L-hArg-Konzentration
verantwortlich zu sein.

6.3.5 L-Homoargininstabilitat in der chilenischen Kohorte

Die Stabilitat von L-hArg ist bereits in der Methodenvalidierung gemal Kapitel 5.4.6
beobachtet worden. Dabei erfolgte die Mehrfachmessung von 5 Probanden Uber
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%, wahrend 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 starker unterscheiden.

Im Gegensatz zu den Eigenversuchen waren die Trockenblutkarten der
chilenischen Studie zum Messzeitpunkt bereits mehrere Jahre alt. Abgesehen
davon zeigte sich nach Hohenexposition 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 hohergradig ist.

Die Plasmaproben der Probanden waren im Vergleich dazu bei -20°C tiefgefroren
Uber die Jahre. Hier zeigte sich eine Reduktion von L-hArg von -58,7% Uber den
Zeitraum von 6 Monaten. Unter der Annahme, dass Abbauprozesse durch Tiefrieren
aufgehalten werden, entsprache 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 haufigste Todesursache (RKI,
n.d., Statistisches Bundesamt 2015). Bei diesen Erkrankungen hat die Dysbalance
von NO und dem oxidativen Stress eine grof3e Bedeutung auf der zellularen Ebene
(Fleissner und Thum 2011). Diese Prozesse werden durch Argininderivate
beeinflusst, dabei erweist sich eine geringe Konzentration von L-hArg als Pradiktor
fur die Mortalitat (Marz 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 kostengunstigen, stabilen Analyse von L-
hArg aus Trockenblutkarten und anschlieRendem ELISA.

Der kommerzielle ELISA der Firma DLD Diagnostika wurde durch eine
selbsthergestellte Elutionslosung erganzt. Die Robustheit dieser erweiterten
Methode wurde getestet in Bezug auf: hamolysierte Proben, diverse Blutmengen,
Entnahmetechnik, Tageslichteinfluss, Einfrieren und Auftauen, Hitze und
Feuchtigkeit und Lagerungsdauer. Im zweiten Abschnitt wurde die Methode fur die
L-hArg Bestimmung einer Studie angewandt, deren Probanden, chilenische Manner
im Alter von 17-19 Jahren, Uber 6 Monate einer Hohenbelastung von 4000 m
ausgesetzt wurden. Die Trockenblutkarten wurden vor Beginn und nach 6 Monaten
Belastung gewonnen.

Die Qualitdt der Messung aus  Trockenblutkarten ergab  einen
Variationskoeffizienten von 15,6% fur den Intraassay und 17,0% fir den Interassay.
Bei einer Messprazision von 9,8% ergibt sich eine Streuung durch die Methode
alleine von 5-7%. Diese Methode ist stabil gegentber Tageslicht, hamolysierter
Probe, verschiedener Entnahmetechniken und Blutvolumina. Wahrend Einfrieren
und Auftauen (p<0,001, n=5) sicher zu einer signifikanten Veranderung des
Messergebnisses fuhrt. Dies ist auch bei Hitze und Feuchtigkeit nicht vollstandig
auszuschliefden. Bei trockener und geschutzter Lagerung ist von einer L-hArg
Konzentrationsminderung von -20% nach einem Monat und -40% nach 6-9 Monaten
auszugehen.

Die Qualitat der Trockenblutkarten wird durch die Benetzung der Ruckseite (r=-
0,439; p<0,001) und die Benetzungsflache (r=-0,280; p=0,022) beeinflusst. Die
Belastung durch 4000 m Hohe zeigte auch nach Ausschluss von Trockenblutkarten
mit geringer Qualitat ein Absinken der L-hArg Konzentration von 1,10£0,42 ymol/L
auf 0,7810,26 umol/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 Héhenaufstieg. Die kardiovaskulare
Belastung in Form einer Hohenkrankheit fuhrt auch bei jungen gesunden
Probanden bereits zu einer Senkung der L-hArg-Konzentration.
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Entsprechend der Leitlinie flr die Industrie ist ein VK <20% bzw. <25% fur die
geringste Konzentration anzustreben (U.S. Department of Health and Human
Services Food and Drug Administration 2013). Die Erweiterung der Methode erfullt
die Anforderungen der Prazision und kann unter Vermeidung praanalytischer
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 (Marz 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 pmol/L) and after (0,78+0,26 umol/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 Abkurzungsverzeichnis

