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1 EINLEITUNG 2

1EINLEITUNG

1.1 Allgemeine Einfihrung

Herz-Kreidauf-Erkrankungen wie Herzinfarkt, Apoplex und arterielle Verschlusskrankheit
sind in Deutschland die haufigsten Todesursachen und die zweithdufigsten Indikationen fir
medizinische Rehabilitationsbehandlungen.*” Sie mindern die Lebensqualitdt vieler
Betroffener und stellen gleichzeitig fur die Solidargemeinschaft eine grof3e finanzielle
Belastung dar. Die Arteriosklerose als Hauptursache dieser Krankheiten ist deswegen
Gegenstand zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen.

In etwa 90 % der Falle besteht en satistischer Zusammenhang zwischen der
GefélRerkrankung und Risikofaktoren wie Rauchen, Bluthochdruck, Diabetes mellitus und
Hypercholesterindmie. Bei Patienten mit préamaturer Arteriosklerose werden haufig familiare
Fettstoffwechsel storungen diagnostiziert. Oft bleibt die Ursache ihrer Erkrankung aber auch
unklar.

Dies zeigt, dass die Erkennung und Charakterisierung bislang unbekannter Risikofaktoren fir
Arteriosklerose weiterhin eine wissenschaftliche Herausforderung darstellen. Einer dieser
Faktoren scheint die Hyperhomocysteindmie zu sein.

Auf die pathobiochemische Bedeutung der Aminosdure Homocystein, die de Vigneaud 1932
als Zwischenprodukt des Methioninstoffwechsels entdeckt hatte, war man erstmals 1962
aufmerksam geworden. Damals beschrieben Carson'* und Gerritsent™®  unabhangig
voneinander die Krankheit Homocystinurie, die durch einen marfanoiden Korperbau mit
Hochwuchs und Arachnodaktylie, Linsenluxation, Osteoporose und geistige Retardierung
gekennzeichnet ist und héufig schon im Kindesalter zu thromboembolischen Ereignissen wie
Herzinfarkt  oder  Schlaganfall —mit  oft tddlichem  Ausgang fihrt.  Die
Homocysteinkonzentration im Plasma liegt bei den Kranken mit bis zu 400 pumol/L>® weit
Uber der von Gesunden, die etwa 10 pumol/L betragt.

1969 machte McCully bei der Obduktion von Kindern, die unterschiedliche Stoffwechsel-
defekte mit dem gemeinsamen Merkmal einer erhbhten Homocysteinausscheidung im Urin
gehabt hatten, die Beobachtung, dass diese arteriosklerotische Gefaldveréanderungen
aufwiesen, wie man sie sonst nur bei dteren Individuen findet. Damit hatte er as erster den
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Zusammenhang zwischen erhthten Homocysteinkonzentrationen im Blut bzw. Urin und
Arteriosklerose erkannt und veroffentlichte diese Erkenntnis 1975 as ”homocysteine theory
of arteriosclerosis’.®
Erst Mitte der 80er Jahre wurde, u. a. bedingt durch verbesserte und somit empfindlichere
analytische Methoden, auch die moderate Hyperhomocysteindmie mit einem erhthten
Arterioskleroserisiko in Verbindung gebracht. Den Durchbruch fir die Anerkennung von
Homocystein als Risikofaktor fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen brachte 1992 die Physicians
Health Study:>* In einem Untersuchungskollektiv von 22 071 nordamerikanischen Arzten war
hier ein dreifach erhthtes Herzinfarktrisiko fur digjenigen Personen gefunden worden, deren
Homocysteinwerte Uber der 95. Perzentile der Gesamtheit lagen, was einer Konzentration von

3

15,9 umol/L Plasma entsprach.
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Seitdem haben viele weitere Studien den Zusammenhang zwischen erhdhten Homocystein-
konzentrationen im Blut und arteriosklerotischen bzw. thromboembolischen Gefél3-
erkrankungen bestétigt. Die Anzahl der Ver6ffentlichungen, die man in der MEDLINE unter
dem Stichwort Homocystein findet, ist seit 1992 von 158 auf 567 (im Jahr 1998) gestiegen.

Im Juli 1995 fand in Irland die erste ” International Conference on Homocysteine Metabolism”
statt,® Ende April 1998 die zweite an der Universitat von Nijmegen in den Niederlanden.”

Ilhre grof3e epidemiologische Bedeutung macht die Arteriosklerose auch wirtschaftlich
interessant. Wie die Anzeige in der BUNTEN von 1996 (Abbildung 1-1) zeigt, hdt die
Werbung den Risikofaktor Homocystein fur zukunftstrachtig, wahrend er fir die meisten
Arzte bisher nur in der wissenschaftlichen Diskussion, nicht aber in der Praxis eine Rolle

spielt.

Im Folgenden soll ein Uberblick tiber den derzeitigen Wissensstand zum Thema Homocystein
gegeben werden: Physiologie und Pathologie, Studien und bisher entwickelte Therapie- bzw.
Préaventionsmodelle, Préanalytik und Laborverfahren.

1.2 Klinische Studien

Seit 1992 sind funf grof3e prospektive Studien Uber Homocystein und dessen Zusammenhang
mit arteriosklerotischen Krankheiten verdffentlicht worden. Sie beziehen sich auf einen
Beobachtungszeitraum von finf bis elf Jahren und Kollektive von bis zu 21 826’ Personen.

So wurde beim 5-Jahres-follow-up der Physicians Health Study berechnet, wie grof3 das
Risiko war, bel erhthten Homocysteinwerten einen Herzinfarkt oder Schlaganfall zu erleiden.
Dabei wurde fiir den Herzinfarkt ein relatives Risiko von 3,1 ermittelt,> wenn die Homo-
cysteinkonzentration im Blut Uber der 95. Perzentile der Gesamtheit lag, wéahrend fir den
Schlaganfall kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden konnte.®

Die anderen Untersuchungen stammen aus Norwegen,”® Finnland® und England.** Sie
bestétigen mit Ausnahme der finnischen Studie, dass sich arteriosklerotische Gefél3erkran-
kungen signifikant haufiger bei Probanden mit im Vergleich zum Gesamtkollektiv hohen
Homocysteinwerten manifestierten. Das Risiko fir Schlaganfall und Herzinfarkt nahm dabei
mit steigender Hohe der Homocysteinkonzentration im Blut zu.®#

1995 erschien eine Metaanalyse aus 27 Studien,’® in der geschétzt wurde, wie stark sich das
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Risko  fir verschiedene  GeféRerkrankungen bei einem Anstieg der
Homocysteinkonzentration um jeweils 5 pmol/L erhoht. Die odds ratio eines 5-umol/L-
Intervalls war demnach fir die koronare Herzkrankheit (KHK) 1,5 - 1,9 (95-Prozent-
Konfidenzintervall), fir zerebro-vaskuldre Erkrankungen 2,0 - 3,0 und fir die periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) 2,9 - 15,8.

Retrospektive Untersuchungen gibt es mehr als hundert.®*® Sie beschiftigen sich haufig mit
Detailfragen oder Untergruppen und haben so einiges zum Verstéandnis beigetragen:

Malinow et a.** und Selhub et al.*® fanden z. B. einen positiven Zusammenhang zwischen
dem sonografisch ermittelten Ausmal? von Karotisstenosen und der Plasmakonzentration von
Homocystein.

Wu et al.** stieBen bei der Untersuchung von 170 Familien, in denen gehauft Falle pramaturer
KHK aufgetreten waren, auf eine zweigipflige Homocysteinverteilung bei den Féllen, nicht
aber bel den Kontrollen. Dies werteten sie als Hinwels auf mégliche genetische Ursachen
einer Hyperhomocysteinamie.

Der Zusammenhang von Homocystein und vendser Thrombose, der bis vor kurzem tbersehen
worden war, gewinnt jetzt immer mehr an Bedeutung. D°Angelo u. Selhub® fassten in einem
Review zehn Studien zusammen, die sich mit der Beziehung zwischen moderater Hyper-
homocysteindmie und dem Auftreten frihzeitiger oder rezidivierender Thrombosen
beschéftigen. Acht der Untersuchungen fanden bei den Féllen zwei- bis dreizehnmal haufiger
erhdhte Homocysteinwerte als bei den Kontrollen.

In einer Studie mit KHK-Patienten® war deren Mortalitét bei hohem Homocystein signifikant
erhdht, wohingegen keine Korrelation mit dem Ausmall der Koronarstenose nachgewiesen
werden konnte. Dies lasst die Vermutung zu, dass Homocystein eher ein Risikofaktor fir die
thromboembolischen Komplikationen als fur die chronische Entstehung von arterio-
sklerotischen Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist.

