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Einleitende Zusammenfassung

1. Herzkreislauf-Erkrankungen

Trotz grofSer Fortschritte in der kardiovaskuldren Medizin stellen Herzkreislauf-Erkrankungen
weiterhin die hdufigste Todesursache dar (Abbildung 1). Etwa 48% aller Sterbefalle bei Frauen
bzw. 37% bei Mannern sind darauf zurickzufihren (Statistisches Bundesamt 2023). Vor allem
die koronare Herzkrankheit, der Herzinfarkt und der Schlaganfall haben aufgrund des hohen
Vorkommens und den schweren individuellen Folgen eine grolRe Bedeutung fir das
Gesundheitswesen und der damit verbundenen hohen wirtschaftlichen Belastung. Arbeiten
des letzten Jahrzehnts belegen eindeutig die Bedeutung der Aminosaure Homoarginin fur
Herzkreislauf-Krankheiten.

Todesursachen nach Krankheitsarten 2021

in %

Krankheiten des Kreislaufsystems I 33,3
Bdsartigen Neubildungen (Krebs) _ 22,4

Covid-19 I 7.0

Psychische und Verhaltensstérungen _ 5,9

Krankheiten des Atmungssystems B 55

Krankheiten des Verdauungssystems _ 4,3

Verletzungen und Vergiftungen S 12

Sonstige 17,4
© Iu! Statistisches Bundesamt (Destatis), 2023

Abbildung 1: Todesursachen nach Krankheitsarten in Deutschland im Jahr 2021 (Statistisches Bundesamt, 2023).

2. Homoarginin

Homoarginin ist eine endogene, nicht-proteinogene Aminosdure, die sich durch eine
zusatzliche Methylen-Gruppe von der Aminosaure L-Arginin unterscheidet (Atzler et al., 2015).
In den 1960er Jahren wurde Homoarginin erstmals in verschiedenen Arten der Graserbse
(Lathyrus sativus L.) nachgewiesen (Rao et al., 1963). Etwa zur gleichen Zeit konnten Ryan und
Kollegen zeigen, dass eine Amidinotransferase im Nierengewebe die Homoarginin-Synthese
aus Lysin katalysiert (Ryan and Wells, 1964). Ausgehend von diesen friihen Untersuchungen
dauerte es mehrere Jahrzehnte, bis wir und andere Arbeitsgruppen das fir diese katalytische
Aktivitat verantwortliche Enzym, die L-Arginin:Glycin-Amidinotransferase (AGAT), identifiziert
haben (Davids et al., 2012, Choe et al., 2013).



In funktionellen Studien der 1970er, 80er und 90er Jahre wurde Homoarginin als Inhibitor der
alkalischen Phosphatase in der menschlichen Leber und in den Knochen beschrieben (Lin and
Fishman, 1972). Aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit mit L-Arginin wurde dariiber hinaus
vermutet, dass Homoarginin den Arginin-Stoffwechsel beeinflusst. Es konnte tatsachlich
gezeigt werden, dass Homoarginin als alternatives Substrat fur die Stickstoffmonoxid (NO)-
Synthase (NOS) fungiert und ebenfalls zur NO-Bildung flhrt. Jedoch ist die Bindungsaffinitat fur
Homoarginin im Vergleich zu L-Arginin um das 10- bis 20-fache verringert (Hrabak et al., 1994,
Moali et al.,, 1998). Ebenfalls wurde beschrieben, dass Homoarginin auch das L-Arginin
abbauende Enzym Arginase hemmen kann, was auf eine Erhéhung der Arginin-
Konzentrationen und in der Folge auf eine vermehrte NO-Bildung hindeuten kénnte (Hrabak et
al., 1994). Weiter motiviert durch die strukturelle Ahnlichkeit zu Arginin wurde ein méglicher
Effekt von Homoarginin auf die Thrombozytenaggregation untersucht. Die Ergebnisse zeigen,
dass Homoarginin, ahnlich wie Arginin, die Aggregation menschlicher Blutplattchen hemmen
kann, wobei in diesen Studien beide Aminosauren in supra-physiologischen Konzentrationen
verabreicht wurden (Radomski et al., 1990).

Zusammenfassend deuten diese frihen Studien auf eine Interferenz von Homoarginin mit
verschiedenen Stoffwechselwegen hin, die mit kardiovaskuldren Erkrankungen in
Zusammenhang stehen. Bislang fehlten jedoch jegliche (Tier-) experimentelle Studien, um die
(patho-) physiologische Bedeutung von Homoarginin einschatzen und erklaren zu konnen.

2.1. Klinische Bedeutung von Homoarginin

Seit etwa 15 Jahren ist die Aminosdure Homoarginin wieder im Fokus der (kardiovaskuldren)
Forschung und die Zahl der Veroffentlichungen, in denen Zusammenhdnge zwischen
Homoarginin und kardiovaskularen Erkrankungen untersucht wurden, ist erheblich gestiegen.
Im Jahr 2010 veroffentlichten Marz et al. Daten aus den Studien LUdwigshafen Risk and
Cardiovascular Health (LURIC) und 4D (Die Deutsche Diabetes Dialyse), die einen starken
Zusammenhang zwischen niedrigen Homoarginin-Serumkonzentrationen und einer erhéhten
kardiovaskularen und Gesamt-Mortalitdt zeigten. Querschnittsanalysen der Studien brachten
Homoarginin mit Markern der Endothelfunktion, wie ICAM und VCAM in Verbindung, was
darauf hindeutete, dass Homoarginin die Endothelfunktion verbessern kénnte (Marz et al.,
2010). Parallel und darauf aufbauend folgten viele weitere epidemiologische und klinische
Kohorten, in denen wir (und andere Arbeitsgruppen) Homoarginin und einen maoglichen
Zusammenhang zu kardiovaskuldren Erkrankungen und Sterblichkeit eingehend untersucht
haben.



2.1.1. Homoarginin Normwerte

Um Homoarginin als moglichen Biomarker fir das Auftreten von kardiovaskularen
Erkrankungen zu etablieren und dadurch die Risikostratifizierung zwischen gesunden und
potentiell gefahrdeten Menschen verbessern zu kénnen, haben wir zunachst Normwerte fr
Homoarginin definiert. Grundlage fir diese Untersuchungen waren die beiden prospektiven
Bevolkerungsstudien Gutenberg Health Study (GHS) und Study of Health in Pomerania (SHIP).

Die SHIP-Studie schlielt insgesamt 2.116 Manner und 2.192 Frauen aus Vorpommern ein. Von
4.066 Personen konnten wir die Homoarginin-Konzentration im Serum mittels einer validierten
LC-MS/MS-Messmethode bestimmen (Atzler et al., 2011). Fir die Bestimmung der Normwerte
wurden 2.707 Personen wegen Diabetes Mellitus, Herzkreislauf-Erkrankungen, Hypertonie,
erhohte Blutfette, hohes Serum-Kreatinin, einer verminderten eGFR (<60 ml/min/1,73 m?)
oder einem Body Mass Index von > 30 kg/m? ausgeschlossen, so dass das Referenz-Kollektivam
Ende 1.359 gesunde Personen (849 Frauen und 510 Manner) mit einem mittleren Alter von 36
[28; 47] Jahren umfasste. Die mittlere Homoarginin-Serumkonzentration (Median) dieser
Referenzgruppe betrug 2,63 [2,08; 3,32] umol/L, mit signifikant niedrigeren Konzentrationen in
Frauen (2,56 [1,99; 3,32] umol/L) als in Mannern 2,72 [2,20; 3,33] umol/L). Die Homoarginin-
Konzentrationen zeigten eine signifikante Abhangigkeit vom Alter, wobei die Konzentrationen
mit steigendem Alter abnehmen (Atzler et al., 2014b).

Die GHS-Ergebnisse basieren auf den ersten 5.000 Personen einer zufallig ausgewahlten
bevolkerungsbasierten Stichprobe europaischer Abstammung, die zwischen April 2007 und
Oktober 2008 in die Studie aufgenommen wurden. Von diesen ersten Studienteilnehmern
konnten wir in 3.761 die EDTA-Plasma Homoarginin-Konzentrationen mittels unserer LC-
MS/MS-Messmethode bestimmen. Von diesen 3.761 Personen wurden 2.975 aufgrund von
Rauchen, Diabetes Mellitus, Herzkreislauf-Erkrankung, koronare Herzkrankheit, Herz-
insuffizienz, Hypertonie, Dyslipidamie, Vorhofflimmern, hohe Kreatin-Serumkonzentration,
einer verminderten eGFR (<60 ml/min/1,73 m?) oder einem Body Mass Index von > 30 kg/m?
ausgeschlossen. Damit umfasste die endgdltige Teilstichprobe 786 gesunde Personen, 471
Frauen und 315 Manner mit einem mittleren Alter von 50,4 = 10,5 Jahren. Die mittlere
Homoarginin-Plasmakonzentration (Median) dieser Referenzgruppe betrug 1,88 [1,47; 2,41]
umol/L, ebenfalls mit signifikant niedrigeren Konzentrationen in Frauen (1,77 [1,38; 2,26]
umol/L) als in Mannern 2,01 [1,61; 2,56] pumol/L). Auch in diesem Kollektiv nimmt die mittlere
Homoarginin-Konzentration bei Frauen und Mannern mit zunehmendem Alter ab (Atzler et al.,
2016a).



2.1.2. Homoarginin und Herzkreislauf-Erkrankungen

Die Ergebnisse der LURIC und 4D Studie zeigten einen ersten Zusammenhang zwischen
Homoarginin und kardiovaskuldren Erkrankungen. An dieser Stelle ist es wichtig zu erwahnen,
dass - im Gegensatz zu anderen kardiovaskularen Biomarkern, wie z.B. NT-proBNP - ein
positiver Zusammenhang zwischen Homoarginin und kardiovaskularen Ereignissen besteht: je
hoher die Homoarginin-Konzentration, desto besser die Prognose.

Im Rahmen der Dallas Heart Study (DHS) konnten wir die Bedeutung von Homoarginin in der
Pathogenese von Herzkreislauf-Erkrankungen naher untersuchen. Die DHS ist eine multi-
ethnische bevolkerungsbasierte Stichprobe von Erwachsenen im Alter von 30-65 Jahren aus
dem Dallas County, USA. Etwa 50% der Studienteilnehmer sind Afro-Amerikaner, ein
absichtliches Oversampling das diese Studie einzigartig macht. Wir haben in 3.514
Studienteilnehmern (56% Frauen; 52% Afro-Amerikaner, 29% Kaukasier und 17% Hispanisch)
die Homoarginin-Plasmakonzentrationen mittels LC-MS/MS bestimmt. Auch hier hatten
Manner signifikant hdhere Homoarginin-Konzentrationen als Frauen. Weiter konnten wir einen
Zusammenhang zwischen Homoarginin und Herkunft feststellen: Hispanische hatten hohere
Konzentrationen als Afro-Amerikaner gefolgt von Kaukasiern. Ob diese Beobachtung auf
genetische oder umweltbedingte Faktoren, wie z.B. Erndhrung zurickzufihren ist, blieb
ungeklart. Alter-, Geschlecht- und auf den ethnischen Hintergrund-adjustierte lineare
Regressionsanalysen zeigten erstmalig einen inversen Zusammenhang zwischen Homoarginin
Plasmakonzentrationen und subklinischen Markern der Atherosklerose, wie Aortenwanddicke
und Plaque-Burden (Atzler et al., 2014a).

Wahrend einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 9,4 (9,0-9,8) Jahren erlitten 184
Studienteilnehmer ein schwerwiegendes unerwinschtes kardiovaskulares Ereignis (MACE).
Anhand von Spline-Kurven wurde der Effekt von Homoarginin auf das Auftreten dieser
Ereignisse untersucht. Kontinuierliche Analysen zeigten ein signifikant erhdhtes Risiko bei
Personen mit niedrigen Homoarginin-Konzentrationen. Adjustierte Cox-Regressionsanalysen
bestatigten weiter, dass mit einem Anstieg der Homoarginin-Konzentration um 1,49 umol/L das
Risiko ein schwerwiegendes unerwiinschtes kardiovaskulares Ereignis zu erleiden um 16%
reduziert wurde. Auch in diesem Kollektiv waren niedrige Homoarginin-Plasmakonzentrationen
ein unabhangiger Pradiktor fiir die Gesamtsterblichkeit: Uberlebensanalysen und adjustierte
Cox-Regressionsanalysen ergaben, dass hohere Homoarginin-Konzentrationen mit einer
verminderten Gesamtsterblichkeit (18%) einhergingen (Atzler et al., 2014a).



2.1.3. Homoarginin und akutes Koronarsyndrom und Vorhofflimmern

Bei Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit sind endotheliale Dysfunktion und
GefalBverengung die klinischen Merkmale eines allgemeinen atherosklerotischen Phanotyps
mit anschlieBender koronarer Manifestation. Das Auftreten eines akuten Koronarsyndroms
(ACS) hangt mit dem Grad der Stenose, der Plaque-Instabilitdit und der anschlieRenden
Entzindung, Koronarthrombose und/oder Vasospasmus zusammen.

Die Erkrankung Vorhofflimmern ist ebenfalls und unabhangig mit einem erhéhten Herzinfarkt-
Risiko assoziiert. Vorhofflimmern- und ACS- Symptome wie Dyspnoe und Brustschmerzen
kénnen jedoch dhnlich sein und somit eine myokardiale Ischamie verschleiern. Im Rahmen
einer multi-zentrisch-angelegten Studie haben wir in Patienten mit akutem Brustschmerz einen
moglichen Zusammenhang zwischen Homoarginin und Vorhofflimmern sowie dem Auftreten
kardiovaskuldrer Ereignisse untersucht. Von insgesamt 1.649 Patienten (66 % Manner; 6213
Jahre) mit verflgbaren Homoarginin-Konzentrationen hatten 589 Patienten ein
diagnostiziertes akutes Koronarsyndrom. Multivariable Cox-Regressionsanalysen ergaben, dass
héhere Homoarginin-Plasmakonzentrationen mit einer 26%igen Risikoreduktion fir das
Auftreten von schwerwiegenden kardiovaskuldren Ereignissen einhergehen. In der Subgruppe
der Patienten mit akutem Koronarsyndrom konnte sogar eine Risikoreduktion von 35%
ermittelt werden.

In weiteren Analysen haben wir einen moglichen Zusammenhang zwischen Homoarginin und
Vorhofflimmern untersucht. Die Ergebnisse zeigten einen starken, inversen Zusammenhang
zwischen Homoarginin-Plasmakonzentrationen und QT-Zeit — auch nach Adjustierung fir
bekannte Faktoren - sowie eine signifikante Assoziation mit der Prdvalenz von Vorhofflimmern
(Atzler et al., 2016b).

2.1.4. Homoarginin und Herzinsuffizienz

Chronische Herzinsuffizienz ist ein komplexes klinisches Syndrom mit verschiedenen
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen. NO ist ein wichtiger Modulator der
Herzfunktion, und eine Dysregulation des NO-Signalwegs wird mit der Entstehung von
chronischer Herzinsuffizienz in Verbindung gebracht (Massion et al., 2003). Wie oben bereits
erldutert, wurde Homoarginin aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu L-Arginin immer
wieder als alternatives Substrat fur die Bildung von NO diskutiert (Moali et al., 1998). Um daher
eine mogliche Rolle von Homoarginin in der Pathogenese der Herzinsuffizienz zu untersuchen,
haben wir in einer Studie mit 282 Herzinsuffizienz-Patienten (178 Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie (DCM) und 104 Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM)) die
Homoarginin-Konzentrationen im Plasma gemessen. Die mittlere Homoarginin-Konzentration
betrug 1,78 (IQR 1,11) umol/L, ohne signifikanten Unterschied zwischen DCM- und ICM-
Patienten. Spearman-Korrelationen zeigten einen starken inversen Zusammenhang zwischen
Homoarginin und biochemischen (NT-proBNP) und klinischen (NYHA-Stadien) Merkmalen der
Herzinsuffizienz. Darlber hinaus konnten wir niedriges Plasma-Homoarginin als einen

unabhéangigen Pradiktor flr die Gesamtmortalitat in Herzinsuffizienz-Patienten identifizieren
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(Risikoreduktion von 28% (Model mit NYHA-Stadien), bzw. 31% (Modell mit NT-proBNP)).
Weiterfihrende Analysen zeigten sogar einen zusatzlichen prognostischen Wert der
Homoarginin-Bestimmung fir die Risikostratifizierung bei Herzinsuffizienz-Patienten (Atzler et
al., 2013).

In der bevolkerungsbasierten SHIP-TREND-Kohorte (eine weitere Stichprobe mit 4.420
Teilnehmern der Region Vorpommern) haben wir untersucht, ob Homoarginin mit einer
gesUnderen Struktur und Funktion des Herzens in Zusammenhang steht. Lineare
Regressionsanalysen an 3.113 Studienteilnehmern mit verfligbaren Homoarginin-Werten
ergaben, dass Homoarginin mit echokardiographischen und biochemischen Parametern der
Herzfunktion assoziiert ist. Spezifisch konnten wir zeigen, dass niedrige Homoarginin-
Konzentrationen mit einer Dilatation des linken Ventrikels und einer verminderten
Auswurffraktion in Zusammenhang stehen, unabhangig von Alter, Geschlecht, Body Mass Index
und Nierenfunktion. Auch in diesem bevdlkerungsbasierten Kollektiv bestatigte sich der inverse
Zusammenhang zwischen Homoarginin und NT-proBNP (Bahls et al., 2018).

2.1.5. Homoarginin und Pulmonale Hypertonie

Bei der pulmonalen arteriellen Hypertonie (PAH) handelt es sich um eine seltene Erkrankung,
die durch einen progressiven Anstieg des pulmonalen GefaRwiderstands und arteriellen Drucks
gekennzeichnet ist und zu Rechtsherzinsuffizienz und vorzeitigem Tod flhren kann. Eine
frihzeitige Diagnose und anschliefende Therapie sind entscheidend fir die Prognose und die
Lebensqualitdat. Neben den Prostaglandin und Endotelin-1 (ET-1)-Signalwegen, stellt der NO-
Signalweg auch hierbei ein wertvolles therapeutisches Ziel dar, wobei die genauen
Mechanismen noch nicht vollstdndig verstanden sind (Lourenco et al.,, 2012). Durch eine
mogliche Interferenz mit dem NO-Stoffwechsel haben wir Homoarginin in einer Kohorte neu
diagnostizierter, noch nicht behandelter PAH-Patienten untersucht. Die mittlere Homoarginin-
Plasmakonzentration von 108 PAH-Patienten (52% Manner; 53 + 17 Jahre) betrug 1,54 (+ 0,66)
umol/L. 27 Patienten sind wahrend einer Nachbeobachtungszeit von drei Jahren verstorben.
Die Homoarginin-Konzentrationen der Verstorbenen waren signifikant niedriger als die der
Uberlebenden (1,26 + 0,48 vs. 1,64 + 0,69 umol/L). Weiterfiihrende Analysen zeigten
signifikante Korrelationen zwischen Homoarginin und anderen, bereits etablierten Markern der
PAH. Positive Korrelation zeigten sich mich der Six-minute walk distance (6MWD) sowie der
Herzleistung. Invers korrelierte Homoarginin mit dem Druck im rechten Vorhof, ET-1 und NT-
proBNP. Uberlebenskurven und weiterfilhrende Cox-Regressionsanalysen identifizierten
Homoarginin-Plasmakonzentrationen als einen unabhangigen Pradiktor fir Mortalitat in PAH-
Patienten (HR 0,51 [028-0,94])(Atzler et al., 2016c).



2.1.6. Homoarginin und Schlaganfall

In einer kleinen Untergruppe der oben bereits erwdhnten LURIC-Kohorte konnten niedrige
Homoarginin-Konzentrationen als Risikofaktor fur todliche Schlaganfélle identifiziert werden
(Pilz et al., 2011). Aufbauend auf diesen ersten Erkenntnissen haben wir im Rahmen der Leeds
Stroke Study den Zusammenhang von Homoarginin und Sterblichkeit in Schlaganfall-Patienten
untersucht. Die mittlere Homoarginin-Plasmakonzentration der 389 Patienten betrug 1,07
[0,74] umol/L; eine - im Vergleich zu gesunden Probanden - sehr niedrige Konzentration. In
einem Nachbeobachtungszeitraum von 7,4 [5,3-8,5] Jahren sind 229 der Patienten verstorben.
Diese Patienten hatten zum Zeitpunkt der Rekrutierung signifikant niedrigere Homoarginin-
Konzentrationen als die (iberlebenden Patienten. In (adjustierten) Uberlebensanalysen zeigten
héhere Homoarginin-Konzentrationen eine signifikant hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit.
Eine verbesserte Vorhersagbarkeit im Vergleich zu bereits etablierten Risikofaktoren zeigte
Homoarginin jedoch nicht. In Subgruppenanalysen konnten wir einen inversen Zusammenhang
zwischen Homoarginin und dem Schlaganfall-Schweregrad nach Oxford Community Stroke
Project-Klassifikation feststellen: Patienten mit kleinen (lakunaren) Infarkten hatten héhere
Homoarginin-Konzentrationen als Patienten mit partiellen oder totalen anterioren Infarkten.

In einer zweiten Schlaganfall-Studie (Harburg Stroke Study) haben wir darlber hinaus die
Bedeutung von Homoarginin in der akuten Infarkt-Phase untersucht. 25 der 137 Schlaganfall-
Patienten erlitten in den ersten 30 Tagen nach dem Schlaganfall Komplikationen (Tod, weiterer
Schlaganfall, Myokardinfarkt oder Hospitalisierung). Cox-Regressionsanalysen bestatigten auch
in diesem Kollektiv einen Zusammenhang zwischen niedrigen Homoarginin-Konzentrationen
und einem erhohten Risiko flr das Auftreten mindestens einer der aufgeflhrten
Komplikationen (Choe et al., 2013).

Zusammenfassend zeigten diese klinisch-epidemiologischen Daten, dass Homoarginin ein
ausgezeichneter Biomarker fir (kardiovaskuldre) Sterblichkeit sowie das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse darstellt. Im Unterschied zu vielen, bereits etablierten Biomarkern
zeigte Homoarginin jedoch einen umgekehrten, positiven Zusammenhang: je hdher die
Homoarginin-Konzentration, desto besser die Prognose. Im Rahmen dieser vielen
Beobachtungsstudien wurden zwar immer wieder neue und alte Hypothesen zur (patho-)
physiologischen Bedeutung von Homoarginin generiert und diskutiert, jedoch blieben die
zugrundeliegenden Mechanismen weiter vollig unklar.



2.2. Homoarginin Metabolismus

In den 1960er Jahren konnten Ryan und Kollegen zeigen, dass eine Amidinotransferase im
Nierengewebe die Homoarginin-Synthese aus Lysin katalysiert (Ryan and Wells, 1964). In den
letzten zehn Jahren haben wir und andere Arbeitsgruppen das fir diese katalytische Aktivitat
verantwortliche Enzym, die L-Arginin:Glycin-Amidinotransferase (AGAT) identifizieren.

In der bereits erwahnten Gutenberg Health Study (GHS) haben wir mittels genomweiten
Assoziationsstudien (GWA) einen starken Zusammenhang zwischen Homoarginin-
Plasmakonzentrationen und Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNP) des AGAT-Gens auf
Chromosom 15 gefunden. Nahere Analysen der 14 wichtigsten SNPs ergaben ein starkes
Linkage Disequilibrium im AGAT-Gen. Drei dieser SNPs haben wir in einer weiteren
unabhangigen Kohorte (Leeds Stroke Study) validiert. In beiden Studien wurde ein schrittweiser
Anstieg der Homoarginin-Konzentration mit jedem Minor Allel der AGAT-SNPs in Verbindung
gebracht (Choe et al., 2013).

In vitro-Experimente mit AGAT-exprimierenden HEK293-Zellen konnten weiter die Trans-
amidierung von ['3Cg]-markiertem Lysin und [*N,]-markiertem L-Arginin zu [*Cs™N;]-
Homoarginin zeigen (Choe et al., 2013).

Bis zu diesem Zeitpunkt war AGAT ausschliefSlich als erstes Enzym der Kreatin-Synthese bekannt
(Brosnan et al., 2011). In der Niere katalysiert AGAT die Ubertragung der Guanidinogruppe von
L-Arginin auf Glycin, wodurch Guanidinoacetat und Ornithin entstehen. In der Leber wird die
Methylierung von Guanidinoacetat durch die Guanidinoacetat-N-Methyltransferase (GAMT)
katalysiert, was zur Bildung von Kreatin fuhrt (Abbildung 2 und (Atzler et al., 2015)). Kreatin
selbst dient als schnell verfligbarer Energiepuffer, insbesondere in Herz und Gehirn. AGAT-
Knockout-Mausen fehlt es sowohl an dem Zwischenprodukt Guanidinoacetat und an Kreatin.
Weiter weisen diese Mause einen mageren Phanotyp mit Muskeldystrophie auf, der jedoch
durch die Supplementierung von Kreatin vollstandig reversibel ist (Nabuurs et al., 2013). Dieses
AGAT-Knockout Mausmodell ermdglichte es uns nun, unsere Erkenntnisse aus den GWA-
Studien und AGAT-exprimierenden Zellen in vivo zu Uberprifen: neben dem Mangel an
Guanidinoacetat und Kreatin war auch die Homoarginin-Plasmakonzentration in den AGAT-
defizienten Mausen unterhalb der Nachweisgrenze, wahrend die Konzentrationen in Wildtyp-
Geschwistertieren gut messbar, bei 0,17 (+0,03) umol/L lag (Choe et al., 2013).

Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass AGAT das verantwortliche Enzym der
Homoarginin-Synthese ist.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Kreatin- und Homoarginin-Stoffwechsels. Die Kreatin-Synthese ist ein zweistufiger
enzymatischer Prozess, bestehend aus AGAT und GAMT. AGAT Ubertragt die Amidinogruppe von L-Arginin auf Glycin, wodurch
Guanidinoacetat entsteht. GAMT methyliert Guanidinoacetat, wodurch Kreatin gebildet wird. Bei der Synthese von
Homoarginin katalysiert AGAT die Ubertragung der Amidinogruppe von L-Arginin auf Lysin. AGAT: L-Arginin:Glycin-
Amidinotransferase; GAMT: Guanidinoacetat-N-Methyltransferase (Abbildung adaptiert nach (Atzler et al., 2015)).
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2.3. Homoarginin als Mediator fur Herzkreislauf-Erkrankungen

Die Tatsache, dass niedriges Homoarginin eindeutig mit einer schlechteren kardiovaskularen
Prognose assoziiert ist, weckte bei uns die Frage, ob Homoarginin ausschliel3lich Marker oder
auch ein Mediator kardiovaskularer Gesundheit ist. An dieser Stelle war es unerldsslich, die
klinisch/epidemiologisch-generierten Hypothesen mit Hilfe von Tier-experimentellen Studien
zu Uberprifen und zu validieren.

2.3.1. Homoarginin (- Defizienz) und Schlaganfall

Ein direkter, kausaler Zusammenhang zum Schlaganfall zeigte sich erstmals in den oben bereits
genannten Homoarginin-defizienten AGAT-KO Madusen: nach temporarem Verschluss der
mittleren Zerebralarterie wiesen AGAT-KO Méause deutlich groRere Infarkte und neurologische
Beeintrachtigungen auf als ihre Wildtyp-Kontrolltiere. Die Substitution mit Kreatin flhrte
allerdings nur zu einer geringfligigen Verkleinerung der Infarktgrofle, bzw. minimalen
Verbesserung der neurologischen Defizite 24 Stunden nach Infarkt, so dass in weiterfihrenden
Versuchen erstmalig der direkte Effekt von Homoarginin untersucht wurde. Kreatin-
substituierten AGAT-KO Méause wurden dafiir Uber osmotische Minipumpen mit Homoarginin
supplementiert, was zu einem Anstieg der Homoarginin-Plasmakonzentrationen auf Wildtyp-
Niveau fihrte (0,07+0,02 vs. 0,23+0,05 umol/L). Im experimentellen Schlaganfall-Modell zeigte
sich eine signifikante Reduktion der InfarktgrolRe sowie eine deutliche Verbesserung der
neurologischen Beeintrachtigung nach dem Eingriff (Choe et al., 2013).

In weiterfihrenden Versuchen an C57BL6 Wildtyp Mausen flhrte die Homoarginin-
Supplementation — diesmal erstmalig Uber das Trinkwasser - ebenfalls zu einem signifikanten
Anstieg der zirkulierenden Homoarginin-Konzentrationen (0,150,011 vs. 0,2040,02 pmol/L). Im
experimentellen Schlaganfall-Modell zeigten auch die Homoarginin-behandelten Wildtyp-
Maduse deutlich kleinere Schlaganfalle und eine Verbesserung der neurologischen Defizite als
Kontroll-Mause mit normalem Trinkwasser. In Korrelationsanalysen konnte darlber hinaus
eine signifikante  Dosis-Abhdngigkeit  zwischen  Homoarginin-Konzentrationen  und
InfarktgroRen verzeichnet werden: je hoher die Konzentration, desto kleiner die Infarkte.
Obwohl diese Experimente erstmalig einen kausalen Zusammenhang aufwiesen, blieb der
zugrundeliegende Mechanismus jedoch weiter unklar. Effekte auf den NO-Stoffwechsel,
entweder via NOS oder Arginase konnten in dieser Studie nicht bestatigt werden (Choe et al.,
2013).

2.3.2. Homoarginin (- Defizienz) und Herzinsuffizienz

In weiterfihrenden Arbeiten konnte diese Beobachtung auf das Herz ausgeweitet werden:
AGAT-KO Mause sind durch einen ausgepragten hamodynamischen Phanotyp gekennzeichnet,
der sich durch eine verminderte Herzfrequenz, eingeschrankte Kontraktilitdt, beeintrachtigte
Relaxation sowie verminderte kontraktile Reserve auszeichnet. Da Kreatin ein schnell
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verflgbarer Energiepuffer im Herzen darstellt, lag die Vermutung nahe, dass diese kardiale
Beeintrachtigung auf den Kreatin-Mangel in AGAT-KO Mausen zurlckzufihren ist. Aufwendige
Substitutions- und Entzugs-Studien mit Kreatin zeigten jedoch, dass die Herzfunktion in AGAT-
KO Mausen trotz niedriger Kreatin-Werte im Myokard erhalten blieb. Ausschlieflich der
systolische Druck lie8 sich durch Kreatin-Substitution normalisieren. Da AGAT-KO Mause ja
ebenfalls eine Homoarginin-Defizienz aufweisen, wurden Kreatin-substituierte AGAT-KO
Mause zusatzlich mit Homoarginin Gber das Trinkwasser supplementiert, um einen moglichen
direkten Effekt von Homoarginin auf die Herzfunktion zu untersuchen. Uberraschenderweise
konnten alle inotropischen (dP/dtmax) und lusitropischen (dP/dtmin) Parameter, sowie die
kardiale Reserve durch die Homoarginin-Supplementation Uber das Trinkwasser vollstandig
normalisiert werden. Diese Ergebnisse zeigten erstmals, dass niedrige Homoarginin-
Konzentrationen per se zu einer Beeintrachtigung der Herzfunktion beitragen kénnen und
bestatigen somit die klinisch-epidemiologisch generierte Hypothese, dass ein Mangel an
Homoarginin eine mogliche Rolle in der Pathophysiologie von Herzerkrankungen spielt.

Zur Aufklarung des zugrundeliegenden Mechanismus von Homoarginin wurden weiter
Experimente an isolierten Herzmuskelzellen von Kreatin-substituierten AGAT-KO Mausen
durchgefiihrt. Homoarginin-defiziente Herzmuskelzellen zeigten neben einer moderaten
Verminderung der fraktionellen Verkirzung (fractional shortening), signifikante Unterschiede
in der Verkilrzungs- und Verlangerungsgeschwindigkeit. Jedoch hatten diese Effekte keinen
Einfluss auf die Calcium-Transienten. Diese Ergebnisse deuten erstmals darauf hin, dass das
Fehlen von Homoarginin per se zu einer Beeintrichtigung der Herzmuskelzelle fuhrt.
Zugrundeliegende molekulare Mechanismen konnten im Rahmen dieser Studie nicht
identifiziert werden (Faller et al., 2018).

In Wildtyp-Mausen haben wir weiter die Rolle von Homoarginin in der Pathogenese der
Herzinsuffizienz untersucht. Die vierwochige Supplementation von Homoarginin Uber das
Trinkwasser fUhrte zu einem deutlichen Anstieg der Homoarginin-Konzentration im Plasma
(0,29+0,03 vs. 0,89+0,07 umol/L), sowie im Myokard (17,6+2,7 vs. 48,846,8 nmol/g Protein),
die stark miteinander korrelierten. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass diese
Homoarginin-Dosierung keinen Einfluss auf die hamodynamischen Herzparameter per se hatte.
Durch Verschluss der linken absteigenden Koronararterie wurde den Homoarginin-
supplementierten Mausen und entsprechenden Kontrollen experimentell Myokardinfarkte
gesetzt. Sechs Wochen nach dem Infarkt erfolgte eine eingehende kardiale Untersuchung der
post-ischdamisch entstandenen Herzinsuffizienz mittels MRT und Linksherzkatheter. Wahrend
die klassischen Herzinsuffizienz-Marker wie linksventrikuldares Remodeling, Dilatation und
Hypertrophie zwar stark ausgepragt, aber in beiden Gruppen vergleichbar war, fihrte die
Supplementation mit Homoarginin zu einer signifikant besseren Herzfunktion (dP/dtmax) sowohl
in Ruhe als auch nach R-adrenerger Stimulation (kardiale Reserve) (Atzler et al., 2017). Diese
Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass Homoarginin mehr als nur ein Biomarker ist, da hohere
Werte die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz direkt beeinflussen. Der molekulare
Wirkmechanismus konnte in dieser Arbeit nicht aufgeklart werden.
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2.3.3. Homoarginin und Atherosklerose

Schlaganfall und ischamische Herzinsuffizienz sind in den meisten Féllen die schwerwiegende
Folge atherosklerotischer GefalBverdnderungen. Atherosklerose ist mittlerweile zwar als
chronisch entzlindliche Erkrankung weitgehend anerkannt, jedoch zielen die derzeitigen
Therapieoptionen ausschlielich auf eine Senkung der Blutfette und nicht auf eine
Verbesserung der entziindlichen Komponente hin (Lacy et al., 2019). In den letzten Jahren hat
sich die Bedeutung von intrazellularen metabolischen Signalwegen als wesentliche Regulatoren
der Funktion von Immunzellen verfestigt (Lutgens et al., 2019). Obwohl Homoarginin als starker
Biomarker etabliert ist und die Supplementierung mit Homoarginin die kardiovaskulare
Gesundheit von Mausen fordert, sind die zugrundeliegenden Mechanismen nach wie vor
unklar. Wir haben in der vorliegenden Arbeit eine mogliche Rolle von Homoarginin in der
Atherosklerose untersucht, mit einem speziellen Fokus auf die entziindliche Komponente der
Erkrankung.

Die Supplementierung mit Homoarginin fihrte zu einer Verdopplung der Homoarginin-
Plasmakonzentrationen und zu einer deutlichen Verminderung der Atherosklerose. Ein
erheblicher Riickgang der CD3* T-Zellen in den atherosklerotischen Ldsionen deutete auf eine
T-Zell-vermittelte Wirkung der Homoarginin-Supplementierung hin, die hauptsachlich auf CD4*
T-Zellen zurlckzufihren war. Makrophagen, dendritische Zellen und B-Zellen waren nicht
betroffen. Proteom-Analysen der CD4* T-Zellen und die anschlieBRende Analyse der Signalwege
zeigten zusammen mit in vitro-Studien, dass Homoarginin die raumliche Organisation des Aktin-
Zytoskeletts der T-Zellen moduliert und die Ausbildung von Filopodien durch Hemmung des
nicht-muskuldaren Myosins Typ IIA verstarkt. Weitere mechanistische Untersuchungen ergaben
eine Hemmung der T-Zell-Proliferation sowie eine erhebliche Beeintrachtigung der Migrations-
kapazitat der T-Zellen. All diese funktionellen Veranderungen tragen zu dem protektiven Effekt
von Homoarginin auf die atherosklerotische Herzkrankheit bei (Abbildung 3) (Nitz et al., 2022).
Diese Ergebnisse bieten erstmalig eine mechanistische und molekulare Erklarung fir die
zahlreichen klinisch und epidemiologischen Beobachtungen des letzten Jahrzehnts.

Homoarginin (HA) 1 Filopodien
1 Migration und Proliferation
) )
\  #
il HA [\ 1@/ )
6 Wochen e =0
LI o
— ?‘f ///"r . l\t;t\?
Western Diét ‘;t’ ‘\\f
S 45
#\\\V:)éq/w/{f
ApoE-"- CD4+ T-Zellen

1 Atherosklerose

Abbildung 3: Homoarginin reduziert Atherosklerose durch die Regulation von CD4* T-Zellen. Die Supplementierung von
Homoarginin Uber das Trinkwasser fihrt zu einer Verminderung von atherosklerotischen Plaques in Apolipoprotein E-
defizienten Mdusen. Ex vivo und in vitro Studien zeigten die Hemmung von Myh9 sowie anschlieRende Regulation des Aktin-
Zytoskeletts in CD4* T-Zellen. Funktionell flhrte dies zu einer Hemmung der Proliferation sowie zu einer starken
Beeintrachtigung der Migration und Mobilitat von T-Zellen (in Anlehnung an (Nitz et al., 2022)).
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2.4. Homoarginin als Therapeutikum

Parallel zu diesen tierexperimentellen Forschungsarbeiten wurde am Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf eine erste Studie zur Supplementation von Homoarginin im Menschen
(doppelt-verblindet, Placebo-kontrolliert im Crossover-Design; NCT02675660) durchgefiihrt.
20 junge Probanden erhielten vier Wochen lang einmal tdglich 125 mg Homoarginin. Als
primarer Endpunkt wurden die pharmakokinetischen Parameter nach der Einnahme von Einzel-
und Mehrfachdosen der oralen Supplementierung berechnet. Die einmal tagliche Gabe von
Homoarginin flhrte zu einem vier- bzw. sieben-fachen Anstieg der Homoarginin-
Plasmakonzentrationen nach einmaliger Verabreichung, bzw. nach vierwochiger
Supplementierung. Weitere Untersuchungen (z.B. Routinelabor, Pulswellengeschwindigkeit,
Augmentations-Index, flussvermittelte Vasodilatation) zeigten, dass die Supplementierung
sicher und gut vertraglich ist (Atzler et al., 2016d). Basierend auf den Ergebnissen dieser ersten
Studie wurde eine weitere Homoarginin-Supplementations-Studie mit Schlaganfallpatienten
mit diagnostiziertem Homoarginin-Mangel (< 2,1 umol/L) initiiert (Homoarginine in Stroke (HiS)
Study; NCT03692234). Die Patienten werden aktuell rekrutiert; die Ergebnisse stehen noch aus.

Zusammenfassend deuten diese experimentellen und klinisch-epidemiologischen Erkenntnisse
darauf hin, dass die Supplementation mit Homoarginin eine sichere und einfach umzusetzende
Pravention fur Herz-Kreislauf-Patienten darstellen kdnnte.
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