ADMA
AG
AGAT
AKS
AP
ASL
ASS
BMI
CRP
ELISA
GAMT
GC-MS

GFR
HPLC
LC-MS

L-hArg

MW

NMMA

NT-pro-BNP

OTC

PAH

SD

SDMA

TIA
UPLC-qTOF-MS/MS

VK
vWF

asymmetrisches Dimethylarginin
Arbeitsgruppe

arginine:glycine aminidotransferase

Akutes Koronar Syndrom

Angina Pectoris

Argininosuccinatlyase
Argininosuccinatsynthase

Body Mal3 Index

c-reaktives Protein

enzyme-linked Immunosorbent Assay
Guanidinoacetatmethyltransferase
Gaschromatographie gekoppelt mit
Massenspektrometrie

glomerulare Filtrationsrate
Hochdruckflussigkeitschromatografie
Flassigkeitschromatographie gekoppelt mit
Massenspektrometrie

L-Homoarginin

Mittelwert

N(G)-methyl-L-arginin

N-terminales pro brain natriuretisches Peptid
Ornithin-Transcarbamylase

pulmonale arterielle Hypertension
Standardabweichung
N(G),N‘(G)-dimethyl-L-arginin

transitorische ischamische Attacke
ultra-performance FlUssigkeitschromatografie
quadrupole time off light Massenspektrometrie
Variationskoeffizient

von-Willlebrand-Faktor
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13 Anhang

13.1 Anleitung der Methode (Standardanleitung)
(DLD Gesellschaft fiir Diagnostika und medizinische Gerdte mbH 2014)

1. Vorbereitung der Reagenzien

,,MT-Streifen STRIPS

Mikrotiterstreifen im geschlossenen Folienbeutel in etwa 10 Minuten auf
Raumtemperatur bringen. Die nicht bendtigten Mikrotiterstreifen dem Halterahmen
entnehmen, wieder in den Beutel legen (das Trockenmittel im Beutel belassen) und
diesen sorgfaltig verschlielRen.

Waschpuffer WASH

Inhalt des Flaschchens mit destillietem Wasser auf 1.000 ml auffillen und kurz
mischen.

Der verdunnte Waschpuffer muss flr den spateren Gebrauch bei 2 - 8 °C gelagert
werden und bleibt so fur 4 Wochen verwendbar. Fur eine Lagerung bis zum
Verfallsdatum muss der verdinnte Waschpuffer bei -20 °C eingefroren werden.

Ausgleichsreagenz EQUA-REAG

Inhalt des Flaschchens mit 21 ml destilliertem Wasser I6sen, kurz vortexen und
mindestens 20 Minuten auf den Rollmischer oder &hnlichem Schuttler mischen,
Ubermaflige Schaumbildung vermeiden.

Das geloste Ausgleichsreagenz muss fur den spateren Gebrauch bei -20 °C
eingefroren werden und bleibt so bis zum Verfallsdatum verwendbar.

Acylierungsreagenz ACYL-REAG

Inhalt des Flaschchens mit 3 ml Solvent I6sen und mindestens 10 Minuten auf den
Rollenmischer oder ahnlichem Schuttler 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 Ansatzen
teilbar. Wenn der Kit in einem Ansatz verbraucht wird, den aufgeldsten Inhalt von
zwei Flaschchen poolen. Nach Gebrauch ist das Restreagenz zu verwerfen.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.“ (DLD Gesellschaft flr Diagnostika
und medizinische Gerate 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 moglichst zentral aus dem Spot ausgestanzt werden.
Diese zwei Stanzlinge werden in einem beschrifteten 3ml Eppendorfgefald gelegt.

3. Elution

.,Reagenzien und [Kontroll-] Proben auf Raumtemperatur bringen. Die Elution wird
in Einfachbestimmung und die AnschlieRende Acylierung in Doppelbestimmung
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angesetzt, d.h. es wird 2-mal pro Probe aus dem Elutionsrohrchen die
Reaktionsplatte pipettiert.

Sollten keine 3 Stanzlinge zur Verfugung stehen, ist es mdglich 2 Stanzlinge
einzusetzten, wobei spater der erhaltene Messwert mit 1,5 multipliziert werden
MusSs.

1. Je 15 yl Standard und jeweils 3 Stanzlinge der einzelnen Probe in die [...]
Elutions-Rdhrechen geben.

2. Je 300 pl Elutionslésung in die Elutions-Réhrchen pipettieren.

3. Rohrechen gut vermischen (Vortex).

4. Roéhrechen 20 Minuten auf einem Schattler bei Raumtemperatur mischen [in
der Zwischenzeit empfiehlt es sich das Acylreagenz vorzubereiten]

5. Rohrchen 5 Minuten bei mind. 3.000 x g zentrifugieren

Fir die nachfolgende Acylierung je 2 x 75 ul des Uberstandes verwenden.“ (DLD
Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerate mbH 2011)

4. Acylierung
,Doppelbestimmungen sind vorgeschrieben.

1. Je 2x 75 pl des Uberstands in die entsprechende Vertiefung der
Reaktionsplatte fur die Acylierung pipettieren. [Es empfiehlt sich ein 3
maliges Mischen des Uberstandes mit der Pipettenspitze, bevor der
Uberstand in die Reaktionsplatte Uberfiinrt wird. Fir spatere Analysen sollte
der Uberstand abpipettiert und in ein anderes Gefal (ibergefihrt werden;
alternativ ist die Entfernung des Stanzlings aus dem Elutionsgefaly mdglich]

2. Je 25 yl Acylierungspuffer in alle Vertiefungen pipettieren.

3. Je 50 ul Ausgleichsreagenz in alle Vertiefungen pipettieren.

4. Reaktionsplatte ca. 10 Sekunden mischen.

5. Acylierungsreagenz frisch ansetzten und je 25 yl Acylierungsreagenz in alle
Vertiefungen pipettieren und sofort offen auf einem Schuttler mischen, dabei
die Platte nicht abdecken oder zukleben.

Achtung

Solvent ist leicht flichtig und verdampft schnell. Daher bitte keine Gefalie
zusammen mit Mehrkanalpipetten verwenden, da sie eine hohe Oberflache haben.
Bitte Mulitpipetten 0.a8. verwenden, das aufgeldste Acylierungsreagenz aus dem
Flaschchen in die Spritze (Uber eine aufgesetzte Pipettenspietze) ziehen und
Vertiefung fur Vertiefung pipettieren.

6. Reaktionsplatte 15 Minuten bei Raumtemperatur auf einem
Horizontalschuttler inkubieren, Platte nicht abkleben oder Abdecken, offen
schutteln.” (DLD Gesellschaft fur Diagnostika und medizinische Gerate mbH
2014)

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

ELISA

,Die Reagenzien auf Raumtemperatur bringen und sorgfaltig mischen,
Schaumbildung vermeiden.

1.

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

2. 50 pl Antiserum in alle Vertiefungen pipettieren.
3.

Platte mit Folie abkleben und 90 Minuten bei Raumtemperatur (20 - 25 °C)
auf einem Horizontalschuttler bei mittlerer Schittelfrequenz mischen.
Vertiefungen entleeren, mit ca. 300 ul verdinntem Waschpuffer fullen und
wieder entleeren. Anschlielend die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine
saugfahige Unterlage (Papierhandtuch) legen und kurz ausklopfen, um alle
Flussigkeitsreste zu entfernen. Diesen Vorgang insgesamt 4 mal
durchfuhren. Alternativ kann auch ein Waschgerat verwendet werden.

100 pl Enzymkonjugat in alle Vertiefungen pipettieren.

25 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschuttler bei mittlerer
Schuttelfrequenz mischen.

7. Waschen: Wie unter Punkt 4. beschrieben.
8.
9

100 ul Substrat in alle Vertiefungen pipettieren.
18 Minuten bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) auf einem Horizontalschuttler
bei mittlerer Schuttelfrequenz mischen.

10. 100 pl Stopplésung in alle Vertiefungen pipettieren, kurz mischen.
11. Platte im Photometer bei 450 nm (Referenzwellenlange zwischen 570 nm

und 650 nm) innerhalb von 15 Minuten messen.” (DLD Gesellschaft fur
Diagnostika und medizinische Gerate 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 uL
10 — 100 pL
100 — 1000 pL
Eppendorf Pipette “Research” 2-20uL

Eppendorf Pipettenspitzen 10 pyL

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Pipettenspitzen 1000 uL

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Pipettenspitzen 200 pL

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 fur Diagnostika und

medizinische Gerate mbH, Hamburg

Safe Seal Reagiergefald 2 mL

Sarstedt AG & Co., NUrmbrecht

Sarstedt Halbautomatische

Einmallanzetten

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Sarstedt Monovette® EDTA KE 2,7

mlund 7,5 ml

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Sarstedt Safety-Multifly-Set®

23G; 0,6 x 19 mm
Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Sarstedt Serological Pipette 2 mL
und 5 mL

Sarstedt AG & Co., NUrmbrecht

Filterpapier/ Trockenblutkarten

FT-2-460-0008 N / 08-150
TFEN 179g/m? 060x085 mm

Sartoriusstedim biotech
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Trockenmittelbeutel Silica Gel Art.-Nr. NO77.2 Charge 474222613

Orange

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

Kantule Braun Sterican

Gr. 12, 0,70x30 mm BL/LB 22G1 V4

Gerate

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 Laborgerate Hirschmann Laborgerate gmbH & Co. KG,
~Pipetus®” Eberstadt

Inkubationsbehaltnisse

Verpackungen (DLD Test Kit Homoarginin)

Kuhlschrank Liebherr
“FKS 5010”

Sollbereich +2°C bis +10°C

Kuhltruhe Liebherr
“Comfort” (-22°C)

MRW (AM60)

Waschautomat

Seriennr.: GA 2862

Tagesspektrumlampe
“GLO Life-Glo 18”

15 Watt T 8
46¢cm lang

Tecan Sunrise Remote

Art.Nr.: FO39300
Seriennr.: 0393003434

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim

Warmeschrank
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Reagenzien

N“-Hydroxy-nor-L-arginine

Aliquot von Merck CAS 189302 Calbiochem

Protease Inhibitor Cocktail P8340

Lot: 011M400
Sigma-Aldrich / Merck, Darmstadt

Elutionsldsung ADMA Kit

DLD Gesellschaft fur Diagnostika und

medizinische Gerate mbH, Hamburg

Aqua dest.

Ameisensaure

CHAPS

Acetonitril

DMSO

Ethanol

Methanol

Salzsaure

Aceton

EDTA

Formalin

N-succinyl-Hydroxid

Sodiumdodecylsulfat

Sulfosalicylsaure-dihydrat

Trichchloressigsaure

TRIS

Tween

NaCl 0,9%

Citrat-Phosphatpuffer -----

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Citronensaure

Propylenglycol

Dinatriumhydrogenphosphat
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Software

L~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 4V 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 pM Aprotinin, Serinproteaseninhibitor, inhibiert:
o Trypsin
Chymotrypsin
Plasmin
Kallikrein
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, Saureproteasen, inhibiert:
Pepsin
Renin
Cathepsin D
Mikrobielle Aspartatprotease

o O O O

@)
©)
@)
@)

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 Herstellerlosung wurde ohne weitere Verdunnung verwendet. Weitere
Herstellerangaben sind dem Anhang 13.3 zu ennehmen
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13.4 Stabilitdt 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. 14.-28. 29.-42. | 91.- 182.- 276.-
Tag Tag Tag 102.Tag | 193.Tag | 287.Tag |
1}
MW in umol/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%
v
MW in umol/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%
\'}
MW in umol/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 umol/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%
|
MW in umol/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-Reliabilitat von L-Homoarginin (Stabilitat)

Wochen/Monat: 2.Woche | 3.Woche | 1.Monat | 3.Monat | 6.Monat | 9.Monat
Tagen: 7.-13. 14.-20. 28.-42. 91.- 182.- 276.-
Probennummer: Tag Tag Tag 102.Tag | 193.Tag | 287.Tag
]} Korrelation mit | -0,834 0,362 0,808 0,036 -1,000**
vorherigem p=0,79 p=0,638 p=0,192 p=0,977 | P=0,008
]} Korrelation mit | -0,834 -4,64 0,296 0,998** | -0,999**
Ausgangswert | p=0,79 p=0,536 p=0,629 p=0,039 | p=0,031
| Korrelation mit | -0,140 0,767 0,924 0,463 0,631 0,467
vorherigem p=0,0860 | p=0,233 p=0,25 p=0,693 | p=0,565 | p=0,691
| Korrelation mit | -0,140 -0,193 0,145 -0,809 -0,55 -0,909
Ausgangswert | p=0,860 p=0,807 p=0,907 | p=0,400 | p=0,965 | p=0,274
v Korrelation mit | 0,564 -0,561 -0,956* 0,156 -0,588
vorherigem p=0,436 p=0,439 | p=0,044 p=0,900 | p=0,600
v Korrelation mit | 0,564 -0,509 0,707 -0,178 0,901
Ausgangswert | p=0,436 p=0,491 p=0,293 p=0,886 | p=0,286
\" Korrelation mit | 0,197 0,699 0,162 0,427 -0,127
vorherigem p=0,751 p=0,301 p=0,838 p=0,719 | p=0,019
\"/ Korrelation mit | 0,197 0,432 -0,875 0,179 0,953
Ausgangswert | p=0,751 p=0,568 p=0,052 p=0,886 | p=0,195
X Korrelation mit | -0,330 -0,400 0,006 -0,026 0,569 -0,963
vorherigem p=0,670 p=0,600 p=0,994 | p=0,984 | p=0,614 | p=0,174
X Korrelation mit | -0,330 -0,718 -0,371 -0,761 0,099 0,173
Ausgangswert | p=0,670 p=0,282 p=0,629 | p=0,449 | p=0,937 | p=0,889
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13.6 Qualitdatsbeurteilung der chilenischen Kohorte

Qualitatsbeurteilungschema:
Hinten benetzt (1 = vollstandig; 2 = teilweise; 3 = gar nicht)

Durchmesser (1 = mindestens 5 mm; 2 = mindestens 4 mm; 3 < 4mm)

Probennr. Datum Durch- | hinten | Probenr. Datum Durchmesser hinten
(0 messer | benetzt (6 benetzt
Monate) Monate)

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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Qualitatsbeurteilung der chilenischen Kohorte Fortsetzung

Probennr. Datum Durch- | hinten Probenr. Datum Durchmesser hinten
(0 messer | benetzt (6 benetzt
Monate) Monate)
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 | Alter 0 Monate Spearmans- 0,22 0,172
0 Monate Rho

Homoarginin Gewicht 0 Pearson r 0,105 0,521
0 Monate Monate

Homoarginin | Grolke 0 Monate Pearson r 0,03 0,852
0 Monate

Homoarginin | BMI 0 Monate Pearsonr 0,117 0,474
0 Monate

Homoarginin O Sattigung Spearmans- 0,283 0,076
0 Monate Meereshohe 0 Rho

Monate

Homoarginin O Sattigung Pearson r -0,186 0,251

0 Monate 4000m 0
Monate

Homoarginin | Hamoglobin 0 Pearson r 0,097 0,553
0 Monate Monate

Homoarginin Hamatokrit O Pearson r 0,096 0,556
0 Monate Monate
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13.7.2 Korrelationsanalysen nach 6-monatiger Hohenbelastung
Korrelationsparameter Testverfahren | Korrelationskoeffizient | Signifikanz

Homoarginin | Alter 6 Monate Spearmans- 0,012 0,943
6 Monate Rho

Homoarginin Gewicht 6 Pearson r 0,361* 0,026
6 Monate Monate

Homoarginin | GroRe 6 Monate Pearson r -0,042 0,802
6 Monate

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

Homoarginin | O»>Sattigung 6 Pearson r -0,073 0,665
6 Monate Monate

Homoarginin | Hamoglobin 6 Spearmans- 0,133 0,42
6 Monate Monate Rho

Homoarginin Hamatokrit 6 Spearmans- 0,163 0,321
6 Monate Monate Rho
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13.7.3 Longitudinale Korrelationsanalysen

Korrelation der Differenz 6-0 | Testverfahren | Korrelationskoeffizient | Signifikanz

Homoarginin Gewicht Spearmans- 0,036 0,83
Rho

Homoarginin Grolde Spearmans- 0,134 0,415
Rho

Homoarginin BMI Pearson r -0,065 0,7

Homoarginin | O2 Sattigung % | Spearmans- 0,099 0,555
Rho

Homoarginin Hamoglobin Pearson r -0,022 0,892

Homoarginin Hamatokrit Pearson r -0,091 0,582
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