Die Gruppe der chronisch niereninsuffizienten Patienten erfahrt erhohte Aufmerksamkeit, seit
Bostom u. Lathrop® bei 83 % ihrer dialysepflichtigen Patienten erhéhte Homocysteinwerte
fanden. Dabei ist vermutlich nicht die verminderte Ausscheidung, sondern die mangel hafte
Metabolisierung von Homocystein in der Niere for den Anstieg der Konzentration
verantwortlich. Weil niereninsuffiziente Menschen aus bisher unbekannter Ursache funf- bis
zehnmal haufiger als die Gesamtbevdlkerung einen Herzinfarkt oder Schlaganfall erleiden,
hofft man, mit Homocystein nun einen Ansatzpunkt fir die Préavention dieser oft tddlichen
Komplikationen gefunden zu haben.

Die Mehrzahl aler Studien erkennt Homocystein as unabhdngigen Risikofaktor for
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arteriosklerotische Gefél3erkrankungen an. Sein Risikopotential soll mit dem von Hyper-

lipidamie oder Rauchen vergleichbar sein.'’ Ubereinstimmend werden das Alter, die

Nierenfunktion, die Vitamine Folsaure, Bi, und Bg,das Geschlecht und der menopausale

Status als wichtigste Einflussfaktoren genannt.

Es haben sich drei Personengruppen herauskristallisiert, die besonders fir eine Hyperhomo-

cysteindmie pradisponiert sind und deswegen zur Zeit im Mittelpunkt der Homocystein-

Forschung stehen:

» Personen mit einem Mangel an den Vitaminen Folsdure, Bi, und Bg - ein Zustand, der
besonders in der dteren Bevdlkerung infolge von Mangelerndhrung oder Malabsorption
haufigist (siehe 1.6.1),

» Trager von Genvarianten, bei denen die Aktivitdt der Homocystein verstoffwechselnden
Enzyme herabgesetzt ist (siehe 1.5), und

* niereninsuffiziente bzw. dialysepflichtige Patienten.

1.3 Physiologie und Pathologie des Homocysteinstoffwechsels

Homocystein (Abbildung 1-2) ist eine schwefelhaltige Aminosdure, die nicht an der Protein-
synthese beteiligt ist, sondern im Korper nur as Zwischenprodukt des
M ethioninstoffwechsel s vorkomm.

Pro Tag werden in den Korperzellen eines Erwachsenen etwa 20 000 pmol Homocystein aus
Methionin gebildet®® und normalerweise sofort weiter zu Cystathionin oder zuriick zu
Methionin umgebaut. Uberschiissiges Homocystein wird aus den Zellen in das Blut
exportiert, wo man einen Plasmaspiegel von etwa 10 pmol/L findet.

70 - 80 % des Plasma-Homocysteins sind an grof3e Proteine wie Albumin gebunden;
20 - 30 % liegen ads Homocystin- oder Homocystein-Cystein-Disulfide und ein geringer

Antell in freier Form vor.



1 EINLEITUNG 7
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Abb. 1-2. Die Strukturformeln der Aminosauren Homocystein, Methionin und Cystein.

Methionin, die einzige Quelle von Homocystein, ist eine essentielle Aminosaure, von der ein
Erwachsener etwa 2 g taglich mit der Nahrung (v. a Fleisch) zu sich nimmt.?® Im K érper wird
daraus S-Adenosyl-Methionin (SAM) gebildet, der wichtigste Methylgruppendonor in
unserem Stoffwechsel. Wenn SAM seine Methylgruppe z. B. bel der Synthese von

Nukleinsauren und Neurotransmittern abgibt, entsteht Homocystein.

Im Stoffwechsel von Homocystein werden der Remethylierungsweg, mit dem Homocystein
zu Methionin umgebaut wird, und der Transsulfurierungsweg, bei dem Cystein entsteht,
unterschieden (Abbildung 1-3).

Das wichtigste Enzym fir die Remethylierung zu Methionin ist die Methionin-Synthase (= 5-

Methyltetrahydrofolat-Homocystein-Methyl-Transferase), die in alen Korperzellen
vorkommt.>*® Sie benétigt Folsdure und Vitamin B;, als Cosubstrat bzw. Cofaktor. Auch die
Betain-Homocystein-Methyl-Transferase wandelt Homocystein unter Bildung von Dimethyl-
glycin in Methionin um. Da diese Reaktion aber nur in der Leber stattfindet, und ihre
Aktivitédt auch bel hohem Substratangebot kaum steigt, spielt sie im Homocystei nstoffwechsel
eine untergeordenete Rolle.*

Der irreversible Abbau von Homocystein zu Cystein wird Transsulfurierung genannt.
Zunéchst wird mit Hilfe des Enzyms (3-Cystathionin-Synthase (CBS) aus Homocystein und

Serin Cystathionin gebildet und dieses dann zu Cystein und a-Ketobutyrat hydrolysiert. Beide
Reaktionen sind Vitamin-Bg-abhangig.
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Abb. 1-3. Der Homocysteinstoffwechsel. (erganzt aus Mayer et a.*?)

Normalerweise findet die Metabolisierung von Homocystein zu etwa gleichen Teilen Uber den
Weg der Remethylierung und der Transsulfurierung statt. Bel Methioninmangel steigt die
Aktivitét der Methionin-Synthase, so dass die essentielle Aminosdure Methionin vermehrt aus
Homocystein regeneriert und dem Korper zur Verfiigung gestellt wird.?® Die Transulfurierung
dient eher der Elimination von Homocystein aus dem Korper, da das dabei entstehende
Uberschissige Cystein zu Sulfat oxidiert und dann Uber die Nieren ausgeschieden werden
kann.?

Die Ursachen fir eine erhdhte Homocysteinkonzentration im Blut sind aus den Stoffwechsel-
vorgangen abzuleiten (Abbildung 1-3). Bekannt sind bisher eine genetisch bedingte
Aktivitdts-minderung der am Homocysteinmetabolismus betelligten Enzyme ("primére
Hyperhomo-cysteinamie”), ein Mangel an den Cofaktoren Folsdure, Vitamin By, und Bg und
eine ein-geschrankte Nierenfunktion (”sekundére Hyperhomocysteinamie”). Die Bedeutung
der Nieren-funktion fir den Homocysteinspiegel ist darauf zurtickzufihren, dass die Reaktion
der Homocystein abbauenden CBS hauptsachlich in der Niere stattfindet.’
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1.4 Arterioskler oseentstehung und die Rolle von Homocystein

Die morphologischen Gefal3veranderungen bel Arteriosklerose und deren histopathol ogischer
Verlauf sind gut bekannt. Nicht vollstandig geklart ist aber die Pathogenese bzw., welche
Faktoren die entscheidenden fur die Entstehung einer Arteriosklerose sind.

Als Grundmodell hat sich die "Response to injury”-Hypothese durchgesetzt. Diese besagt,
dass am Anfang der Atherogenese eine Schadigung des Gefal3endothels durch mechanische,
immunologische, toxische oder entziindliche Faktoren steht. In der Folge kommt es zur
Akkumulation von Lipiden in der Geféllintima mit Bildung von Schaumzellen und zur
Immigration von Entzindungszellen aus dem Blut und glatten Muskelzellen aus der Media.
Das Uberschief3ende Wachstum der glatten Muskelzellen in der Gefédwand und die Bildung
von Grundsubstanz, die schliefdlich verkalkt, fuhren zur Entstehung arteriosklerotischer
Plagues. An die verdnderte Gefé3oberflache lagern sich Thrombozyten an und bilden
Thromben, die das Geféallumen weiter einengen. Am Ende steht der Geféverschluss durch
Plaqueruptur, Thrombose oder Embolie.

Das "Response to injury”’-Modell integriert viele der bisher bekannten kardiovaskuldren
Risikofaktoren, z. B. oxidiertes LDL oder neuerdings Chlamydien, als gefal3schadigende,
Arteriosklerose auslésende Noxen. Man welil3 heute, dass auch immunol ogische Reaktionen,
Wachstumsfaktoren (z. B. PDGF) sowie monoklonales Wachstum bel der Entstehung und
Progression der Arteriosklerose eine wichtige Rolle spielen.

Die "homocysteine theory of arteriosclerosis’ von McCully®® besagt lediglich, dass die
morphol ogischen Gefal3verénderungen bel Hyperhomocysteindmie denen altersbedingter oder
sonstiger Arteriosklerose entsprechen. Der Mechanismus, Uber den Homocystein
arteriosklerose- bzw. thromboseférdernd wirkt, ist aber noch weitgehend unbekannt.
Experimentell wurde eine direkt toxische Wirkung von Homocystein auf kultivierte Endothel-
zellen nachgewiesen, wahrscheinlich tber die Bildung von H,0,* Allerdings wurden fiir
diese Versuche sehr hohe Dosen Homocystein verwendet, obwohl ja gerade auch die
moderate Hyperhomocysteinamie al's Arteriosklerose-Risikofaktor gilt.

McCully®*** konnte zeigen, dass Homocystein die Oxidation von Lipiden und damit deren
vermehrte Aufnahme in Makrophagen fordert. Bei hypercholesterinamischen Patienten fand
er Homocystein-LDL-Aggregate, Uber die Homocystein moglicherweise in die Geféldwand
eingeschleust wird, wo es dann oxidative und andere Prozesse beeinflussen kdnnte. McCully
macht das Homocystein-Thiolacton, ein reaktives Intermediérprodukt, fir die oxidative

Wirkung von Homocystein verantwortlich, z. B. fur intrazellul&re Radikaenbildung,
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Oxidation von LDL oder abnorme Sulfurierung der Proteoglykane in der Grundsubstanz.

Es konnte gezeigt werden, dass Homocystein die Thrombomodulinexpression auf der
Endothel oberflache und die Aktivierung des antikoagulatorisch wirkenden Protein C hemmt
und dadurch auch thrombogen wirkt.> AuRerdem soll es die Bindung von Lp(a) an Fibrin
begiinstigen, wodurch die plasminogenvermittelte Fibrinolyse behindert wird.™

Trotz dieser und zahlreicher weiterer Einzelergebnisse gibt es insgesamt noch keine
schlissige Vorstellung dartiber, wie erhohte Homocysteinkonzentrationen im Blut die

Entstehung und Progression der Arteriosklerose beeinflussen.

1.5 Gendefekte mit Auswirkung auf den Homocysteinstoffwechsel

Klinische Bedeutung haben hauptséchlich Mutationen der beiden Gene, die die [-
Cystathionin-Synthase und die Methylentetrahydrofol atreduktase codieren (Abbildung 1-3).
Andere seltene Gendefekte mit Auswirkung auf die Homocysteinkonzentration im Blut
betreffen Enzyme des Vitamin-B,,-Stoffwechsels.

1.5.1 B-Cystathionin-Synthase (CBYS)

Die CBS ist ein Enzym des Transsulfurierungsweges. Wie aus Abbildung 1-3 zu entnehmen
ist, reichern sich bei einem Enzymmangel Homocystein und Methionin an, wahrend die
Cysteinkonzentration vermindert ist.®® Das Gen fiir dieses Enzym liegt auf Chromosom 21.
Bisher sind 17 verschiedene Mutationen beschrieben worden,?® die in Abhangigkeit von der
Residualaktivitédt des Enzyms und der daraus resultierenden Homocysteinkonzentration
unterschiedlich schwer ausgeprégte Krankheitsbilder zur Folge haben.

Der homozygot vererbte schwere Enzymmangel ist Ursache fur die klassische Homo-
cystinurie, die mit einer Pravalenz von 1 : 332 000% auftritt und meist schon in jungen Jahren
zum Tode fihrt.

Ob auch der heterozygot vererbte CBS-Defekt, der mit einer Haufigkeit von 0,3 % in der
Gesamtbevolkerung gefunden wird,”® klinische Bedeutung hat, ist umstritten.”®** Die
Homocysteinwerte sind dabei lediglich postprandial bzw. nach oraler Methioningabe erhdht,
nicht aber im Nuchternblut, da der Transsulfurierungsweg und damit die CBS nur bei hohen
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Methioninspiegeln aktiviert wird. Als Methionin-Belastungstest macht man sich diesen
Umstand diagnostisch zunutze. Bel einem positiven Testergebnis spricht man von PML-
(post-methionine load-) Hyperhomocysteinamie.?

Da die CBS Vitamin-Bg-abhangig ist, versucht man therapeutisch den Enzymmangel durch
Vitamin-Be-Substitution zu kompensieren. Es ist bekannt, dass es unter den Patienten mit
klassischer Homocystinurie Vitamin-Bg-Responder und -Nonresponder gibt, je nachdem, ob
sich ihr Homocysteinspiegel durch Vitaminsubstitution senken léasst oder nicht. Das
Ansprechen auf Vitamin Bg scheint genetisch verankert zu sein, also vom Mutationstyp
abzuhéngen.®®® Die Vitamin-Responder, etwa die Halfte der Betroffenen,?® haben eine
mildere Symptomatik und sind auf3erdem durch Vitamingabe therapierbar, so dass ihre

Prognose besser ist al's die der Nonresponder.*

1.5.2 Methylentetrahydrofolatreduktase (M THFR)

Die MTHFR ist ein Enzym des Folsdurestoffwechsels und hat somit bei der folatabhangigen
Remethylierung von Homocystein zu Methionin eine zwar indirekte aber wichtige Funktion.
Auch hier lassen sich schwere und leichte Formen des genetisch bedingten Enzymmangels
unterscheiden.

Fur den schweren MTHFR-Mangel, bei dem die restliche Enzymaktivitdt nur 0 - 20 %
betragt, kennt man bisher neun Mutationen.”® Er tritt sehr selten auf, ruft dann aber die
schwerste Form der Homocystinurie hervor.®

Grofle epidemiologische Bedeutung hat dagegen die thermolabile Variante der MTHFR, die
1988 erstmals von Kang et al. beschrieben wurde. 1995 wiesen Frosst et al.?® die dafir
verantwortliche Punktmutation nach (C677T), durch die im Enzym die Aminosdure Alanin
durch Valin ersetzt wird.

Dieser in rezessivem Erbgang weitergegebene Gendefekt bewirkt eine Verminderung der
Enzymaktivitat um mehr als die Halfte*® was sich in moderat erhdhten Homocysteinwerten
aul3ert. Mit einer Pravalenz in der Gesamtbevdlkerung von 4 - 10 % soll er die haufigste
genetisch bedingte Ursache der milden Hyperhomocysteinamie sein.® Seine Verbreitung ist
regional sehr unterschiedlich und schwankt zwischen 1,4 und 15 %.°

Kluijtmans et al.?® errechneten fir homozygote Trager der thermolabilen MTHFR-Variante
ein dreifach erhohtes Risko, bereits in jungen Jahren eine arteriosklerotische
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Gefal3erkrankung zu entwickeln.

1.6 Klinische Bedeutung von Vitaminen im Homocysteinstoffwechsel

Im Stoffwechsel von Homocystein spielen die Vitamine Folsdure, B1, und Bg eine grolie
Rolle (Abbildung 1-3). Selhub et a.* die Untersuchungen an 1160 Mitgliedern der
Framingham-Population  durchfUhrten, machten fir zwe Drittel der gefundenen
Hyperhomocysteindmiefédle einen Mangel an einem oder mehreren dieser Vitamine

verantwortlich.

1.6.1 Dieim Stoffwechsel von Homocystein relevanten Vitamine:

Folsaure, Vitamin B> und Vitamin Bg

Folsaure

Die Folsdure ist fir die Remethylierung von Homocystein zu Methionin als
M ethylgruppendonor nétig.

Auf die Homocysteinkonzentration im Blut hat sie unter den drei Vitaminen den stérksten
Einfluss.®**® Dabei scheinen die bisher als normal angesehenen Serumkonzentrationen bzw.
die von der WHO empfohlene tégliche Einnahmemenge (RDA = recommanded daily
allowance) von 200 pg nicht auszureichen, um den Homocysteinspiegel im Normbereich zu
halten.* In seiner Metaanalyse aus 27 Studien ermittelten Boushey et al.™® einen Tagesbedarf
von 400 ug.

Hinsichtlich der Bedeutung des Vitamins Folsdure fur die Hyperhomocysteindmie sind zwel
Aspekte wichtig:

Erstens ist ein Mangel an diesem Raffinationsprozessen gegenuber empfindlichen Vitamin in
der Bevolkerung mit etwa 50 % sehr verbreitet, was dazu gefihrt hat, dass in Amerika
Nahrungsmittel mit Folsdure angereichert werden, weil ein Folatmangel auch Neuralrohr-
defekte bei Neugeborenen verursachen kann.**°

Zweitens gibt die Folsdure bei Vorliegen der thermolabilen Variante der MTHFR den

Ausschlag, ob diessr Gendefekt phanotypisch Uberhaupt manifest wird. MTHFR-
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Homozygote, deren Folsiurespiegel hoch ist, haben trotz einer um 50 %™ verminderten
Enzymaktivitdt normale Homocysteinwerte. Sie sind dafur allerdings auf eine hohere

Folatzufuhr angewiesen a's die Normal bevél kerung.?®

Vitamin By,

Vitamin By, dient ebenfalls bei der Remethylierung als Cofaktor. Die Abhangigkeit der
Homo-cysteinkonzentration vom Vitamin-Bi>-Spiegel im Blut ist aber nicht so ausgepragt
wie die von der Folséure.'%498

Hauptursache eines Vitamin-Bj,-Mangels ist die atrophische Gastritis und der damit
verbundene Mangel an Intrinsic-Faktor, der fir die Resorption von Vitamin B, im DUnndarm

notig ist. Besonders étere Menschen sind hiervon betroffen.

Vitamin Bg

Vitamin Bg ist Cofaktor bei der Transsulfurierung, durch die Homocystein zu Cystein
abgebaut wird.

Seine Bedeutung fur die klassische Homocystinurie ist grof3, da das Ansprechen auf Vitamin-
Be-Substitution der entscheidende prognostische Faktor ist (siehe 1.5.1).

Bel der moderaten Hyperhomocysteindmie ist Vitamin Bg wohl nur fir die postprandiae
Form, die mit dem Methionin-Belastungstest nachgewiesen wird, wichtig.>*® Selhub et al.*
fanden allerdings auch bel der Nichtern-Hyperhomocysteindmie einen starken Einfluss von
Vitamin Be. Hier konnte es epidemiologisch wichtig sein, dass Nikotin ein Vitamin-Bg-

Antagonist ist,* und Rauchen deshalb zu erhéhten Homocysteinwerten beitragen kénnte.
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1.6.2 Therapie der Hyperhomocysteindmie

Die Therapie der Hyperhomocysteinamie gleich welcher Ursache erfolgt mit den Vitaminen
Folsdure, B1» und Bg. Bei den genetisch bedingten Enzymdefekten sollen durch die Gabe von
Cofaktoren der Enzymmangel kompensiert bzw. durch Substitution von bestimmten
Substanzen andere, Homocystein abbauende Stoffwechselwege aktiviert werden.

Die Behandlung der homozygot vererbten klassischen Homocystinurie (CBS-Defekt) erfolgt
deshalb mit Vitamin Be. Patienten mit der Vitamin-Be-refraktéren Form der Homocystinurie
erhalten zusétzlich Betain und Folsdure und missen aul3erdem methioninhaltige Lebensmittel
meiden. Ob der heterozygot vererbte CBS-Defekt bzw. die PML-Hyperhomocysteindmie
Uberhaupt therapiert werden miuissen, ist noch unklar, empfohlen werden jedoch im
Augenblick 100 mg Vitamin Bg als Tagesdosis.”®

Mit Folsdure konnen die Gentrager der thermolabilen Variante der MTHFR und Dialyse-
patienten erfolgreich behandelt werden. Die derzeit tiblichen Dosen liegen zwischen 400 pg'®
und 5 mg>* pro Tag.

In einer plazebokontrollierten Studie zur Therapie der moderaten Hyperhomocysteinamie
untersuchten Ubbink et al.,>® welche Wirkung die Vitamine Folsiure, B1, und Bg einzeln oder
in Kombination auf die Homocysteinkonzentration im Blut haben. Sie substituierten dazu
sechs Wochen lang je 20 hyperhomocysteinamische Personen mit taglich einer Tablette
Plazebo, Folsaure (0,65 mg), Vitamin By, (0,4 mg), Vitamin Bs (12,2 mg) oder einer
Kombination aus allen drel Vitaminen. Es zeigte sich, dass die Kombinationstherapie die
Homocysteinkonzentration am effektivsten (bei 50 % der Untersuchten) senkte. Die
Einnahme von Folsdure allein war aber fast ebenso wirksam (Senkung bel 42 %), wéhrend die
Monotherapie mit Vitamin By, oder Bg nur wenig oder keinen Einfluss auf den Plasmaspiegel
von Homocystein hatte.

Die Autoren raten deshalb fur die Behandlung der moderaten Hyperhomocysteinamie zu einer
K ombinationstherapie von Folsdure und Vitamin Bj,, wobei das Vitamin Folsaure die homo-
cysteinwirksame Substanz ist, wahrend Vitamin Bi, wegen seiner Wechselwirkungen mit
dem Folathaushalt gegeben wird. So ist einerseits Vitamin By, notwendig, um die Folsaure in
ihre wirksame Form Tetrahydrofol sdure umzuwandeln, weswegen ein Vitamin-B;,-Mangel zu
einem sekundaren Folsduremangel fuhrt. Andererseits birgt die isolierte Folatsubstitution die
Gefahr, dass die hdmatologische Manifestation eines Vitamin-Bi,-Mangels (pernizidse
Anamie) verschleiert und dieser in der Folge nicht erkannt wird. Als Tagesdosis werden von
Ubbink et a.*® 650 ug Folat (3,25fache RDA) und 400 pg Vitamin By, (200fache RDA) -
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eine Dosis, die einen Mangel an Intrinsic-Faktor kompensiert - empfohlen.

Die Normalisierung der Homocysteinwerte nach Beginn der Substitutionstherapie erfolgt
rasch. Joosten et al.?’ schreiben, dass der optimale Effekt am zwélften Tag erreicht sei.
Ubbink et al.>® substituierten ihre Probanden sechs Wochen lang.

Esist aber zu bedenken, dass Vitamin B1, ein ” Speichervitamin” ist, dessen Mangel zwar erst
spat manifest wird, dann aber auf eine schwerwiegende Verarmung des Korpers an diesem
Stoff hinweist. Bei einem Vitamin-Bi,-Defizit ist also Uber einen léangeren Zeitraum zu
substituieren.

Ist ein Gendefekt Ursache der Hyperhomocysteindmie missen die Vitamine lebenslang

eingenommen werden, um die Homocysteinkonzentration im Normbereich zu halten.

1.6.3 Prophylaxe der Hyper homocysteinamie

Das wichtigste Vitamin fur die Prophylaxe der Hyperhomocysteinamie in der Allgemeinbe-
vOlkerung ist die Folsaure. 1996 wurde auch ein von Homocystein unabhéngiger
Zusammenhang zwischen Folatmangel und KHK-Mortalitét festgestellt,*® was die epidemio-
logische Bedeutung einer ausreichenden Versorgung der Bevolkerung mit diesem Vitamin
bestétigt.

Esgibt drel Ansatzpunkte, wie einem Folsduredefizit vorgebeugt werden kann:

Eine Moglichkeit ist die Anreicherung von Nahrungsmitteln mit Folséure, wie siein den USA
schon praktiziert wird.**3** Die Folataufnahme wird dadurch um maximal 100 pg pro Tag
gesteigert,>® was einem Viertel der bendtigten Menge entspricht (vgl. 1.6.1).

Desweiteren konnen Vitamine als Tabletten in kalkulierbarer Dosis und optimal
resorbierbarer Darreichungsform zugefhrt werden.

Naturlich kann die Folsdureaufnahme auch durch bestimmte Nahrungsmittel gesteigert
werden. Wichtig sind dabei frisches Obst und Gemiise, da das Vitamin hitzeempfindlich ist
und bei der Aufbereitung vieler Lebensmittel zerstort wird.>

Boushey et al.'® kamen beim Vergleich dieser drei Moglichkeiten zu dem Schluss, dass die
Anreicherung von Lebensmitteln mit Folsdure die potenziell grofite Wirkung hat, weil damit
die gesamte Bevolkerung erreicht werden kann.

Die Prophylaxe und Therapie der Hyperhomocysteindmie mit Vitaminen ist billig und neben-
wirkungsarm. Es fehlt allerdings noch der Nachwels, dass die damit erreichte Senkung des
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Homocysteinspiegels das Risiko, eine Arteriosklerose zu entwickeln, tatséchlich vermindert.

1.7 Klinisch-chemische M ethoden zur Homocysteinbestimmung

Die Erstbeschreiber der Homocystinurie™*® hatten die Aminosaure 1962 mit dem Natrium-
cyanidnitroprussidtest (qualitativ) und mit lonenaustauschchromatografie®® (quantitativ) im
Urin bestimmt. Diese Methoden waren aber wenig sensitiv. Niedrige Konzentrationen, wie
man sie man bei Gesunden findet, konnten erst Ende der 70er Jahre mit Aminosaure-
Analyzern gemessen werden, zunéchst nur nach Methioninbelastung,®® seit 1978 auch im
Nuichternblut.™®

1985 stellte Refsum einen radioenzymatischen Assay vor, der einen Reduktionsschritt bei der
Aufarbeitung der Proben beinhaltete® Damit konnte nun das gesamte, die Summe aus
protein-gebundenem, in Disulfidform vorliegendem und freilem Homocystein bestimmt
werden, wahrend vorher nur das als Disulfid gebundene und das freie Homocystein - die
kleinere im Plasma enthaltene Fraktion - erfasst worden waren. Diese Methode stellte einen
groféen Fort-schritt dar, well die Homocysteinbestimmung damit sensitiver und verlasslicher
wurde und Umverteilungsvorgange im Plasma das Ergebnis nicht mehr beeinflussen konnten
(vgl. 1.8).

Seitdem sind verschiedene Verfahren entwickelt worden, die nicht nur die prézise Messung
von moderat erhdhten Homocysteinkonzentrationen erlauben, sondern auch wesentlich
einfacher in der Handhabung als die alten Methoden sind. Erst durch diese Verbesserungen in
der Analytik wurde es méglich, grof3e Studien zuverlassig durchzufihren.

Die bisher veroffentlichten Verfahren arbeiten mit radioenzymatischen Assays®
Aminosiure-Analyzern,?  Gaschromatografie/Massenspektrometrie  (GC/MS)*®  und
Hochdruckfliissig-keitschromatografie  (HPLC) mit  elektrochemischer (ED)*®  oder
Fluoreszenzdetektion (FD).6*#132>°761 ejt 1996 ist auch ein vollautomatischer Immunoassay
auf dem Markt.>*

Am haufigsten werden derzeit HPLC-Methoden verwendet.™® Als Derivatisierungsreagenzien
fur die Fluoreszenzdetektion haben sich Bromobiman,”® SBD-F (7-Fluor-benzofurazan-4-
sulfonsaure  Ammoniumsalz)®  und  ABD-F  (4-(aminosulfonyl)-7-fluoro-2,1,3-
benzoxadiazole-4-sulfonate)> durchgesetzt.

Thiolverbindungen, die mit Bromobiman oder SBD-F umgesetzt wurden, weisen eine hohe
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Fluoreszenz auf und ermoglichen so die sensitive Bestimmung von Homocystein mit einem
Detektionslimit von etwa 0,5 pmol/L Plasma. Mit beiden Farbstoffen ist neben Homocystein
auch die Erfassung anderer Sulfhydryl-haltiger Substanzen wie Cystein, Cysteinylglycin,
Glutathion, Acetylcystein u. a. moglich.

Bromobiman ist bei Raumtemperatur reaktiv, so dass die Probenaufarbeitung vereinfacht und
die Messung vollautomatisch durchgefiihrt werden kann.*? Allerdings entstehen aufgrund der
hohen Reaktivitét auch viele Storpeaks, die durch ein aufwéandiges Eluentensystem von den
gewiinschten Peaks abgetrennt werden miissen. >’

SBD-F ist dagegen thiolspezifisch und hat keine Eigenfluoreszenz, so dass bel Verwendung
dieses Reagenz’ mit einfacheren, isokratischen Eluentensystemen gearbeitet werden
kann.***"%!  Allerdings bindet es im Gegensatz zu Bromobiman nur bei erhdhten
Temperaturen in ange-messener Zeit an die SH-Gruppen (eine Stunde Inkubation bei 60 °C).
ABD-F ist zwar reaktiver und wird deswegen haufig dem SBD-F vorgezogen, doch ist es
weniger SH-spezifisch und reagiert z. B. auch mit Aminen.*

1.8 Praanalytik

Zur Praanalytik zahlen alle Verdnderungen und Arbeitsschritte, die vor der eigentlichen
Messung der Probe stattfinden. Dazu gehdren z. B. die Vorbereitung des Patienten, die Durch-
fuhrung der Blutentnahme, der Probentransport, die Aufarbeitung und die Lagerung der
Probe. Die Stabilisierung der zu messenden Parameter in den Blutproben erfolgt in der Regel
durch Verwendung von Blutabnahmesystemen (Monovette®, Vacutainer®) mit bestimmten
Zusatzen.

Kritische Bereiche in der praanalytischen Phase der Homocysteinbestimmung sind der
Zeitraum zwischen Blutentnahme und Ankunft des Blutes im Labor und die Lagerung der fur
die Homocystei nbestimmung vorgesehenen Plasmaproben.

Die Stabilitdt der Homocysteinkonzentration in den géangigen Blutabnahmesystemen stellt ein
groRRes Problem dar. Fiskerstrand et al.* lieken z. B. 40 Vollblutproben bei Raumtemperatur
stehen und stellten dabel einen durchschnittlichen Anstieg der Homocysteinkonzentration von
20,1 +11 % in vier und 62,1 +33 % in 24 Stunden fest. Vester u. Rasmussen® fanden eine
Zuwachsrate von etwa 10 % pro Stunde.

Stabil sind dagegen sowohl Vollblut auf Eis firr etwa vier Stunden™ als auch abpipettiertes
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Plasma fiir mindestens 24 Stunden.®

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde auf der ,International Conference on Homocysteine
Metabolism® in Irland 1995% das folgende - aufwandige - Blutabnahmeverfahren al's Standard
festgesetzt:

Die Entnahme und der Transport des fur die Homocysteinbestimmung vorgesehenen
(EDTA-) Blutes erfolgen auf Eis. Innerhalb einer Stunde ist die Probe zu zentrifugieren und
das Plasma von den Blutzellen zu trennen. Dieses kann dann innerhalb von 24 Stunden (s.0.)
aufgearbeitet oder zur spateren Messung eingefroren werden.

Die Homocysteinkonzentration in tiefgefrorenem Plasma ist Monate bis Jahre™ stabil, selbst
wenn die Probe mehrmals aufgetaut wird.®*

Wahrend der Lagerung der Plasmaproben finden aber Umverteilungsvorgange statt, die dazu
fihren, dass die eiweiRgebundene Fraktion mit der Dauer der Lagerung groRer wird,>
wéhrend die Konzentration des freien und des als Disulfid vorliegenden Homocysteins
abnimmt. Nur die Summe der drel Formen, die nach einem Reduktionsschritt gemessen wird,
liefert also konstante und vergleichbare Werte. Als Abkirzung fur diese Gesamtfraktion,

deren Bestimmung inzwischen die Regel ist, wird "tHcy” verwendet.*°
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2 PROBLEMSTELLUNG

Grundlage der Arteriosklerose-Diagnostik ist bislang neben der Eigenanamnese (Rauchen,
Stress, Bewegungsmange!), der Familienanamnese und der Kklinischen Untersuchung (Arcus
lipoides, Blutdruck, Adipositas) hauptsachlich die Abklérung des Glucose- und des Fettstoff-
wechsels (LDL- und HDL-Cholesterin, Triglyceride, Lp(a)). Bei unklaren Fallen muss auch
die Schilddrisenfunktion untersucht und - besonders bel jungen Patienten - an Gerinnungs-
stérungen und Vaskulitiden gedacht werden.

In den letzten Jahren haben mehrere groRe Studien wie z. B. die Physicians Health Study®*
(1992) und das European Concerted Action Project’’ (1997) den Zusammenhang zwischen
moderat erhohten Homocysteinkonzentrationen im Blut und dem Auftreten kardiovaskul&rer
Erkrankungen belegt. Sie haben zudem gezeigt, dass der Einfluss von Homocystein unab-
hangig von dem anderer Risikofaktoren ist. Eine Hyperhomocysteindmie soll fir fast 10 %

der Falle koronarer Herzkrankheit verantwortlich sein.>

Die Homocysteinbestimmung muss nun in die diagnostischen Mal3nahmen, die bei Verdacht

auf Arteriosklerose durchgefiihrt werden, Eingang finden.

Mit der Zielsetzung, ein zuverldssiges und robustes Verfahren fir die Routine-Diagnostik
bereitzustellen, wurde im Rahmen dieser Dissertation eine HPLC-Methode zur Bestimmung
von Homocystein im Blut etabliert.

Fur die daran anschlief3ende klinische Evaluierung der Messgrofe Homocystein wurde ein
ausgewahltes Patientenkollektiv aus der Gefél3chirurgie und Kardiologie einem gefél3-
gesunden Referenzkollektiv gegentbergestellt. Mit Hilfe der Daten sollte ein Referenzbereich
festgelegt und ein sinnvolles Schema der klinisch-chemischen Parameter zusammengestellt
werden, die im Zusammenhang mit der Homocysteinbestimmung fur die Interpretation der
Ergebnisse nétig sind.

Die klinische Erprobung sollte auch dazu dienen, préanalytische Probleme der Homocystein-
bestimmung, z. B. beim Probentransport und der —lagerung, zu ermitteln und rechtzeitig zu
6sen, um Homocystein schlieffdlich als verlasslichen Parameter in die Arteriosklerose-

Diagnostik am Klinikum rechts der Isar einfiihren zu kénnen.
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3MATERIAL UND METHODEN

3.1 Analytischer Tell

3.1.1 Reagenzien

DL-Homocystein (2-Amino-4-mercaptobutyrsaure), L-Cystein, HFBA (Heptafluorbutyrséure)
und Bromobiman wurden von Sigma Chemical Co. (G-Deisenhofen) bezogen.
7-Fluor-benzofurazan-4-sulfonsdure  Ammoniumsalz  (SBD-F), N-(2-Mercaptopropionyl)-
glycin, Tributylphosphin, N,N-Dimethylformamid, Natriumacetat wasserfrei, Eisessig puriss.,
Methanol und N-Acetyl-L-cystein waren von Fluka Chemie AG (G-Deisenhofen).

EDTA (Ethylendinitrilotetraessigséaure Dinatriumsalz-Dihydrat), Borsdure krist. (H3BOg),
KOH-Plézchen, Perchlorséaure (HCIO, 70-72 %) und Ethanol (96 % reinst) wurden von
Merck AG (G-Darmstadt) geliefert.

3.1.2HPLC

Die Messungen wurden mit einem Merck Hitachi-System durchgefiihrt (Pumpe L-6200, LC
Controller L-5000, Fluoreszenzdetektor F-1080, Autosampler AS-2000A, Interface D-6000).
Die HPLC-Saule war eine C18-Reversed-Phase-Sdule (Merck LiCrospher 100 RP-18;
4 x 125 mm; 5-um-Partikel) und wurde durch eine Vorsaule (LiChroCART 4-4 von Merck)
geschitzt.

Die Fluoreszenzintensitét wurde bei einer Extinktionswellenlange von 385 nm und einer
Emissionswellenlénge von 515 nm gemessen.

Die Peakflachen wurden mit dem HPLC-Manager von Merck aufgezeichnet und quantifiziert.
Eluent A war ein Essigsaurepuffer mit Methanolanteil (pH-Wert 4,2). 750 mL 0,1 M Essig-
saure wurden mit 300 mL 0,1 M Natriumacetat-L6sung und 25 mL Methanol gemischt und
anschliefend durch einen 0,2-pm-Sartolon(Polyamid)-Filter (Sartorius AG, G-Gottingen)
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filtriert. Eluent B war Methanol. Beide Flief3mittel wurden mit Helium entgast.
Das Gradientenprogramm begann mit 100 % Eluent A, reduzierte diesen in drei Minuten auf
92 % und in weiteren zwei Minuten auf 85 %, um dann bis zur achten Minute linear zu 100 %

Eluent A zurtickzukehren. Die Flussrate betrug 0,9 mL/min und die Laufzeit 15 Minuten.

3.1.3 Probengewinnung

Das Blut wurde in EDTA-R06hrchen (EDTA-S-Monovetten] KE von Sarstedt, G-NUmbrecht)
abgenommen, moglichst schnell auf Eis gelegt und innerhalb einer Stunde bei 3000 g
10 Minuten lang zentrifugiert. Das Plasma wurde sofort abpipettiert und bei - 70 °C
eingefroren.

Die Probanden mussten fir die Blutabnahme nicht nlichtern sein.

3.1.4 Probenaufarbeitung

3.1.4.1 Herstellung der L dsungen

2 M Kaliumborat-Puffer: 12,4 g H;BO3z und 11,2 g KOH wurden in jeweils 100 mL Wasser
gelost. Zwei H3BOs-L6sungen wurden mit der KOH-L6sung auf pH 9,5 bzw. 10,5 eingestellt.
Anschlief3end wurden die Puffer mit 186 mg EDTA/100 mL Puffer (=5 mM) versetzt.

0,1 M Kaliumborat-Puffer: 309 mg H3BO3; und 281 mg KOH wurden in je 50 mL Wasser
gelost, wie oben beschrieben auf pH 9,5 eingestellt und dann mit 74,5 mg EDTA/100 mL
Puffer (=2 mM) versetzt.

0,75 M Perchlorsdure: 6,4 mL HCIO,4 (71 %) wurden zu 100 mL Wasser gegeben und mit
37,2mg EDTA/100 mL Losung ( = 1 mM) versetzt.

Tri-n-butyl-phosphin in Dimethylformamid: 2,95 mL Tri-n-butyl-phosphin wurden mit 25 mL

Dimethylformamid gemischt.
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SBD-F: 15 mg 7-Fluor-benzofurazan-4-sulfonsdure Ammoniumsalz wurden in 10 mL
2 M Kaliumborat-Puffer (pH 9,5) gelost ( = 6,4 mM).

Interner Standard: 3,26 mg N-(2-Mercaptopropionyl)-glycin  wurden in 100 mL
0,1 M Kaliumborat-Puffer gel6st ( = 0,2 mM).

Homocystein-Standardl6sung: 135,2 mg Homocystein wurden in 100 mL 5 mM EDTA-
Losung (pH 7) gel6st.

3.1.4.2 Aufarbeitung der Proben

Fur die Probenaufarbeitung wurden zu 100 pL Plasma 20 pL N-(2-Mercaptopropionyl)-
glycin als interner Standard gegeben. Anschlief3end wurden die Thiole 30 Minuten bei 4°C
reduktiv. mit 20 pL Tri-n-butyl-phosphin-Losung aus den Protein- und Disulfidbindungen
freigesetzt. Zum Ausféllen der Proteine wurde das Gemisch mit 100 pL 0,75 M Perchlorséure
versetzt, gut gemischt (Vortex) und dann funf Minuten bel 6000 g zentrifugiert.

Vom Uberstand wurden 50 pL abgenommen und mit 100 uL 2 M Kaliumborat-Puffer
(pH 10,5) versetzt. Nach Zugabe von 50 pL SBD-F wurden die Proben 60 Minuten lang bei
60 °C inkubiert.

Nach dem Abkuhlen wurden sie bel 6000 g drei Minuten lang zentrifugiert, um Feststoff-
partikel zu entfernen. Dann wurden 100 pL des Gemisches in Merck-Autosampler-Vials Uber-

fuhrt. 10 pL davon wurden auf die HPLC-Séule aufgetragen.

3.1.5Kalibrierung

Mit Hilfe des Standard-Additions-V erfahrens wurde eine Drei-Punkt-Eichkurve erstellt.

Dazu wurden drel Aliquots einer Plasmaprobe (je 100 pL) mit 5, 15 und 40 pL
(=5, 15, 40 pmol/L) der Homocystein-Standardl dsung aufgestockt.

Mit den bekannten Konzentrationen der Standardiésungen und dem Verhdltnis der Peak-
flachen von Homocystein und internem Standard wurde eine lineare Regressionsgerade
erstellt. Nachdem der Achsabschnitt manuell auf Null gesetzt worden war, berechnete das
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Auswertungsprogramm aus der Steigung der Geraden und dem Verhdltnis der Peakflachen

von Homocystein und internem Standard in den Proben die Homocystei nkonzentration.

3.1.6 Leistungsdaten der HPL C-Methode
(Prazision, Richtigkeit, Linearitét, Sensitivitat)

Intravial-Prézision: Eine Probe wurde wiederholt (n = 10) injiziert.

Intraassay-Prézision: Eine Probe wurde zehnmal aufgearbeitet und im gleichen HPLC-.Lauf

vermessen.

Interassay-Prézision: Diese wurde fur einen hohen (28,2 + 3,3 pumol/L) und einen niedrigen

(12,2 + 1,4 pmol/L) Bereich mit jeweils 21 Proben bestimmt. Daftr wurden zwei Pools
gemischt, aliquotiert eingefroren und Uber einen Zeitraum von zehn Monaten in jedem Lauf

mitgemessen.

Richtigkeit: Es wurden externe Kontrollen von Chromsystems (Chromsystems Homocystein
Plasma Control Level) fur zwei Bereiche (6,7 - 10,1 umol/L und 16,2 - 24,3 pmol/L)
eingesetzt.

Linearitét: Diese wurde mit der Homocystein-Standardidsung (5, 10, 20, 40 und 80 pmol/L)
und mit aufgestockten Plasmaproben (5, 10, 20 und 40 umol/L) gepruift.

Detektiondimit (Sensitivitét): Hierzu wurde ebenfals die Homocystein-Standardl 6sung

verwendet.



3 MATERIAL UND METHODEN 24

3.1.7 Andere Methoden

Serumkreatinin, Cholesterin und Triglyceride wurden mit Standardmethoden gemessen
(Hitachi 747 Boehringer Mannheim). Die Bestimmung von Serumfolat und -Vitamin B,
erfolgte mit einem automatisierten Luminiszenz-lmmunoassay (Access Beckman Instruments
GmbH). Fir die Messung von Lipoprotein(a) (Lp(a)) wurde der Behring Nephelometer
Anayzer (BNA) verwendet.

Die Referenzbereiche sind fur Kreatinin 0,7 - 1,3 mg/dL (Manner) bzw. 0,5 - 1,1 mg/dL
(Frauen), fur Folat 3 - 17 ng/mL, fur Vitamin By, 200 - 950 pg/mL, fur Cholesterin 150 -
240 mg/dL, fur Triglyceride 70 - 200 mg/dL und fur Lp(a) < 30 mg/dL.

3.2 Stabilitat der Homocysteinkonzentration in vitro

Zahlreiche Verdffentlichungen weisen darauf hin, dass die Blutproben fir die Homocystein-
bestimmung auf Eis abzunehmen sind, weil die Homocysteinkonzentration in EDTA-Blut
oder Serum bei Raumtemperatur nicht stabil ist. Um Klarheit Uber die dabei ablaufenden
Prozesse zu gewinnen und Mdglichkeiten fur eine Verbesserung der Préanalytik zu finden,

wurden die folgenden Versuche durchgefhrt.

3.2.1 Stabilitat in Plasma

Zwei EDTA-Plasmaproben mit einer Ausgangskonzentration von 5 bzw. 33 pmol/L
Homocystein wurden 24, 48 und 72 Stunden lang bei Raumtemperatur stehengelassen und
dann erneut vermessen.

Fur jeden Zeitpunkt erfolgten zwei oder drei Homocysteinbestimmungen, aus denen der
Mittelwert errechnet wurde. Die Abweichung (Variationskoeffizient) betrug dabel 1 - 11 %.
Aliquots einer weiteren EDTA-Blutprobe wurden zentrifugiert, das Plasma jedoch nicht ab-
pipettiert, sondern Uber den Zellen bei Raumtemperatur stehengelassen. Die Homocystein-

konzentration im Plasmawurde nach O, 1, 2 und 4 Stunden bestimmt.
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3.2.2 Stabilitat in Vollblut

Das Blut von sechs verschiedenen Personen war in EDTA-, Natrium-Fluorid (NaF)- und NaF/
Heparin-Roéhrchen abgenommen und sofort aliquotiert worden. Die Aliquots wurden O, 1, 2,
3, 4 und 6 Stunden bei Raumtemperatur oder im Kihlschrank stehengelassen. Nach dem
entsprechenden Zeitintervall wurden die Proben zentrifugiert, das Plasma von den Zellen
getrennt und die Homocysteinkonzentration im Plasma bestimmt.

In einem weiteren Versuch wurde das Blut aus den obengenannten Blutabnahmesystemen
Uber einen Zeitraum von 0, 6, 24 und 48 Stunden aliquotiert bei Raumtemperatur
stehengelassen. Nach dem entsprechenden Zeitintervall wurden die Aliquots zentrifugiert und
das abpipettierte Plasma bei - 30 °C eingefroren. Die Messung der Proben fand als
Dreifachbestimmung in einem Lauf statt. Der Variationskoeffizient lag dabei unter 5 %.

Die EDTA-, Heparin- und NaF-Monovetten wurden von der Firma Sarstedt (G-NUmbrecht)
bezogen.

Fur das Natrium-Fluorid/Heparin-Abnahmesystem wurde Natrium-Fluorid (NaF) in einer
Endkonzentration von 4 g/L zu Heparin-Monovetten gegeben.

3.2.3 Stabilitét in Erythrozyten

Um den Nachweis einer intraerythrozytéaren Homocysteinproduktion zu fihren, wurden die
Erythrozyten mit 0,9-prozentiger NaCl-Losung aus einer EDTA-Vollblutprobe herausge-
waschen und dann in dieser Losung (”intakte Erythrozyten™) oder nach Lyse mit destilliertem
Wasser ("lysierte Erythrozyten”) aliquotiert bel Raumtemperatur stehengelassen. Nach 0, 2, 4
und 6 Stunden wurden auch die intakten Erythrozyten lysiert und die jeweilige Homocystein-
konzentration der Aliguots bestimmt.
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3.3 Klinische Evaluierung der Homocysteinbestimmung

3.3.1 Patientenkollektiv

Die Blutproben stammten von Patienten der gefél3chirurgischen und der kardiologischen
Abteilung des Universitatskrankenhauses rechts der Isar in Minchen. Sie wurden im Zeitraum
vom 16.02.1996 bis 24.01.1997 (Gefélichirurgie) bzw. vom 03.07.1996 bis 12.09.1996
(Kardiologie) gesammelt.

Es wurden nur Patienten in das Kollektiv aufgenommen, die mindestens eine der folgenden
Diagnosen aufwiesen: periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) der unteren
Extremitdt oder des Beckens, Stenose oder Verschluss der Arteria carotis, Bauch-
aortenaneurysma (BAA) oder koronare Herzkrankheit (KHK).

Von den 231 aufgenommenen Patienten waren 69 Frauen und 162 Manner. Sie waren
zwischen 28 und 89 Jahren alt. 121 von ihnen litten an einer pAVK, 94 an einer KHK, 76 an
einer Stenose oder einem Verschluss einer oder beider Karotiden und 21 an einem BAA.
60 Patienten hatten zwei, neun hatten drei dieser Diagnosen.

Anamnestische Informationen tber Vorerkrankungen und kardiovaskulére Risikofaktoren wie
Bluthochdruck, Adipositas, Diabetes mellitus und eine positive Familienanamnese beziiglich
Gefékrankheiten sowie die Laborwerte fir Cholesterin, Triglyceride, Lp(a) und Kreatinin
wurden teillweise nachtréglich aus den Akten und Anamnesebtgen herausgesucht und sind
nicht vollstéandig.

3.3.2 Referenzkollektiv

Die 44 Teilnehmer am Referenzkollektiv waren Krankenhausmitarbeiter (bzw. drei ihrer
Kinder; n = 23) und Patienten der Kardiologie (n = 5), der Orthopéadischen Ambulanz (n = 8)
und der Urologie (n = 8).

Anamnestisch lag bei keinem ein Anhalt fur Angina pectoris, Herzinfarkt, pAVK,
transitorische ischamische Attacke (TIA) oder Apoplex vor. Bei den Patienten der Urologie
und der Orthopadischen Ambulanz wurden die Karotiden auskultiert und die Fuf3pulse

getastet, um eine Gefal3stenose oder einen -verschluss auszuschlief3en.
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Die Probanden durften keine schweren oder konsumierenden Krankheiten haben. Als
Ausnahme wurden zwel Patienten mit Prostata-Karzinom akzeptiert, weil ihr PSA (prostata-
spezifisches Antigen) -Wert niedrig war, was auf eine geringe Aktivitat ihrer Erkrankung
hinweist.

Die Kreatininwerte lagen im Referenzbereich. Bel zehn Personen waren sie alerdings nicht
bestimmt worden. Jedoch gab es bei diesen Probanden keinen Hinwels auf eine einge-
schrénkte Nierenfunktion, so dass sie ebenfals in das Referenzkollektiv eingeschlossen

wurden.

3.3.3 Gentrager der thermolabilen M THFR-Variante (C677T)

Bel einem 41jdhrigen méannlichen Tellnehmer am Referenzkollektiv war die extrem hohe
Homocysteinkonzentration (bei niedrignormalem Folat) aufgefalen. Mit einer molekular-
biologischen Untersuchunglf:,| die im selben Ingtitut von Dr. B. Muller durchgefthrt wurde,
konnte bei ihm die thermolabile Variante der MTHFR (C677T) nachgewiesen werden. Der
Proband nahm daraufhin verschiedene Vitamintabletten jeweils mindestens einen Monat lang
ein und lie3 nach einem, zwei, zehn und dreizehn Monaten seine Homocysteinwerte
kontrollieren. Die Substitutionspréparate waren Folsanl (5 mg Folsaure pro Tablette),
Vitamin B6-Hevert] (100 mg Pyridoxin-HCI) und Folgammall (25 pg Cyanocobalamin und
1,5 mg Folsdure).

Die molekularbiologische Untersuchung wurde bel elf weiteren Personen mit erhéhten Homo-

cysteinkonzentrationen im Plasma durchgefuhrt.

Die Punktmutation C677T wurde mit einer Kombination aus Polymerase-Ketten-Reaktion und
Restriktions angenpolymorphismus (PCR-RFLP) untersucht. Das methodische Vorgehen erfolgte wie von Frosst
et a.” publiziert.
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3.3.4 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte hauptsachlich mit dem Statistikprogramm ASTUTE
fur Excel (Microsoft Corporation). Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mit dem
Student-t-Test auf ihre Signifikanz geprift. Um die Mittelwerte von mehr als zwel
Kollektiven zu vergleichen, wurde der Kruskal-Wallis-Test as ”One-way-ANOVA”-Modell
verwendet. Der Zusammenhang verschiedener Faktoren mit der Plasmakonzentration von
Homocystein wurde mit dem Spearmanschen Rangkorrelationskoeffizienten dargestellt. Die
multiple lineare Regressionsanalyse wurde mit dem statistischen Softwarepaket SPSS fir
Windows (Inc. SPSS) im Institut fur Medizinische Statistik und Epidemiologie der
TU Munchen (IMSE) durchgefiihrt. Die unabhéngigen Variablen waren Folsaure, Alter und
Kreatinin, die abhéngige Variable war Homocystein. Weil fir die Testung eine Normal-
verteilung erforderlich war, wurden die Homocysteinwerte logarithmiert (10gso).

Ein statistisch bedeutsamer Unterschied wurde jeweils bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit

von < 5 % angenommen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Analytischer Teil

Zur Quantifizierung von Homocystein wurde zunéchst die Methode von Jacobsen,® der mit
dem Fluoreszenzreagenz Bromobiman arbeitet, auf unserer HPLC-Anlage etabliert. Mit
einem abgewandelten Eluenten-Gradienten-System und einer anderen HPLC-Saule erreichten
wir die Auftrennung der Substanzen Cystein, Homocystein und Cysteinylglycin (Abbildung
4-1).
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Abb. 4-1. Chromatogramm bei Verwendung von Bromobiman a's Fluoreszenzreagenz.

Saule: RP-C8 (2 mm)

Eluenten: Essigsaure-Methanol-Gemisch (A) und reines Methanol (C)

Der Gradient ist eingezeichnet.

CysCystein Cys-Gly Cysteinylglycin Hcy Homocystein 1S Interner Standard
(Gemisch aus Standardldsungen)

Wegen der zahlreichen durch Bromobiman verursachten Storpeaks wechselten wir zu dem
fluoreszierenden Derivatisierungsreagenz SBD-F, das unter basischen Bedingungen thiol-

spezifisch reagiert. Abbildung 4-2 zeigt das Reaktionsschema.
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Abb. 4-2. Die Reaktion von SBD-F (7-Fluor-benzofurazan-4-sulfonsaure Ammoniumsalz)
mit Thiolverbindungen.

Svany Nukleophile Substitution eines Arylrestes
R Rest

Anfangs wurde zur Auftrennung der SBD-F-Derivate ein Eluentensystem mit dem lonenpaar-
reagenz HFBA in KH,PO,-Puffer und Acetonitril verwendet, mit dem die Peaks sehr gut ge-
trennt werden konnten. Es erwies sich dabel aber als problematisch, dass die Peaks wahrend
eines Laufes immer mehr nach hinten drifteten. Dieses Phanomen war vermutlich auf eine
schlechte Gleichgewichtseinstellung zwischen der HFBA und dem Saulenmaterial zurlick-
zufthren.

SchlieRlich etablierten wir die Methode von Fortin u. Genest™® bzw. Vester u. Rasmussen® in
leicht modifizierter Form. Mit einem Acetat-Puffer as Eluent war die Trennung der Thiole
Cystein, Homocystein, Cysteinylglycin, Glutathion und Mercaptopropionylglycin hier gut
reproduzierbar (Abbildung 4-3).

Mit dieser Analytik wurden alle Messungen fur die Stabilitétsversuche und die Kklinische
Evaluierung der Homocysteinbestimmung durchgeftinrt. Jetzt wird sie routinemdl3ig am
Institut fur Klinische Chemie und Pathobiochemie des Klinikums rechts der Isar eingesetzt.

Alle Peaks sind an der Basidinie getrennt. Die Substanzen Cystein, Homocystein, Cysteinyl-
glycin und Glutathion wurden durch den Vergleich mit Standardldsungen identifiziert.
Schwefelhaltige Medikamente wie Captopril und Penicillamin werden durch die Methode
nicht erfasst.

Als interner Standard kdénnen Mercaptopropionylglycin und N-Acetyl-L-Cystein verwendet
werden (Abbildung 4-4). Mercaptopropionylglycin wird etwa eine halbe Minute spater als
Acetylcystein eluiert und ist besser geeignet, da zu diesem Zeitpunkt keine anderen fluores-
zierenden Substanzen die Saule verlassen. Unter dem Acetylcystein-Peak fanden wir dagegen
haufiger Storpeaks.
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Abb. 4-3. Chromatogramm bei Verwendung von SBD-F al's Fluoreszenzreagenz.

Saule: RP-C18 (4 x 125 mm)

Eluenten: Essigsaure-M ethanol-Gemisch und reines M ethanol

CysCystein Cys-Gly Cysteinylglycin Hcy Homocystein GSH Glutathion
IS Interner Standard (N-(2-Mercaptopropionyl)-glycin)

(Plasmaaufarbeitung)

COOH COOH
I I
CH, HC-NH-C-CH
I | o)
NH CHs
I I

o=C SH
I

HS-CH
I
CH;

N-(2-Mercaptopropionyl)-glycin N-Acetyl-L-cystein

31

Abb. 4-4. Die Strukturformeln von N-(2-Mercaptopropionyl)-glycin und Acetylcystein,

die beide als interner Standard verwendet werden konnen.
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Der Variationskoeffizient war fir die Intraassayprazision 5,8 % und fur die Intravialprézision
2,1 %. Fur die Interassayprazision betrug er im hohen Messbereich (28,2 +£3,3 umol/L) 7,1 %
und im niedrigen (12,2 £1,4 umol/L) 6,8 %.

Die Prifung der Richtigkeit erfolgte mit externen Kontrollen. Die Werte wurden im Mittel um
9 - 11 % zu niedrig gemessen.

Die Linearitét ist bei einem linearen Regressionskoeffizienten (r?) von 0,996 bis 80 pmol/L
Homocystein mit Standardldsungen gesichert. Mit aufgestockten Plasmaproben des hohen
(28,2 + 3,3 umol/L) und des niedrigen (12,2 = 1,4 umol/L) Messbereichs wurde sie bis
60 pmol/L gepriift (r* = 0,994 bzw. 1,000).

Das Detektionslimit, definiert als Signal-to-Noise-Ratio > 3, liegt bei 0,5 pumol/L.

Die Drei-Punkt-Eichkurve wird vor jedem Lauf mit aufgestockten Plasmaproben neu erstellt.
Homocystein-Standardl6sungen kénnen nicht zur Kalibrierung verwendet werden, da sich die
Steigungen der mit Plasma bzw. Standardldsungen ermittelten Kurven durch Matrixeffekte
erheblich (um etwa 40 %) unterscheiden.

Eine HPLC-Messung dauert finfzehn Minuten. Limitiert durch die aufwéndige Proben-
vorbereitung und die Bestiickung des Autosamplers mit einer beschrénkten Anzahl von
Proben kdnnen in 24 Stunden etwa 50 Proben vermessen werden.

Auch die anderen Sulfhydryl-haltigen Substanzen Cystein, Cysteinylglycin und Glutathion
kénnen mit der beschriebenen Methode quantifiziert werden. Dabel ist allerdings zu
berticksichtigen, dass Glutathion (Cys-Gly-Glu) unter Hitzeeinwirkung und durch das Enzym
y-Glutamyltransferase (y-GT) in das Dipeptid Cysteinylglycin (Cys-Gly) und in
Glutaminsdure (Glu) gespalten wird. Wéhrend diese Vorgange bel der Bestimmung von
Homocystein keine Rolle spielen, misste fur die Quantifizierung von Glutathion und
Cysteinylglycin die Préanaytik noch entsprechend optimiert werden.

Die HPLC-Analytik ist nicht nur zur Messung von Homocystein im Plasma, sondern auch im
lysierten Vollblut geeignet (Abbildung 4-5). Die Peaks von Cystein und Homocystein sind
niedriger as im Plasma-Chromatogramm (Abbildung 4-3), da durch die freigesetzte Intra-
zellularflussigkeit eine Verdinnung stattfindet. Glutathion ist dagegen in den Erythrozyten in
wesentlich hoherer Konzentration as im Plasma enthaten und erzeugt im Lyse
Chromatogramm deshalb einen sehr hohen Peak.

Die Retentionszeiten der einzelnen Peaks entsprechen denen der Plasmaaufarbeitung.
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Abb. 4-5. Chromatogramm einer lysierten Blutprobe.

Saule: RP-C18 (4 x 125 mm)

Eluenten: Essigsaure-Methanol-Gemisch und reines M ethanol

CysCystein Cys-Gly Cysteinylglycin Hcy Homocystein GSH Glutathion
IS Interner Standard (N-(2-Mercaptopropionyl)-glycin)

4.2 Stabilitat der Homocysteinkonzentration in vitro

4.2.1 Stabilitat in Plasma

Die in abzentrifugiertem EDTA-Plasma bestimmte Homocysteinkonzentration war im
physiologischen Bereich (5 - 33 umol/L) bei Raumtemperatur mindestens 48 Stunden lang
stabil (Tabelle 4-1). Plasma, das tiber den Blutzellen belassen wurde, zeigte dagegen nach vier

Stunden bel Raumtemperatur einen Anstieg der Homocysteinkonzentration um 73 %.

" Reagenzienzusammensetzung des Blutabnahmesystems beschrieben in Probst et al.*®
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Tabelle 4-1. Stabilitét der Homocysteinkonzentration in EDTA-Plasma bei Raumtemperatur

Probe 1 Probe 2
Zeit [Stunden] Homocystein [umol/L] Homocystein [umol/L]
0 5,28 33,3
24 5,29 32,3
48 5,33 35,7
72 - 32,5
Variationskoeffizient 0,4 % 4,1 %

4.2.2 Stabilitat in Vollblut

In Vollblutproben, die mit verschiedenen Stabilisatoren versetzt waren (EDTA, Natrium-
Fluorid (NaF), NaF/Heparin), nahm die Homocysteinkonzentration stark zu, wenn das Blut
einige Zeit stehengelassen wurde (Abbildung 4-6 a und b).

In EDTA-Vollblut stieg sie bei Raumtemperatur innerhalb von vier bis sechs Stunden um 26
bis 100 %, in NaF- oder NaF/Heparin-Blut mit 23 bis 88 % etwas weniger stark an. In allen
Féalen fiel auf, dass das Ausmal? des Anstiegs von Probe zu Probe sehr variierte.

Der Konzentrationsanstieg von EDTA-Vollblut im Kihlschrank war mit 23 % deutlich
geringer.

In den Diagrammen von Abbildung 4-6 sind zum Vergleich auch die Kurven von mit
Zitronensaure und EDTA stabilisierten Lysatproben abgebildet.ElDie Schwankungen um den

Anfangswert lagen hier zwischen - 5% und + 9 %.

*Vgl. Probst et al.*®
Dieses Blutabnahmesystem wurde von anderen Mitarbeitern des Instituts entwickelt.
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Abb. 4-6. Stabilitét der Homocysteinkonzentration in verschiedenen Blutabnahmesystemen.

a Konzentrationsdnderung in sechs Stunden

b Konzentrationsdnderung in 48 Stunden

NaF Natrium-Fluorid

*stabilisiert mit EDTA und Zitronensaure (vgl. