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1 Einleitung

1.1 Hintergrund der Arbeit

Die Inzidenz und die Pravalenz der Herzrhythmusstorung Vorhofflimmern (VHF) in
der Allgemeinbevolkerung, insbesondere in unserer westlichen Welt, sind hoch und
weiterhin steigend (Go et al. 2001, Miyasaka et al. 2006). Es ist zu erwarten, dass
kunftig geschatzte 2-3 % der europaischen Bevolkerung mit VHF diagnostiziert
werden. Insgesamt leiden rund 30 Millionen Menschen weltweit an dieser
Herzrhythmusstérung und viele weitere mehr, ohne es zu wissen (Kirchhof et al.
2015).

Jedoch sind die genauen Grunde bzw. ist die Risikofaktorenverteilung flr den zu
beobachtenden Anstieg der Pravalenz in der Allgemeinbevolkerung bislang nur
unvollstandig verstanden. Klar ist zum gegenwartigen Zeitpunkt jedoch, dass VHF zu
einem mafgeblichen Anstieg von der Morbiditat und Mortalitat entscheidend beitragt
(Schnabel et al. 2009).

Symptomatisches VHF reduziert die Lebensqualitat und den funktionellen Status der
Betroffenen. Komplikationen von VHF wie etwa der Schlaganfall oder die
Herzinsuffizienz  sind  gravierend. Aus diesem Grund st es von
entscheidender Bedeutung, adaquate Methoden zur individuellen
Risikoeinschatzung zZu etablieren, um bei gefahrdeten Patienten

primarpraventive MaBnahmen einleiten zu kdnnen.

Die fur die Vasodilatation wichtigste Substanz im Korper ist das aus L-Arginin
gebildete Stickstoffmonoxid (NO). L-Arginin kommt eine zentrale Rolle bei der
Regulation der GefaBRhomoostase zu. Endogene Arginin-Derivate, hier vor allem das
asymmetrische Dimethylarginin (ADMA) und das symmetrische Dimethylarginin
(SDMA), hemmen hingegen die NO-Biosynthese und fuhren so zu einer Dysbalance

mit konsekutiv erhohtem oxidativen Stress.
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1.2 Vorhofflimmern

1.2.1 Allgemeines

VHF (lat. Arrhythmia absoluta) ist eine Rhythmusstérung der Herzvorhofe und zahlt
demnach zu den supraventrikularen Tachykardien. Im Gegensatz zum regularen
Herzrhythmus werden die elektrischen Impulse aus dem Sinusknoten durch
arrhythmisch kreisende Erregungswellen unterdrickt. Diese kreisenden Erregungen,
die ihre GroRe und Lokalisation in den Vorhdfen standig verandern, fuhren zum
sogenannten Flimmern der Vorhofe. Dabei entstehen in den Vorhofen sehr hohe
Frequenzen von bis zu 800 bpm (beats per minute). Aufgrund der ineffektiven
Kontraktion fehlt die prasystolische Flllung der Ventrikel, woraus eine um 15-30%ige
Abnahme des Herzminutenvolumens resultiert (Abernathy und Willis 1973). In der
Folge kann der systolische Blutdruck signifikant abfallen, wohingegen pulmonal-
arterielle Druck (PAP) und pulmonalkapillare Verschlussdruck (PCWP) signifikant
ansteigen konnen (O’Neill et al. 1990). Jedoch wurde in der Vergangenheit eine
grolRe Varianz in der Auswirkung von VHF auf die linksventrikuldre Funktion
festgestellt (Camm et al. 2010).

1.2.2 Epidemiologie

Das Erstmanifestationsalter von VHF liegt in der Bevdlkerung der Bundesrepublik
Deutschland im Mittel bei 65 Jahren bei einer Inzidenz von 0,1 % pro Jahr, wobei in
jungeren Altersgruppen Manner haufiger als Frauen betroffen sind. Durch die héhere
Lebenserwartung der Frauen ist die Gesamtpravalenz fur beide Geschlechter in etwa
gleich hoch (Deutsche Stiftung fur Herzforschung 2013). VHF erhoht das
Langzeitrisiko von Schlaganfall, Herzinsuffizienz und Gesamtsterblichkeit,
insbesondere bei Frauen (Volkmann et al. 2009). Fast 1,8 Millionen Menschen in
Deutschland (ca. 2 % der Bevolkerung) und uber 6 Millionen Menschen in Europa
leiden an dieser haufig anhaltenden Herzrhythmusstérung (Camm et al. 2010).
Wabhrscheinlich wird die Anzahl derer, die in den USA an VHF leiden, bis 2050 um
das 2,5-Fache steigen (Go et al. 2001). Das US Census Bureau schatzt, dass der

Anteil der Bevolkerung mit VHF wiederum im Jahr 2050 um die 12,2 Mio. betragen
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wird (Miyasaka et al. 2006). VHF hat eine Pravalenz von 5,9 % in der Gruppe der
uber 65-Jahrigen. Die Diagnose VHF lasst sich bei fast 10 % aller Menschen uber 80
Jahre nachweisen (Baldus 2012). Im Alter ab 85 Jahren steigt die Pravalenz gar auf
bis zu 18 % (Camm et al. 2010). Experten schatzen daher, dass es eine hohe Zahl
an Betroffenen gibt, die mit VHF leben, ohne es zu merken. Bei Menschen, die
junger als 65 sind und Kkeine =zusatzlichen Herzkrankheiten oder andere
Erkrankungen haben, liegt das Risiko, im nachsten Lebensjahr einen Schlaganfall zu

erleiden, bei unter 1 % (Deutsche Stiftung fur Herzforschung 2013).

VHF ist mit besonders schweren Schlaganfallen assoziiert (Camm et al. 2010).
Wahrend des Flimmerns der Herzvorhofe kommt es zu einer relativen Stase des
Blutes in den Vorhdfen, wodurch sich Thromben bilden kdnnen. Loésen sich die
Thromben, werden sie in den Systemkreislauf und z. B. Uber die Karotiden in die
Gehirnarterien verschleppt, sodass auch die Zahl der 270.000 Betroffenen, die jedes
Jahr in Deutschland mit den Folgen eines Schlaganfalls leben mussen, u.a. hierin
begrundet liegt (Kirchhof und Leute 2013). Mindestens jeder flnfte Schlaganfall geht
nach den Leitlinien der European Society of Cardiology (ESC) auf VHF zurlck
(Volkmann et al. 2009). Das sind fast 40.000 Schlaganfalle pro Jahr in Deutschland
(Deutsche Stiftung fur Herzforschung 2013). So Uberrascht die Prognose nicht, dass
sich in den nachsten 40 Jahren die Zahl der Patienten mit VHF mehr als verdoppeln
wird — nicht zuletzt aufgrund unserer alternden Gesellschaft und der Zunahme von
Risikofaktoren wie Bluthochdruck und Ubergewicht. Die Deutsche Gesellschaft fuir
Kardiologie (DGK) rechnet in ihren Leitlinien von 2010 fur das Management von VHF
durch die zunehmende Alterung der Bevolkerung in den nachsten 50 Jahren gar mit
einer Zunahme um den Faktor 2,5, wobei sich das individuelle Risiko mit jeder

Altersdekade verdoppeln wird (Deutsche Stiftung flr Herzforschung 2013).

Insgesamt ist VHF mit einem erhohten Sterberisiko verbunden, auch bei
leitliniengetreuer Therapie (Kirchhof und Leute 2013). So gilt VHF als starker
Risikofaktor flr Herzversagen. Patienten mit VHF, die ein Herzversagen erleiden,
haben eine hdhere Mortalitatsrate als solche, die kein VHF hatten (Schnabel et al.
2013). Bei bis zu 70 % der Patienten mit organischen Herzerkrankungen liegt VHF
vor (Burstein und Nattel 2008). Es bleibt festzuhalten, dass VHF zur Chronifizierung

neigt, zumal 20 Jahre nach der Erstdiagnose mehr als 90 % der Patienten
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permanentes VHF aufweisen (Kirchhof et al. 2012). So wird VHF als progressive
Erkrankung betrachtet, die sich oftmals vom paroxysmalen zum permanenten Typ
entwickelt (Dudley et al. 2005). Die Lebenserwartung fur VHF-Patienten unter 65
Jahren und ohne weitere Herzerkrankungen ist im Vergleich zu herzgesunden

Menschen im selben Alter nicht signifikant geringer.

1.2.3 Pathophysiologie und Risikofaktoren

In Bezug auf seine Atiologie, Pathophysiologie, klinische Prasentation sowie das
Outcome ist VHF eine heterogene Erkrankung (de Vos et al. 2010), bei der zu rund
60 % modifizierbare Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
UbermaBiger Alkoholkonsum, Ubergewicht, Fumatorium, Schlafapnoe sowie
kardiovaskulare Grunderkrankungen gefunden werden kénnen (Huxley et al. 2011).
Die haufigsten dem VHF zugrunde liegenden kardialen Grunderkrankungen sind
arterieller Hypertonus (50 %), Herzinsuffizienz, koronare Herzerkrankung (KHK)
(25 %), Klappenvitien (14 %) insbesondere die der Mitralklappe (Sack 2014),
pulmonale Erkrankungen (3 %), Hyperthyreose (3 %) und andere Ursachen (5 %)
(Baldus 2012). Bluthochdruck steigert das Risiko, an VHF zu erkranken, auf etwa
das Doppelte und eine symptomatische Herzinsuffizienz (New York Heart
Association-Klassen |I-IV) auf das 4,5- bis 6-Fache (Deutsche Stiftung fur
Herzforschung 2013). Zu den weiteren Begleiterkrankungen, die VHF verursachen
kann oder dessen Fortschreiten beglnstigt, zahlen auch (dilatative/hypertrophe)
Kardiomyopathien, Vorhofseptum-Defekte (VSD) und andere angeborene Herzfehler,
Ubergewicht, Diabetes mellitus, die Chronisch Obstruktive Lungenerkrankung
(COPD), cholinerge Drogen sowie Schlafapnoe und die chronische
Niereninsuffizienz (Camm et al. 2010). Weiterhin zahlen hierzu die Myokarditis, das
Sick-Sinus-Syndrom (SSS) und das Wolf-Parkinson-White-Syndrom (WPW-
Syndrom) sowie das Holiday-Heart-Syndrom (Barriales Alvarez et al. 1999).
Insbesondere Herzmuskelerkrankungen wie Kardiomyopathien und die Myokarditis
fuhren durch Schwachung der Herzleistung zu VHF und werden bei rund 15 % aller
VHF-Patienten beobachtet. Beim akuten Koronarsyndrom (AKS) tritt in 2-21 % der
Falle ein VHF auf, das auch hier mit einem erhohten Mortalitats- und

Schlaganfallrisiko einhergeht. Auch der Diabetes mellitus und das VHF zeigen eine

14



relevante Koinzidenz, insbesondere vor dem Hintergrund der Tatsache, dass 13 %
aller Patienten mit VHF an Diabetes leiden (Camm et al. 2010). Trotz jener
beeindruckenden Zahlen weil3 man noch nicht genug Uber diese Volkskrankheit.
Sicher ist, dass VHF in hohem Male die Lebensqualitat beeintrachtigt, etwa durch
als unangenehm empfundene Palpitationen, Synkopen und Herzrasen oder durch
Symptome, die mit der Klinik einer Angina pectoris einhergehen. Weitere zu
nennende Symptome sind Schwindel, Atemnot, Abgeschlagenheit, Brustschmerz

bzw. Palpitationen sowie Beklemmungs- und Angstgeflhle.

1.2.3.1 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress ist entscheidend beteiligt bei der Entstehung und
Manifestation von VHF (Yang und Dudley 2013). So konnte in mehreren
zuruckliegenden Studien gezeigt werden, dass VHF mit oxidativem Stress assoziiert
ist (Mihm et al. 2001, Carnes et al. 2001). Unter oxidativem Stress versteht man ein
Missverhaltnis zwischen reaktiven Sauerstoff- (ROS) bzw. Stickstoffspezies (RNS)
einerseits und Antioxidantien andererseits zugunsten der ROS bzw. RNS. Zu ROS
zahlen u. a. das Super-Oxidradikal (O2’), das Wasserstoffperoxid (H>,O2) sowie das
Hydroxyl-Radikal (OH"). Risikofaktoren sind dieselben wie bei der Atherosklerose,
einer Krankheit, von der bekannt ist, dass sie durch oxidativen Stress
aufrechterhalten wird. Diese Risikofaktoren, zu denen u.a. Bluthochdruck, Alter,
Diabetes mellitus und kardiochirurgische Eingriffe zahlen, haben singular eine direkte
Assoziation mit den erhohten systemischen Markern der Oxidation. Daher legt jene
Assoziation mit oxidativem Stress die Vermutung nahe, dass VHF die Manifestation

einer systemischen Erkrankung sein kénnte (Yang und Dudley 2013).

Eine Dysbalance fuhrt am Endothel zu oxidativem Stress, welcher in der
Pathogenese von VHF impliziert ist (Bonilla et al. 2012). Gegenwartig geht man

davon aus, dass sich krankheitsauslésende oder -beglnstigende Faktoren flr ein
Uberwiegen an oxidativen Stress generierenden Substanzen verursachen. Unklar
indes scheint nach wie vor zu sein, ob oxidativer Stress Ursache oder Wirkung von

Krankheiten ist.
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1.2.4 Diagnosestellung

Zur Diagnosestellung von VHF ist eine Dokumentation mittels Elektrokardiogramm

(EKG) erforderlich. Per definitionem ist VHF eine Herzrhythmusstorung mit folgenden

Charakteristika:

1. Das Oberflachen-EKG zeigt absolut irregulare RR-Intervalle.

2. Es qibt keine eindeutig abgrenzbaren P-Wellen im EKG, jedoch kann eine
scheinbar regulare elektrische Aktivitat in einigen Ableitungen (v. a. in Ableitung
V1) sichtbar sein.

3. VHF zeigt typischerweise variable Vorhofzykluslangen und eine verkirzte

PQ-Zeit (< 200 ms).
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Abb. 1: VHF im EKG, Extremitatenableitung (Horacek, 2013)

1.3 Der Stickstoffmonoxid-Signalweg

1.3.1 Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist eines der wichtigsten vasoaktiven Botenstoffmolekile im

Korper und besitzt elementare Bedeutung fur die endotheliale Homdostase (Sibal et
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al. 2010) — auch weil es die Proliferation glatter Muskelzellen im Endothel fordert.
NO wirkt im Gehirn als Neurotransmitter und im Immunsystem als Mediator der
Abwehr. Im kardiovaskularen System werden NO protektive Eigenschaften fur ein
intaktes Endothelium zugeschrieben, indem es durch seine zellulare Eigenschaft als

anti-atherogenes Molekul direkt vasodilatierend wirkt (Boger 2014).

Eine geringe NO-Bioverfugbarkeit korreliert unterdessen direkt mit einer gestorten
Endothel-Funktion (Lorin et al. 2014). So gibt es einen steigenden Beweis daflr,
dass die kardiale Struktur und Funktion durch NO moduliert werden (Lieb et al.,
2009). Eine Hyperglykamie etwa hemmt die Aktivitat der ,endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase® (eNOS), was zu einer Storung der endothelabhangigen
Vasodilatation fihrt (Bassenge et al. 2005). Neben vasodilatatorischen werden dem
NO ebenfalls antithrombotische sowie antiatherogene Eigenschaften zugeschrieben
(Tousoulis et al. 2007)

Weiterhin werden Einflisse des NO auf die vaskulare Produktion von
Superoxidradikalen (Reduktion) und die Oxidation von Low Density Lipoproteinen

(LDL) im Sinne einer Verhinderung beschrieben.

Da die Expression der NOS durch eine ultra-schnelle Offnung des lonenkanals im
arteriellen Endothel durch laminare Stromung und zyklische Dehnung induziert wird
(Vallance et al. 1989), stellen Cai und Kollegen die Hypothese auf, dass VHF zu
einer Herunterregulierung der atrialen endokardialen Expression und Produktion von
NOS fuhrt. Da NO antithrombotische Eigenschaften besitzt, konnte eine
herunterreguliete NOS zur Entwicklung thromboembolischer Ereignisse bei
Patienten mit VHF beitragen. Diese Daten legen nahe, dass eine organisierte
Vorhofkontraktion zur Gewahrleistung einer normalen endokardialen NOS-
Expression notwendig ist. Hier beschreibt die Studie, dass der linke Vorhof dreimal
mehr NO produziert als irgendein anderes Endothelium, wie z. B. der rechte Vorhof
oder die Aorta (Cai et al. 2002). Vermindertes NO fuhrt zudem zu einer Reduktion

des myokardialen Blutflusses (Goette et al. 2012).
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Abb. 2: Das Wirkungsprofil von NO in der Ubersicht (in Anlehnung an Béger, 2003;
zitiert nach von Holten, 2011)

1.3.2 Die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS)

NO, ein hochreaktives Radikal mit geringer Halbwertzeit, wird durch das zuvor
erwahnte Enzym ,endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase“ aus L-Arginin gebildet.
Es entsteht durch eine 5-Elektronen-Oxidation eines Stickstoffatoms der Guanidin-
Gruppe des L-Arginins. Das entstehende Nebenprodukt ist L-Citrullin (Leone et al.
1991), aus welchem in mehreren Schritten wiederum L-Arginin in Niere und Leber
zurickgewonnen werden kann (Wu und Meininger 1993). Die Aktivierung der eNOS
erfolgt primar durch eine Zunahme der intrazellularen Calciumkonzentration (Andrew
und Mayer 1999). Gleichermalen hochreguliert wird die NOS durch Scherstress (Qu
et al. 2001), durch eine verminderte Salzaufnahme (Tojo et al. 2000), durch HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitoren (Endres und Laufs, 1998), durch Calcium-Kanal-Blocker
(Tanaka et al. 2002), durch Uramie (Abdel-Gawad et al. 1999) sowie im hohen Alter
(Holaj et al. 1998).
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Abb. 3: ADMA und erhéhtes kardiovaskulares Risiko (in Anlehnung an Ozkor und
Quyyumi, 2011; zitiert nach Herzog, 2013)
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Abb. 4: Vasodilatation durch NO (in Anlehnung an Ozkor und Quyyumi, 2011;
zitiert nach Herzog, 2013)
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Abb. 5: ADMA und seine Metabolisierung (in Anlehnung an Ozkor und Quyyumi, 2011);
zitiert nach Herzog, 2013)

Abb. 3, 4 und 5: Die NO-Synthase, DDAH: Dimethylarginin-Dimethylaminhydrolase, ADMA:
Asymmetrisches Dimethylarginin, eNOS: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, NO:
Stickstoffmonoxid, GTP: Guanosintriphosphat, cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat,
sGC: losliche Guanylatzyklase, PKG: Proteinkinase G, SAM: S-Adenosyl-L-Methionin, SAH:
S-Adenosyl-Homocystein, MMA: Methylmalonylsaure.

Zu einer Herunterregulierung kommt es u. a. durch Hypertonie (Crabos et al. 1997),
durch eine vermehrte Salzaufnahme (Ni und Vaziri 2001), durch eine erhohte
Konzentration an oxidiertem LDL (Boger et al. 2000), durch Tumornekrosefaktoren
(Yoshizumi et al. 1993) und schlief3lich durch eine reduzierte Androgenkonzentration
(Marin et al. 1999).

Intrazellular konkurriert die eNOS mit Enzymen wie der Arginase um das Substrat
L-Arginin. Bislang sind vier fundamentale Mechanismen fur reduzierte Level an
bioaktivem NO bekannt: eine verringerte Syntheseleistung, eine verringerte
Sensitivitat gegenuber NO, eine verminderte NO-Halbwertzeit sowie eine gesteigerte

oxidative Inaktivierung durch reaktive Sauerstoffzwischenprodukte.

So zeigt eine Arbeitsgruppe um Bonilla et al. 2012, dass die NOS die Fahigkeit
besitzt, in ihrer Eigenschaft als unpaariges Molekul statt NO Superoxidanionen zu
produzieren, d.h. dass es zu einem Shift von der Produktion von NO hin zu
Superoxidanionen kommt, welche als potente freie Radikale und Oxidanzien

fungieren.
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bei Entzindungen

Abb. 6: Die verschiedenen NO-Synthasen in der
Ubersicht (in Anlehnung an Espinola-Klein
und Munzel, 2008; zitiert nach von Holten,
2011)

1.4 Arginin-Derivate als Biomarker

1.4.1 L-Arginin

L-Arginin ist der Ausgangsstoff fur die Synthese von NO (Lorin et al. 2014). Die
intrazellulare L-Arginin-Produktion betragt etwa 1-2 mmol/l in frisch isolierten
Endothelzellen bzw. in endothelialen Zellkulturen (Tousoulis et al. 2007). Die
Halbwertzeit betragt durchschnittlich 24-98 min. Plasmalevel an L-Arginin sind eng
verknupft mit der vaskularen und systemischen NO-Produktion. Weiterhin von
Bedeutung fur die Bioverfligbarkeit von NO Uber die intrazellulare Konzentration an
L-Arginin ist das Enzym Arginase, welches verantwortlich ist fur den Abbau von L-
Arginin zu Ornithin und Urea. So konnte eine gesteigerte Aktivitat der Arginase zu
einem lokalen L-Arginin-Mangel flihren und folglich zu einer verringerten NO-

Produktion.

Dem L-Arginin werden ebenfalls antioxidative und antiapoptotische Eigenschaften

zugeschrieben.

Indes reduziert L-Arginin das vaskulare Remodeling und die neointimale Dicke. Die
Autoren beschreiben weiterhin, dass die Administration von L-Arginin die vaskulare,
endothelabhangige Dilatation verbessert und proximale Segmente der epikardialen
Koronararterien signifikant weitstellt (Tousoulis et al. 2007). So ist auch zu verstehen,

dass ein L-Arginin-Mangel-Syndrom eine endotheliale Entziindung beinhaltet (Lorin
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et al. 2014). Eine Behandlung mit L-Arginin kann zu einer nennenswerten
Weitstellung von atherosklerotisch veranderten Koronararterien bei KHK-Patienten

fuhren, wie eine Studiengruppe um Boger (2014) ermitteln konnte.

O

II\|JH
HOW rl\l/\ NH,
NH, H

Abb. 7: Strukturformel von L-Arginin (Wikipedia, 2016a)

L-Arginin: CgH14N4O,
Proteinogene, basische Aminosaure, die gut wasserldslich ist und protoniert vorliegen kann
(im sauren, neutralen oder auch schwach basischen Bereich), ansonsten haufig als Zwitterion.

Boger (2006) beschreibt ferner, dass die Applikation von L-Arginin mit einer
Restitution der vaskularen Integritat einhergeht und die klinischen Symptome von
Erkrankungen, welche mit einer vaskularen Dysfunktion assoziiert sind, verbessern
kann. Trotzdem bleibt unklar, ob eine dauerhafte Applikation von L-Arginin einen
Effekt auf das klinische Outcome bei Patienten mit KHK hat (Tousoulis et al. 2007).
Wilson et al. (2007) veroffentlichen Studienergebnisse, wonach eine Behandlung mit
L-Arginin bei Patienten mit einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK)
nicht den erwinschten Effekt einer optimierten vaskularen Reaktivitat und sogar
mogliche negative Folgen fur die Patienten haben konnte. Boger (2014) postuliert
hingegen, dass die intravendse bzw. die orale Applikation von relativ hohen Dosen
an L-Arginin bei Patienten mit gestorter endothelialer Funktion eine gesteigerte NO-
Bildung zur Folge hat. Dies geht konform mit anderen kontrollierten Studien, die in
einer Langzeitadministration von L-Arginin eine Besserung der kardiovaskularen
Symptomatik zeigen, wohingegen bei Patienten mit hohen asymmetrischen
Dimethylarginin (ADMA)-Spiegeln der L-ArgininfADMA-Index wieder hergestellt wird
und sich die endotheliale Funktion normalisiert. Keine Effekte scheint L-Arginin
jedoch bei Individuen mit geringen ADMA-Leveln zu haben. Boger (2014) konstatiert
weiter, dass eine Dosis von 3 bis 8 g/Tag sicher zu sein scheint. Anders lautet eine
Schlussfolgerung von Wilson et al. (2007) auf Grundlage einer randomisierten,

placebokontrollierten Doppelblindstudie, in der sich zeigt, dass eine orale L-Arginin-
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Supplementation (3 g/Tag fur 6 Monate) hinsichtlich der endothelialen Funktion
weniger effektiv als das Placebo war. Yang et al. (2011) sowie Yang und Dudley
(2013) fUhren als mogliche Erklarung flir die unklare Studienlage zur Therapie an,

dass L-Arginin nicht die zugrunde liegende Ursache bekampfe.

1.4.2 Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA)

Endogenes ADMA, ein Analogon der Aminosaure L-Arginin, ist als naturlich
vorkommende Aminosaure ein biologisches Produkt des Metabolismus, welches im
menschlichen Korper vorkommt (Sibal et al. 2010). Hohe
ADMA-Konzentrationen korrelieren mit negativen Folgen flr das kardiovaskulare
System. In epidemiologischen Studien zeigt sich, dass ADMA mit kardiovaskularen
Erkrankungen assoziiert ist (Zoccali et al. 2001). De Gennaro Colonna et al. (2007)
beschreiben ADMA als unabhangigen Risikofaktor — sowohl fur die endotheliale

Integritat als auch fur die KHK.

ADMA  wird durch den Katabolismus von proteingebundenen Arginin-
Seitenkettengruppen freigesetzt, die zuvor durch Protein-Arginin-N-
Methyltransferasen (PRMT 1 und 2) posttranslational methyliert werden (Sydow und
von Leitner 2008). Taglich werden ca. 300 mmol/l produziert und mehr als 10 mg
uber die Nieren ausgeschieden (Vallance et al. 1992). Die PRMT 1 fuhrt zur Bildung
von ADMA und N-Monomethyl-L-Arginin (NMMA), wohin gegen die PRMT 2 eher zur
Bildung von SDMA und L-NMMA neigt. Hauptsachlich verstoffwechselt wird ADMA
mittels hydrolytischer Degradation durch Dimethylarginin-Dimethylaminhydrolase
(DDAH) zu L-Citrullin und Dimethylamin, wahrend ein kleiner Teil durch die Niere
eliminiert wird (Yang et al. 2011). Die Arbeitsgruppe um Schwedhelm zeigt in
Untersuchungen, dass es in der DDAH-defizienten Maus, in der ADMA nicht mehr
metabolisiert werden kann und somit akkumuliert, zu einem erhdhten Blutdruck und
zu einem verminderten Ansprechen der Aorta auf den vasodilatierenden Botenstoff
Acetylcholin kommt. Die vaskulare DDAH indes ist bei oxidativem Stress gestort und
mit erhdhtem Cholesterol, Blutzucker, Triglyceriden sowie Homocystein assoziiert (Ito
et al. 1999, Stuhlinger et al. 2001). Neben einer DDAH-Defizienz kann es durch eine
erhdhte PRMT-Aktivitat zu gesteigerten ADMA-Level kommen (Yang et al. 2011) .
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Sowohl! fur PRMT als auch fur DDAH gilt, dass sie redoxsensitiv sind, sodass
gesteigerter oxidativer Stress zu einer Beeinflussung der Enzymaktivitat mit
konsekutiver Akkumulation von ADMA fuhrt (Sydow und von Leitner 2008), entweder
durch eine vermehrte ADMA-Produktion (PRMT) oder durch einen verminderten
Abbau (DDAH). In seinem Review stellt Boger (2006) die Hypothese auf, dass ADMA
ein geeigneter diagnostischer Marker fur die Risikobewertung kardiovaskularer
Erkrankungen sei. Bereits seit 2001 wird ADMA von Valkonen und Kollegen (2001)
als potenzieller Marker fur die endotheliale Dysfunktion und als Risikofaktor fur die

Atherosklerose gesehen.

ADMA inhibiert reversibel die eNOS in vivo mit anschlieender Generierung von
Superoxiden statt NO, in dem es mit L-Arginin um das aktive Zentrum der NOS
kompetiert (Lorin et al. 2014) und so zu einem NO-Defizit fUhren kann (Yang et al.
2011).

ADMA-Plasmakonzentrationen sind u.a. erhoht bei Patienten mit kardiovaskularen
Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus, Hypercholesterinamie
sowie bei einer Reihe weiterer klinischer Krankheitsbilder wie KHK, Herzinsuffizienz,
pulmonale Hypertonie (Boger 2006), Niereninsuffizienz, Insult und pAVK, und sie
stellen einen Pradiktor fur die Gesamtmortalitat bei diesen Risikopatienten dar
(Sydow und von Leitner 2008). Gerade bei letztgenannten Patienten kann die
Arbeitsgruppe um Boéger und Bode-Bdger (1997) zeigen, dass erhdohte ADMA-
Plasmaspiegel in Relation zur Schwere einer pAVK stehen. Darlber hinaus wird
gemutmaldt, dass ADMA an dem Prozess des atrialen Remodelings teilnehmen
konnte. Auch kdnnen erhdhte ADMA-Level bei Patienten mit VHF getestet werden
(Yang et al. 2011). Fontes et al. (2013) beschreiben, dass ein erhdhter Body-Mal3-
Index (BMI), Rauchen, ein negatives Lipidprofil und ein gesteigerter Huftumfang mit
gesteigerten Konzentrationen von ADMA assoziiert sind. Bei Patienten mit erhdhtem
kardiovaskularen Risikoprofil sind die Plasmakonzentrationen von ADMA
typischerweise um den Faktor 2 erhdht, wahrend bei Gesunden die mittlere Plasma-
ADMA-Konzentration zwischen 0,5 pmol/l und 1 umol/l betragt (Stuhlinger et al.
2002, Vallance et al. 1992). Richir et al. (2009) konstatieren, dass geringe
Konzentrationen an L-Arginin und hohe Konzentrationen an ADMA bei kritisch

kranken Patienten nach grof3en operativen Eingriffen gefunden werden kdnnen.
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Untersuchungen zeigen, dass erhdhte Werte an ADMA Uber die reduzierte NO-
Synthase zu einem erhdhten systemischen Gefaldwiderstand fihren und somit ein
starker Vorbote fur kardiovaskulare Ereignisse und Sterblichkeit bei Patienten mit
KHK sind (Schulze et al. 2010), sogar Uber die traditionellen Risikofaktoren hinaus
(Sibal et al. 2010).
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Abb. 8: Strukturformel von ADMA (Wikipedia, 2016b)

ADMA: CSH13N402

Asymmetrisches Dimethylarginin: Im Vergleich zum L-Arginin (welches nicht durch eine
zweifache Elektronenpaarbindung gebunden ist) an dem einen endstandigen Stickstoff des
Guanidin Rests zweifach methyliert, dadurch auch hoéhere molare Masse als L-Arginin
(zusatzliche CH5.Gruppen).

In Bezug auf VHF konnen signifikant hohere ADMA-Level verglichen mit Patienten im
Sinusrhythmus festgestellt werden. Jedoch normalisierten sich die ADMA-Level
innerhalb von 24 Stunden nach elektrischer Kardioversion wieder. Es wird
angenommen, dass VHF ADMA erhoht und von Mikrozirkulationsstorungen und der
Freisetzung von Troponin begleitet wird (Goette et al. 2012).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine erhdhte ADMA-
Plasmakonzentration flr die Mortalitdt und fir zukUnftige kardiovaskulare
Erkrankungen ein guter pradiktiver Marker bei Patienten mit und ohne Risikofaktoren
sein wird (Boger et al. 2006, Schnabel et al. 2005).

1.4.3 Symmetrisches Dimethylarginin (SDMA)

Symmetrisches Dimethylarginin (SDMA) ist das Struktur-lsomer von ADMA. Sowohl
ADMA als auch SDMA entstehen aus der intranuklearen Methylierung von L-Arginin
und werden dann nach Proteolyse ins Zytoplasma ausgesto3en. SDMA wird durch
die PRMT 5 und 7 produziert. SDMA beeinflusst nicht direkt die Enzymaktivitat der

NOS, aber es kann sie durch Hemmung der zellularen Wiederaufnahme von
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L-Arginin modulieren (Bonilla et al. 2012), indem es z. B. deren Wiederaufnahme aus
der Henle-Schleife stort (Tojo et al. 1997).

CHjs
i )
NH> H CHs

Abb. 9: Strukturformel von SDMA (Wikipedia, 2016¢c)

SDMA: CgH18N402

Symmetrisches Dimethylarginin: Im Vergleich zum L-Arginin auch zweifach methyliert,
allerdings an beiden endstandigen Stickstoffen des Guanidin Rests, daher symmetrisch.
Gleiche Summenformel wie ADMA.

Im Gegensatz zu ADMA (durch die DDAH zu Citrullin und Dimethylamin) wird SDMA
streng renal ausgeschieden.

SDMA hemmt dosisabhangig die NOS in Endothelzellen, wohingegen es keinerlei
Effekt auf die Protein-Expression der NOS zeigt.

Auch das SDMA ist nach einer Untersuchung von Schulze et al. (2010) mit 394
Patienten nach akutem ischamischen Schlaganfall signifikant mit VHF assoziiert.

Die Studie demonstriert ebenfalls, dass SDMA mit endothelialer Dysfunktion und
einer Plattchen-Aktivierung korreliert, und daher mutmaflen die Autoren, dass es
mdglicherweise eine bislang unbekannte Rolle in der Pathophysiologie des
Schlaganfalls spielen konnte. Jedoch gibt es hiernach keine signifikante Interaktion
zwischen SDMA und VHF in Bezug auf die Sterblichkeit. Die mdgliche Bedeutung

von SDMA bei der Entstehung von VHF ist bisher wenig untersucht.
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1.4.4 N-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA)

Auch das N-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) zahlt zu den endogenen Hemmestoffen
der NOS, wobei es niedrigere Plasmaspiegel als ADMA aufweist (Tsikas et al. 2000,
Vallance et al. 1992).

L-NMMA wird uber die DDAH abgebaut, und zwar zu Citrullin und Monomethylamin.
L-NMMA besitzt ahnliche vasokonstriktorische Eigenschaften wie das ADMA
(Ferguson et al. 2006). Chowdhary et al. (2004) finden neben den
vasokonstriktorischen Eigenschaften von L-NMMA ferner heraus, dass es durch
systemische Hemmung der NOS durch Infusion von L-NMMA neben einer
Reflexbradykardie ebenso zu einem Anstieg des mittleren arteriellen Drucks (MAP)
kommt und zur Inhibition der normalen koronaren Vasodilatation (Hays et al. 2015).
In vorgenannter Studie wird der positive chronotrope Effekt durch Infusion der
adrenalinahnlichen Substanz Isoproterenol (Isoprenalin) bei Gabe von L-NMMA
reduziert. Cotter et al. (2000) untersuchen die Sicherheit und Effizienz von L-NMMA
in der Behandlung des kardiogenen Schocks, in dem sie L-NMMA als intravendsen
Bolus (1 mg/kg) applizieren. Dabei steigt nicht nur der MAP um 43 %, sondern
ebenfalls die Urinausscheidung innerhalb von 5 Stunden um sogar 148 %. Hingegen
bleiben Herzfrequenz sowie PCWP stabil. Hieraus schlie3en die Autoren, dass die
Administration von L-NMMA bei Patienten im kardiogenen Schock sicher zu sein
scheint und glnstige klinische und hamodynamische Effekte besitzt. Dariber hinaus
finden Takahashi et al. (2002) heraus, dass L-NMMA signifikant den Blutfluss des
Unterarms reduziert. La Fountaine et al. (2013) beschreiben indes, dass in
Tiermodellen die Inhibition der NOS durch L-NMMA mit einer Verlangerung des
EKG-Intervalls einhergeht.

Insgesamt jedoch ist die Datenlage zu L-NMMA bislang nicht ausreichend
untersucht, sodass kunftig weitere Untersuchungen zu Wirkung und Bedeutung notig
sein werden, um die gesamtheitliche (patho-)physiologische Relevanz und den

mdglichen therapeutischen Nutzen in der Behandlung mit L-NMMA zu identifizieren.
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Abb. 10: Strukturformel NMMA (Wikipedia, 2016d)

NMMA: C7H16N402

Ny-Monomethyl-L-Arginin: Im Vergleich zum L-Arginin nur einfach methyliert am endstandigen
Stickstoff des Guanidin Rests (daher auch andere Summenformel, molare Masse etwas
geringer als ADMA und SDMA).

Um den Nettoeffekt auf das biologische System und den oxidativen Stress
abschatzen zu konnen, muss das Gleichgewicht der einzelnen Arginin-Derivate in
Betracht gezogen werden. Arginin-Derivate lassen sich im peripheren Blut messen
und konnten als Biomarker kunftig eine Funktion bei der Einschatzung des
individuellen Risikos spielen. Ob sie das Risiko von VHF anzeigen, ist noch nicht

ausreichend untersucht.

Hypothese dieser Arbeit ist, dass es einen relevanten Zusammenhang zwischen

zirkulierenden Arginin-Derivaten und der Haufigkeit von VHF gibt.
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2 Methoden

Zur Abhandlung der zuvor genannten Hypothese dieser Arbeit wurden die Baseline-
Daten der ersten konsekutiven 5000 Individuen der Gutenberg-Gesundheitsstudie
(GHS) herangezogen, da nur bei diesen die Arginin-Derivate ausgewertet worden

sind.

2.1 Die Gutenberg-Gesundheitsstudie

Bei der GHS handelt es sich um eine monozentrische, longitudinale Kohortenstudie,
bei der eine reprasentative, zufallige Stichprobe aus dem Einwohnermeldeamt der

Stadt Mainz und dem umliegenden Landkreis Mainz-Bingen gezogen wurde.

2.1.1 Ziel der Studie

Das Ziel der Studie besteht in der verbesserten Vorhersagbarkeit des individuellen
Risikos far Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder hiermit assoziierten
Grunderkrankungen wie Krebs-, Stoffwechsel-, Immun- und Augenerkrankungen
sowie fur psychische/psychiatrische Storungen mit dem Ubergeordneten Ziel,
praventive Untersuchungen zur Fruherkennung von kardiovaskularen Erkrankungen

ZU eruieren.

2.1.2 Rekrutierung der Teilnehmer

Basierend auf den durch das Einwohnermeldeamt gewonnenen Daten wurde eine
Zufallsstichprobe gezogen. Bewohner des Landkreises Mainz-Bingen und der Stadt
Mainz wurden im Verhaltnis 1:1 in die Studie eingeschlossen. Eine weitere
Stratifizierung fand nach Geschlecht (1:1) und Altersdekaden (35-74 Jahre) statt.

Die so vorselektierten Einwohner wurden in mehreren Wellen auf dem Briefweg
angeschrieben. Ein erstes Anschreiben enthielt Informationen fir den Teilnehmer
bezuglich seiner Studienwahl und deren Bedeutung, daruber hinaus einen Flyer mit

Informationen zur Studie, den durchzufuhrenden Untersuchungen, Leitung und
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Organisation der Studie und schlie3lich eine portofreie Ruckantwortkarte. Hieruber
war es dem Teilnehmer moglich, bei Interesse und bestehenden Unklarheiten
weiterfuhrende Informationen anzufordern, um ein Telefongesprach mit einem
Studienmitarbeiter zu bitten, passende Termine zur Studienteilnahme anzugeben
oder die Teilnahme an der Studie oder Anrufe vonseiten der Studienzentrale

abzulehnen.

Weiterhin bestand flr die potenziellen Teilnehmer die Moglichkeit, Gber eine in dem
Schreiben angegebene kostenfreie Telefonnummer direkten Kontakt mit der

Studienzentrale aufzunehmen.

Jenen Einwohnern, die eine Mitwirkung an der Studie und weitere telefonische
Kontaktaufnahmen ablehnten, wurde ein sogenanntes Non-Responder-Interview

zugesandt, welches in einem Freiumschlag zurlickgeschickt werden konnte.

Ein telefonisches oder postalisches Non-Responder-Interview fand statt, wenn ein in
der Stichprobe gezogener potenzieller Proband die Studienteilnahme ablehnte.
Inhaltlicher  Bestandteil des Interviews waren Fragen zu  Herkunft,
Rauchgewohnheiten, GroRe und Gewicht, (Vor-)Erkrankungen, Erkrankungen in der
Familie, Bildung, zur beruflichen Situation und schliel3lich zur korperlichen Aktivitat.
Die aufgefuhrten Charakteristika konnten denen der Teilnehmer gegenubergestellt

werden, um mogliche Verzerrungen der Stichprobe zu erkennen.

Fir den Fall, dass es innerhalb von zwei Wochen nach Eingang des ersten
Anschreibens zu keinerlei Kontakt gekommen sein sollte, wurde zunachst die
Telefonnummer der Teilnehmer ermittelt und im weiteren Schritt nach einem festen
Algorithmus der Versuch unternommen, die potenziellen Teilnehmer auf

telefonischem oder postalischem Weg zu kontaktieren.

Personen galten dann als nicht kontaktierbar, wenn es trotz dreimaligen
Anschreibens weder zu schriftlichem noch zu telefonischem Kontakt gekommen war.
Dies traf auch dann zu, wenn das erste Anschreiben nicht zugestellt werden konnte

und eine neue Anschrift nicht zu ermitteln war.

Wenn Teilnehmer zuvor einen vereinbarten Untersuchungstermin nicht
wahrgenommen hatten, wurden sie in dem Fall mehrfach telefonisch zur erneuten

Terminvereinbarung kontaktiert und bei ausbleibendem Kontakt angeschrieben.
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2.1.3 Ein-/Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie

Um die Studienpopulation genauer zu definieren und um mogliche Verzerrungen zu

vermeiden, wurden spezielle Ein- und Ausschlusskriterien formuliert.

Zu den Einschlusskriterien zahlten:
= Alter zwischen 35 und 74 Jahren
» Gemeldeter Wohnsitz in der Stadt Mainz oder dem Landkreis Mainz-Bingen

= Das schriftliche Einverstandnis zur Studienteilnahme

Zu den Ausschlusskriterien zahlten:
» Mangelnde Kenntnisse der deutschen Sprache
= Physische/psychische Inkompetenz zur Teilnahme an allen Untersuchungen
= Unter-/Uberschreiten der Altersgrenze
= Geplanter Umzug
* Tod

2.1.4 Aufklarung der Teilnehmer

Die Voraussetzung fur eine Studienteilnahme ist nach den Vorgaben der Good
Clinical Practice (GCP) und denen der Good Epidemiological Practice (GEP) das
schriftliche und informierte Einverstandnis der Teilnehmer. Aus diesem Grund wurde
jeder Studienteilnehmer vor Studienbeginn von einem speziell geschulten
Studienmitarbeiter in einem personlichen Gesprach und in einem eigens hierfur
vorgesehenen Raum in einer ruhigen Atmosphare Uber Studienziele,
Untersuchungen und den Umgang mit personlichen Daten und Biomaterialien wie

Blut und Urin aufgeklart.

Durch die Basiseinwilligungserklarung stimmten die Teilnehmer schriftlich den
vorzunehmenden Untersuchungen und der darauffolgenden  Auswertung
pseudonymisierter Studiendaten — auch durch Kooperationspartner — zu. Zusatzlich
ermoglichten die Probanden auf diese Weise dem Studienteam, relevante
medizinische Informationen bei behandelnden Arzten zu mdglicherweise
vorbestehenden Erkrankungen einzuholen. Im Falle eines fehlenden schriftlichen

Einverstandnisses wurde der Teilnehmer nicht im Studienzentrum untersucht.
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Im Studienzentrum wurden die Studienteilnehmer erneut auf den vertrauensvollen
Umgang im Hinblick auf personliche Daten und auf die freiwillige Bereitschaft zur
Teilnahme an der Studie aufmerksam gemacht. Ebenfalls hingewiesen wurden die

Teilnehmer auf den jederzeit moglichen Widerruf zur Teilnahme an der Studie.

Daruber hinaus wurden die Teilnehmer um Zustimmung zu nachfolgend genannten

Punkten gebeten:

= Einwilligungserklarung zu genetischen Untersuchungen von Blutproben

» Einwilligungserklarung zu einem Abgleich von Daten mit dem Krebsregister
Rheinland-Pfalz

= Einwilligungserklarung zur Weitergabe anonymisierter Biomaterialien an

akademische und industrielle Kooperationspartner der Studie
Den Teilnehmern entstand kein Nachteil im Falle einer fehlenden Zustimmung.

Zusatzlich wurde nach dem Aufklarungsgesprach eine Mappe mit Fragebdgen an die
Studienteilnehmer ausgeteilt, die in den Pausen, zwischen einzelnen
Untersuchungen und nach der letzten Untersuchung ausgeflllt werden sollten.
Thematischer Bestandteil dieses Fragebogens waren lebensverandernde Ereignisse,
alltagliche Belastungen, korperliche Aktivitat sowie seelische Beschwerden und
personliche Eigenschaften.

2.1.5 Vorbereitung der Teilnehmer

Zum Zwecke der Vergleichbarkeit der Studienteilnehmer wurde diesen zwei Wochen
vor dem eigentlichen Untersuchungstermin ein Erinnerungsschreiben mit Merkblatt

und Hinweisen zur Vorbereitung auf die bevorstehende Studienteilnahme zugesandt.
Die auf dem Merkblatt angefuhrten Hinweise an die Studienteilnehmer waren:

= Zwei Stunden vor Untersuchungstermin nicht mehr rauchen

» Einnahme der letzten Mahlzeit maximal funf Stunden vor den Untersuchungen
» Wasser als einziges Getrank vor den Untersuchungen

» Einnahme der Medikation wie gewohnt

= Keine Einnahme von Nahrungserganzungsmitteln wie z. B. Vitaminpraparaten
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= Kein Genuss einer fettreichen Mahlzeit bis zwoIlf Stunden vor
Untersuchungsbeginn
» Verzicht auf Alkohol und Sport mindestens acht Stunden vor der

Untersuchung

2.1.6 Studienablauf

Aus der oben beschriebenen Bevodlkerungsstichprobe wurden bislang 15.000

freiwillige Personen untersucht.
Die Studie gliedert sich in drei Abschnitte:

Nach einer ausfuhrlichen Aufklarung und Einwilligung zur Studienteilnahme
absolvierten die Studienteilnehmer ein ca. funfstindiges Untersuchungsprogramm im
Studienzentrum, welches anamnestische und koérperliche Untersuchungen

beinhaltete.

Bei dieser Baseline-Untersuchung durchliefen die Teilnehmer insgesamt funf
Stationen (siehe Abschnitt 2.1.7). Diese Stationen waren von geschulten und
zertifizierten Mitarbeitern besetzt, die in einem vorgegebenen Zeitraum und unter
Einhaltung der Standard Operating Procedures (SOPs) jeden Studienteilnehmer

unter gleichen Raum- und Temperaturbedingungen untersuchten.

2,5 Jahre nach der Baseline-Untersuchung fand das erste Follow-up statt, welches
den zweiten Studienabschnitt darstellte. Die Studienteilnehmer wurden im Rahmen
eines Computer-assistierten Telefongesprachs (CATI) interviewt. Zuvor wurden die
Studienteilnehmer postalisch kontaktiert und gebeten, dem Studienzentrum das
Studientagebuch bereitzustellen und vor dem Telefonat =zurick in das
Studienzentrum zu schicken. In diesem Studientagebuch, welches nach der
Baseline-Untersuchung ausgehandigt wurde, sollten alle Krankheiten, die langer als
zwei Wochen angehalten haben, sowie alle Krankenhausaufenthalte, die zwischen
der Baseline-Untersuchung bis zum ersten Follow-up aufgetreten sind, notiert
werden. Diese in den vergangenen 2,5 Jahren aufgetretenen Erkrankungen und
Krankenhausaufenthalte wurden im Rahmen des Interviews besprochen. Zusatzlich
wurden in einem standardisierten Interview der aktuelle Stand oder das Neuauftreten

folgender Krankheitsbilder anamnestisch abgefragt: Bluthochdruck, Diabetes
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mellitus, Dyslipidamie, medikamentds zu behandelnde Herzinsuffizienz, Schlaganfall,
KHK, Herzinfarkt, VHF und Krebs. Ebenso wurden die Patienten nach ihren

Rauchgewohnheiten gefragt.

Im dritten und somit vorerst letzten Studienabschnitt, der nach weiteren 2,5 Jahren
erfolgte, wurden die Studienteilnehmer erneut zu einer kdrperlichen Untersuchung in

das Studienzentrum eingeladen (siehe Abbildung 11).

Vor dem Beginn der Studie wurden die Mitarbeiter dezidiert in ihre Stationen
eingewiesen, eingearbeitet und entsprechend zertifiziert. Alle Mitarbeiter arbeiteten

nach standardisierten Arbeitsprozessen.

Klinische
Epidemiologie

Laborchemische

Medizinisch-
und molekular-

technische
Untersuchung

biologische
Untersuchung

Abb. 11: Saulen der GHS

2.1.7 Ubersicht iiber die einzelnen Stationen

Nachfolgend werden die funf Stationen der Baseline-Untersuchung und deren
Bestandteile jeweils Uberblicksartig vorgestellt. Die beiden letzten Stationen vier und
funf werden der Vollstandigkeit halber ebenfalls beschrieben, spielen fur die
zugrunde liegende Untersuchung jedoch keine Rolle, da es sich hierbei um die

Auswertung der Baseline-Daten handelt.
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Station 1: Untersuchung |

Medikamentenerfassung, Messung des Ruheblutdrucks und der Ruheherzfrequenz
im Sitzen, Spirometrie, Messung des Kohlenmonoxid-Gehalts, Zahnplaque-

Asservierung

Station 2: Bildgebung | — Endothelfunktion

Messung der Reaktivitat der Brachialarterie, Messung des digitalen Volumenpulses,
Messung der arteriellen Pulskurve, Messung des Ruheblutdrucks und der

Ruheherzfrequenz im Liegen, Knéchel-Arm-Index

Station 3: Untersuchung |l

Anthropometrische Messung, Elektrokardiographie, Messung der Korpertemperatur,

Blut- und Uringewinnung

Nach der dritten Station wurde eine 30-minltige Pause eingelegt, in der die
Teilnehmer etwas essen und ggf. rauchen konnten. Auflerdem wurden die
Studienteilnehmer gebeten, selbstandig einen Fragebogen auszufullen, der ihnen zu
Beginn des Aufklarungsgesprachs ausgehandigt wurde. In diesem Fragebogen
wurden private Umstande wie psychosoziale Belastung am Arbeitsplatz, psychische
Storungen, Lebensereignisse, alltagliche Belastungen, soziale Integration,
korperliche Aktivitat und die Erfassung der visuellen Lebensqualitat abgehandelt. Die
eigenstandige Beantwortung des Fragebogens durch jeden Studienteilnehmer soll

falsche Angaben/Antworten, etwa aufgrund von Stolz oder Angst, verhindern.

Station 4: Bildgebung Il — Echokardiographie

2D-Echokardiographie, 3D-Echokardiographie, Sonographie der Karotiden.

Station 5: Computer-assistiertes personliches Interview (CAPI)

Fragen zu: Soziodemographie COPSOQ vs. ERI, Krankengeschichte, Gesundheit,
Inanspruchnahme von medizinischer Hilfe, Familienanamnese, Berufsanamnese,
Gesundheitsverhalten (Abfragen von Risikofaktoren), tagliche psychische und
physische  Belastung, Larmbelastigung, Feinstaubbelastung, Arbeitslarm,

Wohnbedingungen, Umweltfaktoren, Hygiene und Beruf.
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Nachdem die Stationen erfolgreich beendet werden konnten, wurde in einem
gemeinsamen Gesprach mit den Teilnehmern das weitere Vorgehen hinsichtlich
deren Teilnahme erlautert. Anschliefend erfolgte die Ausgabe von Unterlagen, die
fur das folgende Follow-up-Interview von Bedeutung waren. Dazu zahlt u. a. ein Heft

als Nachweis und zur Dokumentation von Beschwerden und Krankheiten.

Des Weiteren wurde jeder Studienteilnehmer mit einer Studien-ID und
entsprechender Studien-ID-Karte sowie einer ausfuhrlichen Befundmappe mit
gesammelten diagnostischen Erhebungen des Tages zur Vorlage beim Hausarzt
ausgestattet. Jene Teilnehmer, bei denen im Rahmen der Untersuchung krankhafte
Befunde erhoben wurden, wurden ohne weiteren Zeitverzug zu einem personlichen
Gesprach mit dem Studienarzt gebeten, um die vorliegenden Befunde gemeinsam zu
erortern und mogliche gesundheitliche und prognostische Konsequenzen zu

diskutieren.

Taglich wurden — mit Ausnahme des Mittwoch (12) — bis zu 18 Teilnehmer
untersucht. Einmal monatlich wurde der Studientag an einem Samstag veranstaltet,

um vor allem Arbeitnehmern eine Mdglichkeit zur Mitarbeit zu bieten.

=W

Abb. 12: Die einzelnen Stationen im Uberblick

2.1.8 Ethik

Vor dem Beginn der GHS wurde das Gesamtkonzept hinsichtlich geplanter
Untersuchungen, Studienverlauf, Aufklarungsbdgen und Informationshefte von einer

unabhangigen Ethikkommission der Landesarztekammer des Landes Rheinland-
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Pfalz gepruft und im Anschluss genehmigt. Hierflir wurden die Kriterien der GCP und
der GEP zugrunde gelegt.

Grundlage der einzelnen Untersuchungen und Ablaufe bildeten die SOPs.

Die Teilnahme an der Studie geschah ausnahmslos auf freiwilliger Basis. Nach
bereits erwahntem Aufklarungsgesprach wurde das Einverstandnis bzw. die
Bereitschaft zur Teilnahme an der Studie schriftlich eingeholt, dennoch konnte diese
Einverstandniserklarung jederzeit und ohne Angabe von Grinden widerrufen und
damit der Verzicht an einer weiteren Mitwirkung erklart werden. Auf direkten Wunsch
war eine Vernichtung von Studiendaten und Bioprobenmaterial moglich. Dies zog
dann notwendigerweise die Vernichtung aller entsprechenden Daten der Teilnehmer

nach sich.

2.1.9 Datenschutz

Den Studienteilnehmern wurde zur Pseudonymisierung eine funfstellige Studien-
Identifikationsnummer (Studien-ID) zugewiesen. Diese wurde zufallig generiert und
lie somit keinerlei Ruckschlisse z. B. auf die Initialen der Studienteilnehmer o. &. zu.
Samtliche Daten wurden pseudonymisiert gespeichert. Der nennenswerte Vortell
dieser Studien-ID bestand darin, dass der hierauf befindliche Barcode an jeder

Untersuchungsstation mittels Scanner eingelesen werden konnte.

Die Befundanalyse und deren Auswertung erfolgten allein hinsichtlich der Studien-ID
und ohne die Kenntnis der Studienmitarbeiter Uber personliche Daten der

Teilnehmer.

Daruber hinaus kam es bei der Blutentnahme zur Zuteilung einer eigenen, zufallig

ausgewahlten Labor-ID.

Daher war allein der Studienleitung eine Verknipfung von Studien- und Labor-ID

moglich.

Der Landesdatenschutzbeauftragte und die Datenschutzbeauftragte des Klinikums

haben zuvor dieses Procedere begutachtet und genehmigt.
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2.2 Erfassung der klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren

2.2.1 Computer-assistiertes personliches Interview

Das CAPI wurde mit jedem Teilnehmer gefuhrt. Dieses Gesprach fand in einem
abgetrennten Raum statt und wurde durch eigens geschulte Interviewer ohne
medizinische Expertise in einer 1:1-Situation geflhrt. Dabei sa3en sich die beiden
Gesprachsteilnehmer frontal gegentber, und es musste gewahrleistet sein, dass
ausschlieBlich der Interviewer Einsicht auf den Computer-Monitor hatte. Jeder
Untersucher interviewte maximal drei Teilnehmer pro Tag, wobei ein Gesprach etwa
50 min dauerte. Wie ein Grolteil der Antworten waren auch die Fragen in ihrer
Chronologie festgelegt und wurden bei jedem Teilnehmer im genauen Wortlaut
vorgelesen. Antworttafeln wie etwa visuelle Analogskalen oder Listen mit Zahlen-
oder Buchstabenkodierungen fanden bei komplexeren Fragestellungen Anwendung.
Das Programm DAIMON (Dateneingabe im Online-Betrieb) wurde zur Eingabe der
Antworten  verwendet.  Verschiedene  Themenkomplexe wie z.B. die
Inanspruchnahme medizinischer Hilfe (z.T. geschlechtsspezifisch), Fragen zur
Gesundheit, eine medizinische Anamnese, Familien- und Berufsanamnese, Kinder
und Gesundheitsverhalten, chronifizierte Erkrankungen nach KORA (kooperative
Gesundheitsforschung in  der Region Augsburg) sowie verschiedene

Symptomkomplexe (z. B. fur Angina Pectoris) wurden erfragt.

Sofern eine Frage nicht auf Anhieb verstanden werden konnte, wurde diese erneut
mit dem Ziel wiederholt, die Frage gemal} erstem gedanklichen Impuls zu

beantworten.

Herzinfarkt, VHF und Schlaganfall wurden als kardiovaskulare Risikofaktoren durch
das Interview erhoben. Es wurde nach einem von einem Arzt diagnostizierten
Ereignis gefragt. Anamnestisch wurde zudem das Vorbestehen einer obstruktiven
Atemwegserkrankung wie die chronische Bronchitis oder das Asthma bronchiale zu
eruieren versucht. Bezlglich einer KHK wurde nach einer moglichen Verengung
eines oder beider HerzkranzgefalRe(s) gefragt und zur Erfassung einer
Herzinsuffizienz deren eventuelle Behandlung in den letzten zwolf Monaten in

Erfahrung gebracht. Schlie3lich bezog sich der Myokardinfarkt in der Familie auf
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Eltern, Geschwister und Kinder, wobei Manner vor dem 60. Lebensjahr und Frauen
vor dem 65. Lebensjahr erkrankt sein mussten.

Auch wurden die Rauchgewohnheiten der Teilnehmer mithilfe des Interviews

erhoben.

2.2.2 Anthropometrie

Nach der Aufklarung wurden Korpergrof3e und -gewicht gemessen. HierfUr mussten

sich die Teilnehmer — bis auf die Unterwasche — vollstandig entkleiden.

Fir die Bestimmung der GroRe wurde der Messstab Secca 220 von Secca
(Deutschland) verwendet. Mit geschlossenen FufRen stellten sich die Teilnehmer
gerade mit dem Rucken vor die Messlatte und blickten mit horizontaler Kinnstellung
nach vorne. Dann wurde die Messlatte auf die Kopfe der Teilnehmer hinab
geschoben, bis sie flach auf der Kalotte auflag, sodass die Kdorpergrofde bis auf
0,1 cm genau abgelesen und anschlieBend per Hand in das Programm eCRF

(electronic case report form) eingetragen werden konnte.

Vor Untersuchungsbeginn wurde flr die Bestimmung des Korpergewichts die
Genauigkeit der Waage derart sichergestellt, dass sich die Eich-Luftblase in dem
daflr vorgesehenen Kontrollkreis befand. Nun konnte das Gewicht anhand der
digitalen Anzeige abgelesen und umgehend in das schon erwahnte Programm eCRF

eingegeben werden.

2.2.3 Venose Blutentnahme

Auf die anthropometrischen Bestimmungen, die Temperaturmessung und die EKG-
Erfassung folgte an Station drei die venose Blutentnahme, die am liegenden und

nidchternen Teilnehmer durchgeflhrt wurde.

Ziel der Untersuchung war die Gewinnung von ca. 114,5 ml Blut der Teilnehmer, um
genugend Material fur alle im Studienprotokoll aufgelisteten Untersuchungen zu

erhalten.

Nach Identifikation einer geeigneten Vene, Desinfektion (Einwirkzeit von 30s) des

Punktionsbereiches und Trocknen der Punktionsstelle mittels Tupfer wurde der
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Adapter auf den Plastikschlauch des Butterflies aufgesetzt. Die empfohlene
Reihenfolge der Abnahmerdhrchen wurde streng eingehalten — daher wurde mit dem

CPT-Rohrchen (cell preparation tubes) fur die RNA (Ribonukleinsaure) begonnen.

Es wurde ferner darauf geachtet, dass alle Réhrchen vollstandig — das bedeutet bis

zur oberen Markierung — mit Blut befullt wurden.

Nach erfolgter Blutentnahme wurden die Teilnehmer gebeten, den entsprechenden
Arm moglichst 30—40 Grad gegenuber der Horizontalen nach oben zu halten und fur

ca. 4 min kraftig auf die Punktionsstelle zu dricken.

Bei der Halfte der Studienteilnehmer wurde zunachst Blut fur die RNA-Analyse in ein
CPT-Rohrchen abgenommen, welches umgehend nach der Entnahme von einer
Medizinisch-Technischen Assistentin abgeholt und im Labor des Studienzentrums

verarbeitet wurde.

Ein Teil des gewonnenen Blutes wurde in Form von Monovetten in den
Analysestrallen des Zentrallabors der Universitatsmedizin als Notfalllabor untersucht.
Das Ergebnis des Routinelabors konnte den Teilnehmern dadurch bereits am Ende
der Untersuchung mitgeteilt werden. Die Proben von drei aufeinander folgenden
Teilnehmern wurden gesammelt und anschlieBend gemeinsam in das Zentrallabor

transportiert. Somit konnten die Analysen zeitnah durchgeflhrt werden.

Im Zentrallabor wurden folgende Blutparameter bestimmt:

= Differentialblutbild
» Elektrolytkonzentration
= |eberwerte
» Nierenwerte
= Blutfette
» Glukose
» Thyreoidea-stimulierendes Hormon
= Gerinnungsparameter
» Entzindungsparameter (C-reaktives Protein)
Flr die Durchfihrung der vendsen Blutenthahme wurden folgende Gerate und

Verbrauchsmaterialien bendtigt:
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1 CPT Vacutainer BD a 8 ml

1 Citrat-Monovette a 9 ml (Preventit-Labor)

1 Citrat-Monovette a 2,7 ml (Notlabor)

1 Heparin-Monovette a 2,6 ml (Notlabor)

1 EDTA-Monovette a 2,7 ml (Notlabor)

6 EDTA-Monovetten a 9 ml (Preventit-Labor)
1 EDTA-Monovette a 2,7 ml (Routinelabor)

1 braune Serum-Monovette a 2,6 ml (Routinelabor)

4 weille Serum-Monovetten a 7,5 ml (Preventit-Labor)

1 Homocystein-Monovette a 2,9 ml (Routinelabor)

Das Verfahren wurde gemal} gultiger SOP durchgefuhrt und ordnungsgemaf

dokumentiert.

Die Durchfuhrung der Prozedur oblag ausschlieRlich eingewiesenen Mitarbeitern.

2.2.4 Blutfette

Die Blutfette wurden bestimmt, um vor dem Hintergrund der Kklassischen
kardiovaskularen Risikofaktoren eine Aussage Uber das Vorliegen einer Dyslipidamie
treffen zu konnen. Alle Messungen wurden mit Architect c8000-Systemen (Abbott,
Longford, Irland) durchgefuhrt. Fur die Analysen wurde Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)-Plasma verwendet. Als Testverfahren kam ein Chemolumineszenz-
Mikropartikel-lmmunoassay (CMIA, Architect Assay, Abbott, Longford, Irland) zum
Einsatz.

Folgende Werte wurden bestimmit:

= Gesamtcholesterin
= Triglyceride

= HDL-Cholesterin
» | DL-Cholesterin
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Der LDL-Wert mg/dl wurde approximativ auf Basis der Friedewald-Formel berechnet:

Triglyzeride)

LDL-Cholesterin = Gesamtcholesterin — (HDL-Cholesterin + 5

2.2.5 Messung der Plasmakonzentration mittels LC-MS/MS

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von L-Arginin, SDMA, ADMA und
NMMA erfolgte mittels Flussigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie
(LC-MS/MS). Dabei dient die Chromatographie der Auftrennung der Substanzen
sowie der Abtrennung der Analyten von der Matrix. Die Massenspektrometrie erlaubt
die Identifikation und Quantifizierung der Analyten. Die Messung der Analyten erfolgt
nach Derivatisierung zu den entsprechenden Butylestern. Diese LC-MS/MS-Methode
hat den Vorteil, dass die dimethylierten Arginin-Derivate SDMA und ADMA anhand
ihrer unterschiedlichen Massenubergange von Mutter- zu Tochterion spezifisch
quantifiziert und besser von der Matrix abgetrennt werden konnen (Schwedhelm et
al. 2007).

Die Plasmaproben wurden bis zur Bestimmung der Arginin-Derivate mittels
Massenspektrometrie bei -80 °C ohne Auftauzyklen eingelagert. Zur Aufbereitung der
Plasmaproben wurden je 100 pL einer methanolischen Lésung der internen
Standards (2 pmol/Il [?Hg]-ADMA und 50 pmoll/l L—[2H7]-Arginin) in einer MultiScreen
96-Well-Filterplatte vorgelegt (Durapore® Membran, 0,22 ym). Die Filterplatte wurde
zuvor Uber einer 96-Well-Polypropylenplatte positioniert. Je 25 ul Kalibrierldsung,
Plasmaproben oder Qualitatskontrollproben wurden hinzu pipettiert, und die Platte
wurde anschliefend bei Raumtemperatur 15 min lang auf einem Orbital-Schuttler
geschuttelt. Die MultiScreen 96-Well-Filterplatte wurde nachfolgend zusammen mit
der Polypropylenplatte bei 2000 rpm (rounds per minute) 10 min bei +4°C
zentrifugiert, sodass die methanolische Phase vollstandig in die Polypropylenplatte
eluierte. Die Polypropylenplatte wurde dann auf einem Heizblock positioniert und die
Lésung bei +80°C unter dem Abzug abgedampft. Nachdem das Ldsungsmittel
vollstandig verdampft war, wurden je 100 ul einer 1 N butanolischen Salzsaurel6sung
auf die Proben pipettiert. Die Platte wurde mit einer Abdeckmatte verschlossen und

fur 30 min auf einen auf +65 °C geheizten Heizblock gestellt. Durch die butanolische
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Salzsaure wurden die Aminosauren zu ihren Butylestern umgesetzt. Nach der
Derivatisierung wurde die butanolische Salzsaurel6sung bei -80 °C unter dem Abzug
abgedampft. Die Polypropylenplatte wurde bis zur Messung bei -20 °C gelagert. Vor
der Messung wurde das Probengemisch in 100 pl (microliter) Probenpuffer
(Methanol/dest. Wasser, 50/50 v/v, pH 5) aufgenommen. Zum Ldsen des Analyten
wurde die Platte mit einer Acetat-Klebefolie abgedeckt und 30 min lang bei
Raumtemperatur auf dem Orbital-Schittler geschuttelt. Die Proben wurden ein
weiteres Mal durch eine MultiScreen-Filterplatte filtriert (10 min/2000 rpm) und waren
nun messbereit. 10 yl der Losung wurden zur Analyse injiziert. Die Messung erfolgte
mit einer Varian ProStar HPLC-Pumpe (Model 210, Fa. Agilent, Waldbronn,
Deutschland), gekoppelt an ein Varian 1200 L Triple Quadrupole
Massenspektrometer (Fa. Agilent) unter Verwendung einer Polaris C18-Ether-
Trennsaule (Varian 50 x 2,0 mm, Fa. Agilent). Zur Quantifizierung von ADMA, SDMA
und L-Arginin wurden die folgenden Massenubergange von Mutter- zu Tochterion der
Molekule gemessen: L-Arginin m/z 231,1—70,0; L—[2H7]-Arginin m/z 238,1—-77,0;
ADMA m/z 259,1—214,1, SDMA m/z 259,1—228,1 und [*H¢]-ADMA m/z
265,1—220,1. Die Probenlaufzeit betrug 4 min mit einer Intra-Assay- und einer Inter-

Assay-Prazision von < 15 %.

2.2.6 Blutdruck

In einem separaten, angenehm temperierten (mindestens 22 °C Raumluft) und
ruhigen Raum wurden die Vitalparameter Ruheblutdruck und Ruheherzfrequenz des
Patienten mit dem Gerat Omron 705CP-li (Omron, Japan) gemessen.

Vor Beginn der Messung wurden die Studienteilnehmer explizit Gber den genauen
Ablauf in Kenntnis gesetzt. Die Studienteilnehmer wurden darum gebeten, die Arme
soweit von der Kleidung zu befreien, dass eine unproblematische Blutdruckmessung
moglich wurde. Sobald die Teilnehmer eine entspannte Sitzposition eingenommen
hatten, lieRen sie die Arme locker vom Korper herabhangen, um dann den Unterarm
— je nach Konstitution des einzelnen Teilnehmers — auf der Stuhllehne oder dem

Oberschenkel abzulegen.
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Nachdem der Armumfang mithilfe eines MalRbands ermittelt und die entsprechende
Blutdruckmanschette ausgewahlt wurde, wurde diese entluftet und ca. 3 cm oberhalb
der Ellenbeuge angelegt, sodass sie auf Herzhohe positioniert werden konnte.
Insgesamt musste hierbei darauf geachtet werden, dass die Teilnehmer die

Messergebnisse nicht einsehen konnten.

Nach 5, 8 und 11 min Ruhephase fanden jeweils Messungen statt. Die Teilnehmer
wurden darauf hingewiesen, nicht zu sprechen und sich zu entspannen. Die erste
Messung wurde an beiden Armen durchgefuhrt, und die beiden folgenden
Messungen wurden nur dann ebenfalls an beiden Armen durchgefuhrt, wenn bei der
ersten Messung eine Blutdruckdifferenz zwischen rechtem und linkem Arm von mehr

als 20 mmHg systolisch oder 15 mmHg diastolisch festgestellt wurde.

Mithilfe eines eigens fur die Studie erstellten eCRF wurden die Ergebnisse aus
Blutdruck- und Herzfrequenzbestimmung in die Datenbank eingegeben und diese
den Teilnehmern erst nach Beendigung aller drei Messungen mitgeteilt.

2.2.7 Echokardiographie
Die Transthorakale Echokardiographie (TTE) stellt ein wichtiges Instrument in der
Diagnostik kardialer Funktionsstorungen dar.

Sie gewahrleistet die exakte Darstellung von Struktur, Funktion sowie Hamodynamik
des Herzens und bietet konsequenterweise die Erfassung etwaig vorliegender

Pathologien wie Hypertrophien und Klappenvitien.

Die Qualitatsleitlinien in der Echokardiographie wurden von der Deutschen
Gesellschaft fur Kardiologie determiniert (Erbel et al. 1997).
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Abb. 13: Apikale und parasternale Schnittebene durch das Herz (Wikipedia, 2016€)

1. Reihe: Apikale, links 4-Kammer-Blick, rechts 3-Kammer-Blick.
2. Reihe: Parasternale Schnittreihe durch das Herz, links lange Achse, rechts kurze Achse.

Bei der TTE kann das Herz parasternal und apikal, also aus der Perspektive der

Herzspitze (Apex cordis), dargestellt werden.

Im sogenannten M-Mode (Motion-Mode) kénnen die Ventrikelparameter sehr genau
ausgemessen und bestimmt werden. Dann werden M- und B-Mode (Brightness
Mode) respektive 2D-Bild miteinander gekoppelt.

Eine erhdhte Geschwindigkeit des Blutstroms Uber einer Herzklappe, beispielsweise
durch eine insuffiziente Mitralklappe, kann durch den Pulsed-Wave-Doppler
(PW-Doppler) detektiert werden. Dagegen erfasst der Gewebedoppler (auch Tissue-
Doppler Imaging, TDI) die vergleichsweise langsameren Geschwindigkeiten an der

Kammerwand.

Sowohl die Werte bei der frihdiastolischen (= passiven) linksventrikularen Fullung
als auch die bei der spatdiastolischen (= aktiven) linksventrikularen Fullung wahrend
der Kontraktion der Vorhofe werden durch beide Doppler-Systeme erfasst.

Die Durchfihrung der echokardiographischen Untersuchung wird nachfolgend

beschrieben:

Nachdem der Teilnehmer seinen Oberkorper entkleidet hatte, wurde er anschlie3end
gebeten, sich in die Linksseitenlage zu begeben, seinen linken Arm zu heben und
unter dem Kopf abzulegen. Der rechte Arm kam auf der rechten Koérperhalfte zum

Liegen.
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Nun konnten in der M-Mode unterschiedliche Parameter in der langen, parasternalen

Achse gemessen werden.

Folgende Parameter wurden erfasst:

» die diastolische Septumdicke (IVSd)

= der rechts- und linksventrikulare enddiastolische Durchmesser (RVIDd und
LVIDd)

= der linksventrikulare endsystolische Durchmesser (LVIDs)

= die diastolische Hinterwanddicke (LVPWd)

Daran anschliefend wurden im apikalen 3-Kammer-Blick B-Bilder erstellt und ein
Gewebedoppler angelegt. Dann folgend konnten mittels 4-Kammer-Blick die
Parameter zur Beurteilung der diastolischen Funktion des Herzens erschlossen

werden.

Durch den Einsatz des PW-Dopplers wurde der Blutstrom Uber der Mitralklappe

gemessen.
Hierbei wurden nachfolgende Werte erfasst:

= MV-E: Vmax: maximale Geschwindigkeit des Blutstroms Uber der Mitralklappe
wahrend der schnellen fruhen Fillung des (linken) Ventrikels in der Diastole

= MV-A: Vmax: maximale Geschwindigkeit des Blutstroms Uber der Mitralklappe
als Folge der linksatrialen Kontraktion

= MV-E: Dezelerationszeit: Zeit von der maximalen Geschwindigkeit der
schnellen fruhen LV-Fullung (MV-E Vmax) bis zum Abfall des Blutflusses auf
0 m/s.

Der Gewebedoppler misst die Geschwindigkeit des Mitralanulus. Zu beachten bei der
Durchfuhrung und zu bertcksichtigen bei der Bewertung der Ergebnisse ist, dass
das Messvolumen am medialen Anulus langsamer als am lateralen Anulus ist. In der
Baseline-Untersuchung wurde der Gewebedoppler am lateralen Mitralanulus
platziert.
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Es wurden folgende Geschwindigkeiten gemessen:

» Jat. E' Vmax: maximale Geschwindigkeit des lateralen Mitralanulus wahrend
der schnellen frihen Fullungsphase des linken Ventrikels
» Jat. A" Vmax: maximale Geschwindigkeit des lateralen Mitralanulus wahrend

der Vorhofkontraktion

» lat. S* Vmax: maximale Geschwindigkeit des lateralen Mitralanulus in der

)

Ventrikelsystole

Abb. 14: Der Gewebedoppler (Mereles, 2014)

Links: Das Messvolumen des Gewebedopplers, welches auf dem lateralen Mitralanulus platziert
worden ist.
Rechts: Eine Spektraldarstellung.

Schlie8lich wurde der Studienteilnehmer gebeten, zehn Bauchzlige durchzufuhren.
Hiernach wurden im TDI identische Parameter erfasst, nun jedoch in Form von
Stressparametern mit dem Ziel, mogliche Diskrepanzen in der Hamodynamik des

Herzens bei korperlicher Aktivitat sichtbar zu machen.

In der Diagnostik der Echokardiographie fanden das Ultraschallgerat iE33 von Philips

Medical Systems aus den Niederlanden und ein Schallkopf S5-1 Anwendung.

2.2.8 Elektrokardiographie (EKG)

Die wahrend der Herzaktion auftretenden Spannungsdifferenzen lassen im
Organismus ein elektrisches Feld entstehen. Die Veranderung des elektrischen
Feldes kann in Form von Potenzialdifferenzen erfasst werden. Aus diesen
Potenzialdifferenzen entstehen Aktionsstrome, die sich an der Korperoberflache

ableiten lassen. Elektroden kdonnen die Strome an der Korperoberflache detektieren

47



und leiten sie an einen Verstarker mit Registriereinrichtungen — den
Elektrokardiographen — weiter. Die Extremitatenableitungen vermitteln vorwiegend
eine Ubersicht (iber die Summationsstréme, wahrend die Brustwandableitungen

einen Einblick in sogenannte Nahpotenziale ermdglichen.
Man unterscheidet:

= die bipolaren Standardableitungen nach Einthoven: I, II, 1lI
= die unipolaren Extremitatenableitungen nach Goldberger: aVR, aVL, avF
= die unipolaren Brustwandableitungen nach Wilson: V1, V2, V3, V4, V5, V6

Fir das EKG wurde im PREVENT-it Studienzentrum ein Ruhe-EKG sowie ein
Rhythmusstreifen Uber 30 s erfasst.

FiUr die Durchfuhrung der elektrokardiographischen Untersuchung wurden folgende

Gerate und Materialien bendtigt:

= PC mit Monitor, Tastatur, Maus, Drucker und Druckerpapier

= EKG Software, CardioSoft V 6.01, REF Nr. 2006301-018, GE Medical
Systems Information Technologies Germany

= Elektroden-Applikationssystem, KISS (Kabel-Integriertes-Saug-System),
Medical Systems Information Technologies Germany

= Patientenmodul CORINA, Cat. Nr. 101 118 32, GE Medical Systems
Information Technologies Germany

= Elektrodenspray, ,Kontaktspray“, 200 ml, Cat. Nr. 217 307 01, GE Medical
Systems Information Technologies Germany

» Thoraxwinkel, 2 Stuck in unterschiedlichen Langen

= Stift zur Markierung der Elektrodenpositionen C1-C6

= Papierticher zum Reinigen

» Untersuchungsliege, mindestens 80 cm breit

= Laken

= Filterscheiben

Der Untersuchungsraum war kein Durchgangszimmer und enthielt ebenfalls kein
Telefon. Die Zimmertemperatur sollte mindestens 23 °C (Raumluft) betragen, damit
die Ableitung des EKGs nicht durch Muskelzittern des frierenden Teilnehmers

uberlagert wurde.
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Nachdem sich der Teilnehmer bzw. die Teilnehmerin entkleidet hatte
(Oberkorperkleidung, ggf. Bustenhalter, Hose, Schuhe, Strimpfe, Uhr und
Schmuck), musste er sich vor Beginn der Messung Uber den im Prufplan
festgelegten Zeitraum von 5 min in liegender Position ausruhen. Wahrenddessen
wurden die Elektroden entsprechend angelegt. Es empfahl sich, unter die Knie des

Teilnehmers eine Knierolle zur Entlastung der unteren Extremitaten zu legen.

Vor dem Anbringen der Saugelektroden wurden zunachst Haare im Bereich der
Elektrodenpositionen abrasiert und die Haut mit Elektrodenspray zur Reduktion des

elektrischen Hautwiderstands besprunht.

Danach wurden die Saugelektroden an den Extremitaten angelegt. Der Sog der
Elektroden wurde mittels eines Schiebereglers am KISS-Modul reguliert. Die
Elektrodenkabel mussten ,geordnet” verlaufen und durften keine "Schleifen” bilden,

um induktive Wechselstromstorungen zu vermeiden.
Folgende Reihenfolge sollte eingehalten werden:

1. Linkes Bein (grun)

2. Rechtes Bein (schwarz)

3. Linker Arm (gelb)

4. Rechter Arm (rot)

5. Brustwandableitungen in der Reihenfolge C1-C6

Die Ableitungsorte wurden vor dem Anlegen der Saugelektroden auf dem

Oberkorper der Probanden mit einem Stift markiert.

Im Einzelnen wurde unter Verwendung des Thoraxwinkels wie folgt vorgegangen:
1. Es wurde der 1. Intercostalraum am linken Sternalrand mit dem Zeigefinger

der rechten Hand palpiert

2. Gezahlt wurde bei sukzessivem Ertasten der folgenden Intercostalraume
bis zum 4. Intercostalraum
3. Markiert wurde mit einem Fettstift der rechte Sternalrand des

4. Intercostalraums Position C1

4. Ebenso wurde mit dem linken Sternalrand des 4. Intercostalraums Position
C2 verfahren
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5. Markiert wurde die Thoraxmitte in Hohe des linken Sternalrandes des 5.
Intercostalraums Position X

6. Der Thoraxwinkel wurde bei Position X angelegt und dort markiert, wo der

Thoraxwinkel die linke mittlere Axillarlinie kreuzt (Position C6).

V1-Vé6

Abb. 15: Die Ableitungsorte des 12-Kanal-EKG nach Wilson
(Kleindienst, 2016)

Auf dem Bildschirm erschienen die Extremitaten- und Brustwandableitungen
(I/n/m/avR/avL/avF/N1INV2/INV3/IV4INV5/V6).

Nach Anlegen der Elektroden erfolgte die Aufnahme des Elektrokardiogramms.

Eine gute EKG-Registrierung war die Voraussetzung fur eine optimale Auswertung
der Untersuchungen. Deshalb sollte die Ableitung sehr sorgfaltig durchgefuhrt
werden. Moglichst 2—-3 min vor der Aufnahme wurden die Elektroden angelegt und
dem Teilnehmer ein Untersuchungskittel Ubergelegt, damit durch Kalte kein Zittern

provoziert werden konnte.

Nach der Uberpriifung der Elektroden mit den entsprechenden Kabeln wurden die
Probanden sodann aufgefordert, sich wahrend der Ableitung zu entspannen, nicht zu

sprechen und maoglichst flach in Atemmittellage zu atmen.
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Das EKG wurde mit einer Fortlaufgeschwindigkeit von 50 mm/s geschrieben. Eine
separate Registrierung eines Rhythmusstreifens war nicht notwendig, da die Online-

Aufzeichnung einen Abschnitt Gber 30 s enthielt.

2.3 Datenmanagement

Jede Untersuchungsstation war zur Erfassung aller Daten mit einem PC
ausgestattet. Die jeweilige Studien-ID wurde mithilfe eines Scanners eingegeben und
die erfassten Daten digital gespeichert. Die Daten wurden in einer Studiendatenbank

sowie einer gespiegelten Datenbank (Backup-System) gespeichert.

Die erhobenen Daten wurden kontinuierlich von dem Datenmanagement-Team und

dem EDV-Team Uberprift.

Sollte der Fall eingetreten sein, dass Daten fehlten, so konnten unterschiedliche
Ursachen zugrunde liegen, die jedoch durch das Datenmanagement-Team
umfassend Uberpruft wurden. Folgende Ursachen konnten zugrunde liegen:

1. Daten waren nicht erhoben worden: eine Erfassung war nicht maglich,
etwa weil bei einem Teilnehmer im Rollstuhl die exakte Grofde nicht
bestimmt werden konnte oder das Zeitlimit einer Station Uberschritten
worden war. Die Grunde wurden durch die Untersucher entsprechend
dokumentiert

2. Das Fehlen blieb ungeklart. In diesem Fall wurden die Daten als "missing"
deklariert

Daruber hinaus wurden alle erhobenen Daten vor jeglicher Auswertung umfangreich
anhand von vordefinierten Plausibilitatskriterien Uberpruft, um die Qualitat der Daten
sicherzustellen. Neben der Aufklarung von fehlenden Werten wurden ungewdhnlich
hohe und niedrige Werte mittels vordefinierter Grenzwerte Uberpruft. Ebenso wurden
die Kodierung der Variablen sowie widerspruchliche Angaben identifiziert und
kontrolliert. Des Weiteren wurden stets Kommentare der untersuchenden Personen
bertcksichtigt, um ggf. Aufschlisse Uber fehlerhafte oder fehlende Werte zu

erhalten.
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2.4 Definitionen

Bei jedem Teilnehmer wurde ein 12-Kanal-EKG geschrieben
(GE Healthcare, CardioSoftVersion 6).

Die Diagnose VHF wurde gestellt, wenn

1. ein anamnestisch arztlich dokumentiertes VHF vorlag, oder

2. auf dem fur 10s wahrend der Studienuntersuchung aufgezeichneten
12-Kanal-Studien-EKG eine  Arrhythmie (AA) bzw. Vorhofflattern

aufgezeichnet worden war.

In diesem Fall begutachteten mindestens zwei Kardiologen mit Erfahrung in der
Interpretation eines EKG den vorliegenden Rhythmus. In schwierigen Fallen wurde
ein Elektrophysiologe konsultiert.

Bei einem mittleren systolischen Blutdruck von Uber 140 mmHg oder einem mittleren
diastolischen Blutdruck von dber 90 mmHg in der zweiten und in der dritten
Messung, also nach 8 min bzw. 11 min Ruhephase, und/oder bei Einnahme
antihypertensiver Medikation galt eine arterielle Hypertonie als vorhanden.

Als Diabetiker galt ein Teilnehmer dann, wenn er im Interview angegeben hatte, an
einem durch einen Arzt diagnostizierten Diabetes mellitus zu leiden und/oder bei
einer Nuchtern-Blutglucose-Konzentration Uber Nacht von > 126 mg/dl oder von
> 200 mg/dl bei weniger als 8 h bestehender Nuchternheit.

Der BMI errechnet sich wie folgt:

Kérpergewicht (kg)

BMI = . . 2
KérpergrélRe zum Quadrat (m°)

Bezuglich des Rauchens wurden die Teilnehmer in vier Gruppen eingeteilt:
Nichtraucher, Ex-Raucher, Gelegenheitsraucher (< 1 Zigarette/Tag), Raucher

(> 1 Zigarette/Tag).

Eine Dyslipoproteinamie galt als vorliegend, wenn eine dahingehende Diagnose
durch eine Arzt erfolgt war (LDL/HDL-Ratio von > 3,5).
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Die Diagnosen einer KHK, eines (abgelaufenen) Myokardinfarkts in der
Vorgeschichte und in der Familie, einer Herzinsuffizienz, eines VHF, eines
Schlaganfalls und einer COPD wurden eigenanamnestisch im Rahmen des CAPI

erhoben.

2.5 Qualitatskontrolle

Im Rahmen der Qualitatskontrolle wurden in dem eCRF Ober- und Untergrenzen flr

die jeweiligen Parameter vorab festgelegt.

Diese Daten warnten den Untersucher aulerhalb der jeweiligen Grenzen und
minimierten so die Wahrscheinlichkeit von Tippfehlern. In einem weiteren Schritt
wurden unterschiedliche Parameter, so etwa Grole und Gewicht, mit der
Lungenfunktion verglichen. GroRe Diskrepanzen gaben einen Hinweis auf
moglicherweise falsch oder unvollstandig erfasste Daten. Eine dritte
Plausibilitatsprifung erfolgte schlielBlich wieder beim Datenmanagement-Team,
welches eventuelle Fehlerberichte mit Werten aullerhalb definierter Grenzen erstellt

und Uberpruft hat.

Eine weitere Qualitatskontrolle der gewonnenen Angaben aus dem Interview erfolgte
Uber die Uberpriifung logischer Verknilpfungen einzelner Fragen. Eine tagliche
Uberprifung und Eichung samtlicher Tests und Gerdte wurde gemaR den
Routinetberprifungen des Zentrallabors durchgefihrt. Eine Validierung durch einen
Arzt erfolgte flr den Fall eines von der Norm abweichenden Ergebnisses wahrend

einer Messung.

2.6 Statistische Auswertung

FUr die allgemeinen Charakteristika der Studienpopulation wurden normalverteilte,
kontinuierliche Parameter mit Mittelwert und Standardabweichung beschrieben. Die
Datenanalyse wurde fur die betrachtete Stichprobe von 5000 Patienten durchgefthrt.
Um annahernd eine Normalverteilung zu erreichen, wurden die Variablen

einschliel3lich der vorgenannten Biomarker logarithmisch umgewandelt.
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Die Auswertungen beinhalteten deskriptive Statistiken mit Verteilungsdarstellungen
und  Korrelationsanalysen.  Berechnet wurden lineare und logistische
Regressionanalysen in  alters- und geschlechtsadjustierten  sowie in

multivariabel flr kardiovaskulare Risikofaktoren adjustierten Modellen.

Bereits der Anstieg um eine Standardabweichung der Biomarker in den logistischen
Regressionsmodellen zeigte einen Zusammenhang zu VHF.

Bezuglich der Pravalenzen der klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren (Alter,
Geschlecht, Adipositas, Hypertension, Herzinsuffizienz) wurden diese als relative

und absolute Haufigkeiten angegeben.

In multivariablen Analysen wurden Zusammenhange zwischen Biomarkern und

elektro- und echokardiographischen intermediaren Phanotypen untersucht.

Zur Berechnung der relativen Haufigkeit von kardialen Funktionsstérungen in
Untergruppen mit kardiovaskularen Risikofaktoren oder Erkrankungen wurde jeweils
die Pravalenz in dieser Untergruppe definiert und ins Verhaltnis zur Pravalenz der

Gesamtpopulation gesetzt.

Ein p-Wert (p-value) von 0,05 war statistisch signifikant. Dartber hinaus wurde in den

einzelnen Analysen die Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen SAS (Version 9.2; SAS-
Institute Inc., Cary, NC, USA), R (Version 2.8.1.) und SPSS 17.0 (SPSS Inc., USA).

54



3 Ergebnisse

3.1 Baseline-Daten

Die Grundcharakteristika der 4998 Teilnehmer, bei denen Biomarker-Analysen
gewonnen werden konnten, sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. Zusatzlich kdnnen anteilhaft
die Werte fur Patienten mit VHF abgelesen werden. Das Durchschnittsalter der
Stichprobe betragt 55,5 + 10,9 Jahre. Der Anteil der Manner an der Stichprobe liegt
bei 50,8 %.

Von den 4998 Teilnehmern leiden insgesamt 161 an VHF (3,2 %). Darunter befinden
sich 115 Manner (71,4 %).

Beim Vergleich der Teilnehmer mit und ohne VHF ist festzustellen, dass die
Patienten mit VHF ein hoheres kardiovaskulares Risikoprofil aufweisen als die
Patienten ohne VHF.

Die Patienten mit VHF sind durchschnittlich 10 Jahre alter (64,9 Jahre gegenuber
den Patienten ohne VHF mit durchschnittlich 55,2 Jahren) und haben im Mittel einen
héheren BMI von 29,315,4 kg/m? im Vergleich zu den Patienten ohne VHF (27,1+4,8
kg/m?). Von den 161 an VHF leidenden Patienten haben 21 (13 %) einen Diabetes
mellitus, wohingegen von den 4837 Patienten ohne VHF 353 (7,3 %) an einem
Diabetes mellitus leiden. Bei 62 Patienten mit VHF (38,5%) wurde eine
Fettstoffwechselstorung im Sinne einer Dyslipidamie diagnostiziert, und etwa ein
Flnftel (n=33) der 161 Patienten mit VHF haben eine positive Familienanamnese
hinsichtlich eines bereits erlittenen Myokardinfarkts. Ein nennenswerter Unterschied
zwischen Patienten mit und ohne VHF in Bezug auf eine Herzinsuffizienz konnte
nicht festgestellt werden. Der Anteil der Raucher im VHF-Kollektiv ist geringer als der
bei den Patienten ohne VHF (11,2% mit VHF und 19,5% ohne VHF). An
Bluthochdruck leiden 73,3 % der Patienten mit VHF. Der Anteil der Patienten ohne
VHF mit einem Hypertonus liegt indes bei 50,6 %.
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Risikofaktoren Gesamt Ohne VHF Mit VHF
(n=4998) (n=4837) (n=161)
Alter (Jahre) 55,5+10,9 55,2+10,9 64,9+8,3
Manner, n (%) 2539 (50,8) 2424 (50,1) 115 (71,4)
Frauen, n (%) 2459 (49,2) 2413 (49,9) 46 (28,6)
Kardiovaskulédre Risikofaktoren

Body Mass Index 27,2448 27,1448 29,3454
(kg/m?)
Raucher, n (%) 959 (19,2) 941 (19,5) 18 (11,2)
Diabetes, n (%) 374 (7,5) 353 (7,3) 21 (13)
Dyslipidamia, n (%) 1462 (29,3) 1400 (28,9) 62 (38,5)
Pos. FA bzgl. eines
Myokardinfarkts, n (%) 886 (17,7) 853 (17,6) 33 (20,5)
Hypertension, n (%) 2563 (51,3) 2445 (50,6) 118 (73,3)
Herzinsuffizienz, n (%) |965 (19,4) 456 (18,0) 509 (20,8)

Tab. 1: Risikofaktoren des Patientenkollektivs mit und ohne VHF

Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung fir das Alter. Fur diskrete Variablen stellen sie den
Anteil dar. FA: Familienanamnese.

Die Arginin-Derivate sind bei den Patienten mit und ohne VHF unterschiedlich verteilt
(siehe Tabelle 2). L-Arginin ist bei den Patienten ohne VHF hoher (74,3 ymol/l) als
bei den Patienten mit VHF (70,6 pymol/l). Ebenso ist der L-Arginin/ADMA-Index bei
den Patienten ohne VHF hdher (145) als bei den Patienten mit VHF (130).

Das demethylierte, strukturverwandte L-Arginin-Analogon ADMA ist bei den
Patienten mit VHF ebenso erhoht (0,54 pmol/l gegenuber 0,51 ymol/l) wie das SDMA

(0,48 pmol/l gegenuber 0,43 pmol/l) und das NMMA (0,14 pmol/l zu 0,13 pmol/l).
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Biomarker

Gesamt
(n=4998)

Ohne VHF
(n=4837)

Mit VHF
(n=161)

L-Arginin (umol/l)

74,1 (62,0/87,8)

74,3 (62,1/88,0)

70,6 (58,2/84,4)

ADMA (umol/l)

0,51 (0,45/0,57)

0,51 (0,45/0,57)

0,54 (0,49/0,62)

SDMA (umol/l)

0,43 (0,37/0,50)

0,43 (0,37/0,50)

0,48 (0,39/0,57)

NMMA (umol/l)

0,13 (0,1/0,15)

0,13 (0,10/0,15)

0,14 (0,12/0,16)

L-Arginin/ADMA-Index 144 (120/173) 145 (120/173)

Tab. 2: Ubersicht iber definierte Biomarker in Bezug auf VHF

130 (103/157)

Werte sind Median mit 25./75. Perzentile. ADMA: asymmetrisches demethyliertes Dimethylarginin;
SDMA: symmetrisches demethyliertes Dimethylarginin; NMMA: NG-Monomethyl-L-Arginin.

3.2 Vorhofflimmern und Elektrokardiographie

Bei der Auswertung des EKG fallt bei den Patienten mit VHF auf, dass sie mit 171
Millisekunden (ms) im Vergleich zu den Teilnehmern ohne VHF (158 ms) ein

verlangertes PR-Intervall zeigen (siehe Tabelle 3).

Gleichermalien weisen die Patienten mit VHF gegenuber den Patienten ohne VHF
eine verzogerte atriale Erregungsausbreitung in Form einer verbreiterten P-Welle
(118 ms bei Patienten mit VHF, 110 ms bei Patienten ohne VHF) auf. Zusatzlich
haben die Probanden mit VHF eine erhdhte Kammerfrequenz (Patienten mit VHF
65 bpm, Patienten ohne VHF 60 bpm) sowie eine verlangerte Kammerkomplexdauer
(QRS-Dauer, mit VHF 96 ms, ohne VHF 94 ms). So kann beim VHF-Kollektiv ein
durchschnittlich langeres QTc-Intervall von 431 ms gegenuber den Probanden ohne
VHF (419 ms) detektiert werden.
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Elektrokardiogramm

Gesamt
(n=4998)

Ohne VHF
(n=4837)

Mit VHF
(n=161)

PR-Intervall (ms)

158 (144/174)

158 (144/174)

171 (154/187)

P-Welle Dauer (ms)

110 (100/118)

110 (100/118)

118 (108/128)

Herzfrequenz (bpm)

60 (54/67)

60 (54/67)

65 (55/75)

QRS-Dauer (ms)

94 (88/102)

94 (88/102)

96 (90/110)

Tab. 3: Elektrokardiographische intermediare Phanotypen im Zusammenhang mit dem Vorhandensein
bzw. der Abwesenheit von VHF

Werte sind Median mit 25./75. Perzentile. ms: Millisekunden; BPM: beats per minute (Herzfrequenz).

3.3 Vorhofflimmern und Echokardiographie

Im Rahmen der echokardiographischen Untersuchung zeigt sich, dass die Patienten
mit VHF einen durchschnittlich vergroRRerten linken Vorhof (24 cm? bei Patienten mit
VHF, 18 cm? bei Patienten ohne VHF) und eine hypertrophierte linke Kammer (2359
mit VHF, 162 g ohne VHF, siehe Tabelle 4) aufweisen.

Die Ejektionsfraktion (EF) ist bei den Teilnehmern mit VHF mit 62 % im Verhaltnis zu
Nicht-VHF-Patienten mit 64 % vermindert. Es zeigen sich keine klinisch relevanten
Unterschiede zwischen den zu vergleichenden Gruppen in den intermediaren

Phanotypen der diastolischen Funktion (E/A, E/E’, Dezelerationszeit).
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(cm?)

Echokardiogramm Gesamt Ohne VHF Mit VHF
0 (n=4998) (n=4837) (0= 161)
Grofe linker Vorhof 18 (16/21) 18 (16/21) 24 (19128)

E/A

1,05 (0,83/1,28)

1,05 (0,83/1,28)

1,03 (0,80/1,33)

E/E'

6,98 (5,74/8,67)

6,97 (5,73/8,64)

7,71 (6,12/9,78)

Dezelerationszeit
(ms)

222 (193/254)

222 (193/254)

218 (176/257)

Linksventrikulare EF
(%)

64 (60/68)

64 (60/68)

62 (57/67)

Tab. 4: Echokardiographische intermediare Phanotypen

Werte sind Median mit 25./75.Perzentile. E/A: spatdiastolische aktive LV-Fillung; E/E":
frihdiastolische passive LV-Fullung; EF: Ejektionsfraktion.

3.4 Arginin-Derivate im Vergleich

3.4.1 Streudiagramme

Die Streudiagramme erlauben einen ersten Eindruck Uber die Abhangigkeitsstruktur
der Arginin-Derivate untereinander. In den meisten Diagrammen — mit Ausnahme
des Streudiagramms fur L-Arginin sowie fur den L-ArgininfADMA-Index — fallen
Cluster (Ballungen) auf. In diesen Clustern ist ein linearer Anstieg des L-
Arginin/ADMA-Index mit steigendem L-Arginin zu erkennen. Die Streudiagramme flr
ADMA und den L-Argininf/ADMA-Index zeigen mit steigendem ADMA einen
abfallenden L-Arginin/ADMA-Index, jedoch ohne die Nulllinie zu erreichen (siehe
Diagramm 1).
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Diagr.1: Die verschiedenen Arginin-Derivate in Korrelation
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3.4.2 Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

Bei der Betrachtung der Zusammenhange zwischen den Biomarkern bediente man
sich zusatzlich des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (Spearmans Rho,

I’s).

L-Arginin zeigt einen schwachen Zusammenhang zu ADMA (rs= 0,26; p <0,0001)
und NMMA (rs=0,22; p<0,0001). Zum L-ArgininfADMA-Index kann hingegen ein
deutlicher Zusammenhang beobachtet werden (rs=0,75; p <0,0001).

ADMA weist zu SDMA (rs=0,30; p<0,0001) und NMMA (rs=0,34; p<0,0001) einen
schwachen positiven Zusammenhang und zum L-ArgininfADMA-Index einen
schwachen negativen Zusammenhang (rs = -0,39; p <0,0001) auf.

Biomarker Spearmans Rho p-Wert
L-Arginin und ADMA 0,26 <0,0001
L-Arginin und SDMA 0,13 < 0,0001
L-Arginin und NMMA 0,22 < 0,0001
L-Arginin und L-

Arginin/ADMA-Index 0.75 < 0,0001
ADMA und SDMA 0,30 < 0,0001
ADMA und NMMA 0,34 < 0,0001
ADMA und L-Arginin/ADMA- -0,39 < 0,0001
Index

SDMA und NMMA 0,19 < 0,0001
SDMA und L-Arginin/ADMA- .0,08 <0,0001

Index
Tab. 5: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (r;)
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3.5 Arginin-Derivate im Zusammenhang mit den intermediaren

Phanotypen

3.5.1 Arginin-Derivate und elektrokardiographische Phanotypen

Im Rahmen einer multivariabel-adjustierten linearen Regressionsanalyse von
Arginin-Derivaten im Kontext mit den elektrokardiographischen Phanotypen zeigen
die Ergebnisse fur die Kammerfrequenz (beta -0,58; 95 % Konfidenzintervall [KI]
-0,95/-0,20; p=0,0003) und fir die QRS-Dauer (beta 0,49; 95% KI 0,02/0,96;
p=0,036) negative Korrelationen zu L-Arginin. Hingegen korreliert die QTc-Zeit
positiv. mit L-Arginin (beta -1,47; 95% KI -2,34/-0,61; p<0,0001) und stellt
gleichzeitig unter den signifikanten elektrokardiographischen Phanotypen den
starksten Zusammenhang zu L-Arginin dar (siehe Tabelle 6). Hinsichtlich ADMA
kann weder fur das PR-Intervall, fur die Dauer der P-Welle, fur die Kammerfrequenz
noch fur die QRS-Dauer eine statistisch signifikante Relation beobachtet werden.
Gleiches gilt fur NMMA.

Das SDMA ist lediglich im Hinblick auf die Kammerfrequenz signifikant (p =0,0029)
und zeigt eine negative Assoziation (beta -0,51; 95 % Kl -0,90/-0,13).

Der L-Arginin/ADMA-Index zeigt negative Zusammenhange zur Kammerfrequenz
(beta = -0,39; 95 % KIl -0,77/-0,02; p= 0,0356) und der QTc-Zeit (beta= -1,48; 95 %
Kl -2,35/-0,61; p <0,0001). Hingegen findet sich fur das PR-Intervall, fir die P-Welle
und die QRS-Dauer keine Assoziation zu dem L-Arginin/ADMA-Index.
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IS:\e'a'rrrEES:)éerr? Biomarker M%czlel Beta pe:(IS)D (95 % o-Wert
PR-Intervall L-Arginin 0,13 0,44 (-0,44/1,31) 1
ADMA 0,13 0,58 (-0,29/1,46) 0,43
SDMA 0,13 0,40 (-0,50/1,30) 1
NMMA 0,13 0,26 (-0,61/1,12) 1
L-Arginin/ADMA-Index| 0,13 0,08 (-0,80/0,96) 1
P-Wellendauer L-Arginin 0,18 -0,23 (-0,69/0,22) 0,93
ADMA 0,18 0,23 (-0,22/0,69) 0,95
SDMA 0,18 0,46 (-0,01/0,92) 0,06
NMMA 0,18 0,28 (-0,17/0,73) 0,56
L-Arginin/ADMA-Index| 0,18 -0,35 (-0,81/0,11) 0,25
Kammerfrequenz L-Arginin 0,12 -0,58 (-0,95/-0,20) | 0,0003
ADMA 0,12 -0,27 (-0,65/0,10) 0,31
SDMA 0,12 | -0,51 (-0,90/-0,13) | 0,0029
NMMA 0,12 -0,26 (-0,63/0,11) 0,35
L-Arginin/ADMA-Index| 0,12 | -0,39 (-0,77/-0,02) | 0,036
QRS-Dauer L-Arginin 0,16 0,49 (0,02/0,96) 0,036
ADMA 0,16 0,35 (-0,12/0,82) 0,28
SDMA 0,16 0,15 (-0,34/0,63) 1
NMMA 0,16 0,01 (-0,45/0,47) 1
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L-Arginin/ADMA-Index| 0,16 0,29 (-0,19/0,76) 0,59

QTe-Zeit L-Arginin 0,16 | -1,47 (-2,34/-0,61) |< 0,0001
ADMA 0,16 | 0,15(-0,71/1,02) 1
SDMA 0,16 | -0,01(-0,90/0,88) 1
NMMA 0,16 | -0,57 (-1,43/0,28) | 0,42

L-Arginin/ADMA-Index| 0,16 | -1,48 (-2,35/-0,61) |< 0,0001

Tab. 6: Multivariabel-adjustierte lineare Regressionsanalyse von Arginin-Derivaten in Bezug auf
elektrokardiographische intermediare Phanotypen in der Gesamtkohorte

Multivariable Regressionsanalyse, adjustiert nach kardiovaskularen Risikofaktoren (Alter, Geschlecht,
BMI, systolischer Blutdruck, antihypertensive Medikation, Diabetes, Rauchen, Familienanamnese
hinsichtlich Myokardinfarkt, Dyslipiddmie sowie Herzinsuffizienz). SDMA und der L-ArgininfADMA-
Index wurden fir die Analysen logarithmiert. Die p-Werte wurden fir finf Tests nach Bonferroni
angepasst. SD: Standardabweichung; Kl: Konfidenzintervall; R?: Determinationskoeffizient.

3.5.2 Arginin-Derivate und echokardiographische Phanotypen

ADMA und NMMA stehen in ahnlich bedeutender statistisch relevanter Relation zur
linksventrikularen Masse (ADMA: beta 1,86; 95 % Kl 0,49/3,24; p= 0,0023; NMMA:
beta 1,82; 95 % Kl 0,47/3,17; p = 0,0027).

Hinsichtlich des SDMA kénnen signifikante Werte fur den Durchmesser des linken
Vorhofs (beta 0,16; 95 % KI 0,04/0,28; p =0,0034) sowie fur die linksventrikulare EF
(beta 0,25; 95 % Kl 0,01/0,49; p = 0,0336) konstatiert werden.

Im Rahmen der echokardiographischen Phanotypen wird deren Varianz zu 14 %
(linksventrikulare EF), zu 30 % (GroRe linker Vorhof) und zu 44 % (linksventrikulare

Masse) durch die Arginin-Derivate erklart.

Fur das L-Arginin sowie fur den L-Arginin/ADMA-Index kann bezuglich der
echokardiographischen Phanotypen kein signifikanter Zusammenhang aufgezeigt

werden (siehe Tabelle 7).
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Intermediare Model Beta per SD

Phanotypen SN R? ©5% Kl | PWert
Grolde linker Vorhof L-Arginin 0,30 |-0,04 (-0,15/0,08) 1
ADMA 0,30 | 0,08 (-0,03/0,20) | 0,32
SDMA 0,30 | 0,16 (0,04/0,28) | 0,0034
NMMA 0,30 | 0,05 (-0,09/0,14) 1

L-Arginin/ADMA-Index| 0,30 [-0,06 (-0,18/0,06)| 0,91

Linksventrikulare EF L-Arginin 0,14 |-0,03 (-0,26/0,21) 1
ADMA 0,14 |-0,01 (-0,24/0,22) 1
SDMA 0,14 | 0,25(0,01/0,49) | 0,034
NMMA 0,14 | 0,04 (-0,19/0,27) 1

L-Arginin/ADMA-Index| 0,14 |-0,06 (-0,30/0,17) 1

Linksventrikulare Masse L-Arginin 0,44 | 0,34 (-1,03/1,72) 1
ADMA 0,44 | 1,86 (0,49/3,24) | 0,0023
SDMA 0,44 | 1,28 (-0,13/2,69) | 0,09
NMMA 0,44 | 1,82(0,47/3,17) | 0,0027

L-Arginin/ADMA-Index| 0,44 |-0,74 (-2,12/0,64)| 0,85

Tab. 7: Multivariabel-adjustierte lineare Regressionsanalyse der Arginin-Derivate in Bezug auf
echokardiographische intermediare Phanotypen in der Gesamtkohorte

Multivariable Regressionsanalyse, adjustiert nach kardiovaskuldren Risikofaktoren (Alter, Geschlecht,
BMI, systolischer Blutdruck, antihypertensive Medikation, Diabetes, Rauchen, Familienanamnese
hinsichtlich Myokardinfarkt, Dyslipidamie sowie Herzinsuffizienz). SDMA und der L-Arginin/ADMA-
Index wurden fir die Analysen logarithmiert. Die p-Werte werden fir flinf Tests nach Bonferroni
angepasst. SD: Standardabweichung; Kl: Konfidenzintervall, R Determinationskoeffizient; EF:
Ejektionsfraktion.
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3.6 Arginin-Derivate und Vorhofflimmern

Die L-Arginin-Derivate ADMA, SDMA und NMMA und der L-Arginin/ADMA-Index —
adjustiert nach Alter und Geschlecht — zeigen statistische Zusammenhange mit dem
Auftreten von VHF (siehe Tabelle 8).

L-Arginin zeigt hingegen keinen signifikanten Zusammenhang zu VHF (p =0,0973).

Biomarker n OR (KI) OR per SD (KI) | p-Wert
L-Arginin 4829 0,99 (0,98/1) 0,86 (0,73/1,03) | 0,0973
ADMA 4829 10,25 (2,44/43,05) | 1,26 (1,09/1,45) | 0,0015
SDMA 4829 4,32 (1,47/12,71) | 1,18 (1,05/1,34) | 0,0079
NMMA 4829 [ 228,11 (9,52/5467,94) | 1,23 (1,09/1,39) | <0,0001

Tab. 8: Ubersicht der logistischen Regression fir VHF

Logistische Regression, adjustiert nach Alter und Geschlecht. n gibt die absolut betrachtete Anzahl
der Probanden an. OR (Kl) steht fir Odds Ratio mit dem Konfidenzintervall und OR per SD (KI) fur
Odds Ratio pro Standardabweichung mit dem Konfidenzintervall.

Diagramm 2 zeigt erganzend zu Tabelle 8, dass auch nach Adjustierung fur

kardiovaskulare Risikofaktoren (gestrichelte Linie) ein signifikanter Zusammenhang
zwischen ADMA, NMMA und dem L-Arginin/ADMA-Index sowie der Manifestation

von VHF festzustellen ist. Bei Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse wird

deutlich, dass sich nach Adjustierung fur kardiovaskulare Risikofaktoren die Starke

der Assoziation abschwacht und sich die Schatzer Richtung 1 bewegen.
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Diagr. 2: Odds Ratio fur VHF, adjustiert nach Alter und Geschlecht sowie kardiovaskularen
Risikofaktoren

Multivariabel-adjustierte Hazard Ratios per Standardabweichung (HR per SD) fiir Arginin-Derivate in
Bezug auf VHF. Kontinuierliche Linien zeigen alters- und geschlechtsadjustierte Werte. Gestrichelte
Linien zeigen Risikofaktoren-adjustierte Werte (einschliellich Alter, Geschlecht, BMI, systolischer
Blutdruck, antihypertensive Medikation, Diabetes mellitus, Rauchen, positive Familienanamnese
hinsichtlich eines Myokardinfarkts, Dyslipidamie sowie Herzinsuffizienz).
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4 Diskussion

Gut etablierte klinische Risikofaktoren fur VHF sind neben dem Alter und dem
Geschlecht insbesondere Ubergewicht (erhdhter BMI), arterielle Hypertonie sowie
kardiovaskulare Grunderkrankungen, bei letzteren vor allem Herzvitien und die
Herzinsuffizienz. So liegt VHF zu 70 % bei den organischen Herzerkrankungen vor
(Burstein und Nattel 2008). Da diese Risikofaktoren jedoch bei Weitem nicht alle
Falle von VHF erklaren konnen, wird die Notwendigkeit apparent, die
Vorhersagbarkeit und das grundsatzliche Verstandnis von VHF zu verbessern und
klinisch einfach und gunstig zu bestimmende Marker einzufihren — zumal die aktuell
vorhandenen pharmakologischen Behandlungen limitierte Effizienz haben (Carnes et
al. 2001).

Ein Marker, der zuletzt das Potenzial zu haben schien, die Risikoklassifizierung von
VHF zu optimieren, war das Arginin sowie seine chemischen Verwandten, hier
insbesondere das ADMA.

In der vorliegenden Arbeit konnten in multi-variabel adjustierten Analysen moderate
positive Zusammenhange von ADMA und NNMA mit pravalentem VHF konstatiert
werden. Ein inverser Zusammenhang mit VHF konnte indes fur den L-Arginin/ADMA-
Index evaluiert werden. Fur die elektrokardiographischen intermediaren Phanotypen
Herzfrequenz, Uberleitungszeit, QRS- sowie QTc-Dauer und fiir eine Reihe an
echokardiographischen Variablen, darunter etwa die GrolRe des linken Vorhofs, die
E/E’, die linksventrikulare EF oder die linksventrikulare Masse, konnten hingegen nur
schwache Zusammenhange mit VHF herausgearbeitet werden; am ehesten konnte,
aufgrund einer vergleichsweise Uberschaubaren Anzahl an Individuen, die Analyse
der Untergruppe mit manifestem VHF den Zusammenhang nicht nachhaltig

untermauern.

Die Relationen zwischen Arginin-Derivaten und VHF konnten bislang nur
unvollstandig durch intermediare Phanotypen erklart werden. Auch die Analyse und
Bewertung der GHS-generierten Daten vermag den Zusammenhang zwischen
zirkulierenden Arginin-Derivaten und VHF auf Grundlage der elektro- und
echokardiographischen intermediaren Phanotypen nicht abschliefend bestimmen.
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Gleichwohl werden hier Ergebnisse einer genau definierten, populationsbasierten
Kohorte vorgelegt, die auch kunftig einen Beitrag zur weiteren Klarung der

Volkskrankheit VHF leisten werden.

De Gennaro und weitere Autoren (2009) beschreiben, dass ADMA akut die kardiale
Auswurfleistung beeinflusst und aktiv zur Verschlechterung sowohl des linkskardialen
Remodelings als auch der postischamischen ventrikularen Kontraktilitat bei Patienten

beitragt.

Die hier beschriebenen Observationen stimmen nicht exakt mit den Ergebnissen der
Allgemeinbevolkerung bei der GHS uberein, da die Arginin-Derivate in den

vorliegenden Ergebnissen keinen wesentlichen Zusammenhang zur EF zeigen.

Weiterhin untersuchten Zoccali et al. (2007) die Beziehung zwischen
kardiovaskularen Risikofaktoren und ADMA-Konzentrationen im Plasma in einer
Kohorte mit Hamodialyse (n=225) und fanden heraus, dass die Akkumulation von
ADMA bei Patienten mit chronischem Nierenversagen einen wichtigen Risikofaktor

fur die Entstehung von kardiovaskularen Krankheiten darstellt.

Zuruckliegende Studien konnten derweil zeigen, dass NO flir die kardiovaskulare

Homoostase eine elementare Rolle spielt (Barouch et al. 2002, Vallance et al. 1992).

Schnabel et al. (2010) konnten unterdessen erfolgreich den Nachweis dafur
erbringen, dass weitere Biomarker, die mit oxidativem Stress in Zusammenhang
gebracht werden — etwa die Glutathion-Peroxidase-1 oder auch die Myeloperoxidase
— nicht mit pravalentem VHF korrelieren, auch nicht nach Abgleich kardiovaskularer

Risikofaktoren.

Gleichwohl wurde hier das Hormon B-natriuretisches Peptid (BNP) — und weniger
das Hormon atriales natriuretisches Peptid — als der starkste Pradiktor hinsichtlich
der Inzidenz von VHF beschrieben, der am ehesten mit der linksatrialen Gréf3e und
der ventrikularen EF korrelierte. Bezuglich BNP scheint der limitierende Faktor
jedoch zu sein, dass es keine Unterscheidung zwischen konkomitanten

kardiovaskularen Zustanden und Komorbiditaten zulasst (Kirchhof et al. 2015).
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Dies legt jedoch die Vermutung nahe, dass kunftig spezifischere Zusammenhange
zwischen Arginin-Derivaten und VHF fur die beobachteten Assoziationen in Betracht

gezogen werden missen.

Vorgenannte Ergebnisse koénnten indes dazu beitragen, den Zusammenhang
zwischen ADMA und VHF und weiteren assoziierten Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems (arterielle Hypertonie, Herzinsuffizienz) genauer zu determinieren.

Diese Resultate werden durch die vorliegende Arbeit gestitzt, indem signifikante
Korrelationen von pravalentem VHF und ADMA sowie NMMA - selbst nach
Adjustierung hinsichtlich kardiovaskularer Risikofaktoren — determiniert werden

konnten.

Wahrend SDMA und der L-Arginin/ADMA-Index mit der GrofRe des linken Vorhofs
korrelierten, konnte bei keinem der weiteren Arginin-Derivate ein objektivierbarer
Zusammenhang zu der atrialen Erregungsleitfahigkeit, welche im EKG durch die
Dauer der P-Welle bzw. die Dauer des PQ-Intervalls reprasentiert wird, observiert

werden.

Bezugnehmend auf die existierende Literatur zu dieser Thematik konnte gezeigt
werden, dass frihes atriales Pacing die ADMA-Konzentration erhoht und die
Dysfunktion der endothelialen NO-Synthase verstarkt. Richir und Kollegen (2009)
beschreiben, dass Infusionen mit ADMA schadigende Veranderungen hinsichtlich

Herzfrequenz und Blutdruck in der Hamodynamik induzieren.

Das Ziel dieser Studie war es, die Effekte von geringem L-Arginin in Verbindung mit
hohem ADMA auf Hamodynamik und Organperfusion zu evaluieren. Bekannt ist
auch die sich hieraus ergebende pathophysiologische Konsequenz, dass es bei
gesteigerten Konzentrationen von ADMA zu einer Storung der vaskularen Integritat
und Funktion mit einer konsekutiven Zunahme der Steifheit der arteriellen
Gefalkwandung kommt (Weber et al. 2007).

Richir et al. (2009) beschreiben weiter, dass sowohl der MAP als auch der
systemische Widerstand nach Infusion mit ADMA steigen, die Organperfusion in
Nieren, Milz und Leber sinken und niedrige L-Arginin-Level in Kombination mit hohen
ADMA-Level die Hamodynamik deutlich aggravieren. Diese Daten legen nahe, dass
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eine verringerte NO-Produktion in das Auftreten von Organversagen involviert sein
konnte.

Bei der Blutdruck- und EKG-Analyse von mannlichen Hunden konnte belegt werden,
dass die Hemmung des L-Arginin Methylesters der NOS zu einer Verlangerung der
elektrokardiographischen Intervalle fuhrt (Ward et al. 2012). Daten aus
Untersuchungen am Menschen sind dagegen bislang nicht final Uberzeugend (La
Fountaine et al. 2013).

Auch im Rahmen der vorliegenden Daten kann bestatigt werden, dass SDMA sowohl
mit der Vorhoferregung (P-Welle) als auch mit der atrioventrikularen Uberleitungszeit
in positive Korrelation zu bringen ist. Schnabel et al. (2010) und Cheng et al. (2009)
beschreiben ferner, dass ein verlangertes PR-Intervall mit einem erhdhten Risiko fur
VHF assoziiert ist. Kolek et al. (2014) sowie Pfeufer et al. (2010) bewerten das PR-
Intervall als ein klares genetisches Merkmal.

Dass der QRS-Komplex als elektrokardiographische Reprasentanz der
Kammerkontraktion bei Betrachtung der Phanotypen weniger pathologische
Relevanz hat und darum geringere Beachtung erfahrt, basiert auf der Erkenntnis,
dass VHF eine Erkrankung ist, die Uber eine atriale Arrhythmie erheblichen Einfluss
auf die geordnete Vorhofkontraktion hat.

In einer bereits geraume Zeit zurlckliegenden Betrachtung aus dem Jahre 2009
waren  Plasmakonzentrationen von ADMA und L-Arginin  nicht mit
echokardiographischen M-Mode-Messungen in Zusammenhang zu bringen (Lieb et
al. 2009). Lieb und Kollegen (2009) haben in ihrer Studie mit multivariablen Modellen
(n=1919) ADMA und L-Arginin in Zusammenhang zur echokardiographisch
gemessenen linksventrikularen Masse und GrolRe gesetzt. Sie fanden hierbei heraus,
dass weder ADMA noch L-Arginin oder deren Index mit der linksventrikularen Masse
sowie Grolde assoziiert waren. ADMA war lediglich zur linksatrialen GroRe bei
Ubergewichtigen assoziiert. Insgesamt waren weder Plasma-ADMA noch die L-

Arginin-Konzentration zur kardialen Struktur oder Funktion verlinkt.

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Ergebnisse in Bezug auf echokardiographische
Determinanten lassen durchaus Ruckschlusse der Arginin-Derivate ADMA, SDMA
und NMMA auf die linksventrikulare Masse zu, wohingegen weder L-Arginin noch der
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L-Arginin/ADMA-Index einen signifikanten Zusammenhang zu echokardio-
graphischen Variablen zulassen. Fazitativ bleibt festzuhalten, dass die Arginin-
Derivate unterschiedliche Korrelationen in voneinander abweichender Intensitat
zeigen. Diese Einschatzung deckt sich mit der Beobachtung von Vallance und Leiper
(2004), die bei 12 mannlichen Probanden mit Nierenversagen Plasma-ADMA-Level
bestimmt haben und diese als unabhangiges Korrelat der linksventrikularen EF
deuten. Sie vergleichen in einer randomisierten Doppelblindstudie die Effekte von
intravends appliziertem niedrigdosiertem ADMA mit der Placebo-Gruppe in Bezug
auf Herzfrequenz, Blutdruck, Herzminutenvolumen sowie den systemischen
Gefallwiderstand in Ruhe und unter Aktivitat. Neben der Bestatigung der Annahme,
dass ADMA sowohl den MAP als auch den systemischen GefaRwiderstand steigert,
observierten sie weiterhin, dass ADMA eine inverse Beziehung zur linksventrikularen
EF hat und interessanterweise die schnellste Anderung in der Herzfrequenz

verursachte — und dies noch lange, bevor sich der Blutdruck anderte.

Ward et al. (2012) beschreiben hingegen, dass nach Gabe von NMMA vor allem ein
statistisch signifikanter Anstieg von Blutdruck und Pulsamplitude beobachtet werden

konnte.

Echokardiographische Assoziationen mit der linksventrikularen Masse und
linksatrialen Dimension, die in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurden, waren
unterdessen nicht so stark ausgepragt, punktuell jedoch statistisch signifikant.
Derartige Korrelate konnten von erhodhten Arginin-Derivaten Uber die kardiale
Struktur und das elektrische Remodeling auf den pathophysiologischen Ursprung
von VHF hindeuten.

ADMA-Konzentrationen konnen kunstlich erhoht werden. So hat die ADMA-
Konzentration bei Patienten (n = 60) mit persistierendem VHF nach Kardioversion

zugenommen und die eNOS wurde herunter reguliert (Goette et al. 2012).

Gleichzeitig hat die Reduktion von oxidativem Stress positive Effekte auf die kardiale
Struktur und Funktion. Ein therapeutisches Ziel kdonnte kunftig die (biochemische)
Modifikation von Arginin-Derivaten in Form von Medikamenten oder Arginin-Analoga

sein, um die Risikowahrscheinlichkeit fur die Erst- oder Re-Manifestation von VHF zu
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minimieren. Gegenwartig jedoch fehlt es an der notigen evidenzbasierten Kausalitat,
uber eine Reduktion von ADMA eine Auftrittsreduktion von VHF zu erreichen.

Nachfolgend soll eine Annaherung an die klinisch divergierenden Einflisse von
ADMA und SDMA erfolgen, die der Vermutung zugrunde liegt, dass es fur beide
Molekule vor dem Hintergrund ihrer Potenz als Biomarker in VHF verschiedene

Schwerpunkte zu geben scheint.

Beide sind Analoga der Aminosaure Arginin, biochemisch also strukturverwandt
(siehe Abb. 7-9); beide beeinflussen in nicht unerheblichem MalRe den NO-

Stoffwechsel.

Jedoch scheinen beide Derivate durch eben jenen marginalen Unterschied ihres
biochemischen Aufbaus auch verschiedene pathophysiologische Konsequenzen zu
haben. Erhohte Level an SDMA etwa haben — noch eher als das bei anderen Arginin-
Derivaten zu beobachten ist — einen unmittelbaren Einfluss auf die elektrische

Leitfahigkeit am Herzen bzw. auf das Reizbildungs- und Leitungssystem.

Gleichwohl ist bekannt, dass ADMA uber eine direkte Inhibition des NO-Synthase-

Komplexes eine Stérung der endothelialen Integritat zu verursachen vermag.

SDMA wirkt etwas abweichend, in dem es bei seinem Shift nach intrazellular mit
L-Arginin und hCAT (humaner kationischer Aminosaure-Transporter) — einem
Transportmolekul — in Wechselbeziehung tritt und erst hieruber die Formation von
NO stort (Closs et al. 1997).

Betrachtet man additiv nun noch das NMMA, so stellt man fest, dass dieses am
ehesten einen Zusammenhang zur E/E" gestattet und damit ein Abbild der

diastolischen Funktion darstellt.

Die Pravalenz von diagnostiziertem VHF ist in den vergangenen Jahren gestiegen
(Wilke et al. 2013, Lip et al. 2012) und wird laut Schatzungen innerhalb der EU in den
nachsten 10 Jahren weiter zunehmen (Chugh et al. 2014).

Aus diesem Grund ist es von elementarer Bedeutung, eine effektive Pravention fur
VHF zu etablieren und die klinische Versorgung und deren Qualitat angesichts teils
stark divergierender Therapiestandards zu vereinheitlichen. Denn klar scheint in

diesem Zusammenhang zu sein, dass einheitliche Versorgungsstandards eine

74



bessere Therapie gewahrleisten.

Nur bei rund 60 % der Patienten mit VHF liegen modifizierbare Risikofaktoren vor
(Huxley 2011). Auch daher gilt VHF als heterogene Krankheit in Bezug auf Atiologie,

Pathophysiologie, klinische Prasentation und Outcome (de Vos et al. 2010).

Aufgrund der Heterogenitat dieser Volkskrankheit hat die ESC 2015 einen (bis 2020
geltenden) insgesamt 18 Punkte umfassenden Forschungsschwerpunkt gebildet.
Darunter fallt die Evaluation neuer Parameter wie etwa Blut- und/oder EKG-
Parameter sowie die Identifizierung neuer VHF-Subtypen und Risikogruppen,
basierend auf Bildgebung und EKG. Dazu sollen die Datenbanken bestehender
Proben und Kohortenstudien intensiv genutzt werden (vorliegender Bericht schildert
die Ergebnisse der funften EHRA (Atrial Fibrillation Network/European Heart Rhythm

Association consensus conference in Nizza am 22./23.1.2015).

Das mittel- bis langfristige Ziel muss also sein, Krankheitsmechanismen zu erkennen,
um das individuelle Erkrankungsrisiko eines Menschen fur VHF besser abschatzen

zu lernen.

Dies auch insbesondere vor dem Hintergrund, dass gegenwartig kein belastbarer
Beweis fur die Vermutung existiert, dass eine Reduktion von ADMA oder eine
Modulation anderer Arginin-Derivate die Auftretenswahrscheinlichkeit von VHF
minimieren kann und die Vorhersagbarkeit zur Entstehung zu optimieren imstande

ist.
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5 Zusammenfassung

Der exakte pathophysiologische Mechanismus von VHF ist bislang trotz steigender
Pravalenz und hoher gesundheitsokonomischer Relevanz in der
Allgemeinbevolkerung weitestgehend unklar. Ebenso wenig geklart ist die Rolle
zirkulierender Arginin-Derivate, denen bereits seit Jahren eine potenzielle Bedeutung
bei der Entstehung und Aufrechterhaltung dieser haufigsten Herzrhythmusstérung
zugedacht wird. Es wurde vermutet, dass oxidativer Stress ebenso wie zirkulierende
Arginin-Derivate mit VHF assoziiert sein konnten. Diese Metabolite konnen
laborchemisch bestimmt werden und ermdglichen daher einen epidemiologischen

Ansatz.

Anspruch der vorliegenden Arbeit war die weiterfuhrende Evaluation eines moglichen
Zusammenhangs zwischen L-Arginin und Arginin-Derivaten, insbesondere ADMA mit

VHF, um hieraus mogliche Therapieansatze abzuleiten.

In der populationsbasierten GHS konnten moderate Zusammenhange flur L-Arginin,
SDMA und den L-Arginin/ADMA-Index hinsichtlich der Kammerfrequenz und
zusatzlich fur L-Arginin und den L-Arginin/ADMA-Index zum frequenzkorrigierten QT-

Intervall beobachtet werden (Bonferroni-korrigierte Regressionsanalysen).

SDMA konnte in echokardiographischen Analysen in Verbindung zum linksatrialen
Durchmesser und elektrokardiographisch zur PQ-Zeit gebracht werden, wohingegen
ADMA sowie NMMA mit der linksventrikularen Masse korrelierten. ADMA und NMMA

waren mit pravalentem VHF assoziiert.

Die Auswertung der vorliegenden Daten erlaubt es, einen moderaten
Zusammenhang zwischen zirkulierenden Arginin-Metaboliten sowie intermediaren
elektro- und echokardiographischen Phanotypen einerseits und VHF andererseits
herzustellen. Die Assoziationen waren jedoch schwach und von fraglicher klinischer
Relevanz. Auch nach dieser Arbeit bleibt die Pathophysiologie von L-Arginin und
ADMA in Bezug auf VHF weitestgehend ungeklart. Weitere experimentelle Daten
und die ldentifizierung von Risikofaktoren werden daher kiunftig notwendig sein, um
die genaue Rolle der Arginin-Derivate im pathophysiologischen Kontext mit VHF zu
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erlautern. Die in der vorliegenden Studie gewonnenen Daten liefern einen

entscheidenden Stimulus hierfur.

Es ergibt sich ein vielversprechender epidemiologischer und wissenschaftlicher
Ansatz, dessen Verfolgung betrachtliche potenzielle Auswirkungen nicht nur flr das
Gesundheitswesen, sondern fur die Medizin allgemein und die mit VHF assoziierten
Erkrankungen haben durfte.

6 Abstract

The exact pathophysiological mechanism of Atrial Fibrillation (AF) has been largely
unclear in spite of increasing prevalence and high health-economic relevance in the
general population.

The role of circulating arginine derivatives, which have been thought to have a
potential role in the development and maintenance of this most common cardiac
arrhythmia, has also not been clarified. It was thought that oxidative stress as well as
circulating arginine derivatives could be associated with AF. These metabolites can
be determined by laboratory chemistry and therefore allow an epidemiological
approach.

The aim of the present work was the further evaluation of a possible relationship
between L-arginine and arginine derivatives, in particular ADMA with AF, in order to
derive possible therapeutic approaches from these. In the population-based GHS,
moderate correlations for L-arginine, SDMA and the L-arginine/ADMA-Index were
observed with respect to the heart rate, additionally for L-arginine and the L-
arginine/ADMA-Index to the frequency-corrected QT interval (Bonferroni corrected
regression analysis).

SDMA was correlated with the left atrial diameter and electrocardiographically to the
PQ time in echocardiographic analysis, while ADMA and NMMA correlated with the
left ventricular mass. ADMA and NMMA were associated with prevalent AF.

The analysis of the available data makes it possible to establish a moderate
relationship between circulating arginine metabolites as well as intermediate electro-
and echocardiographic phenotypes on the one hand and AF on the other hand.
However, the associations were weak and of questionable clinical relevance. Even

after this work, the pathophysiology of L-arginine and ADMA with respect to AF
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remains largely unexplained. Further experimental data and the identification of risk
factors therefore will be necessary in the future to explain the exact role of the
arginine derivatives in the pathophysiological context with AF. The data obtained in
the study provide a decisive stimulus for this.

There is a promising epidemiological and scientific approach, the persecution of
which is likely to have considerable potential effects not only in health care, but also

in general medicine and AF-related diseases.
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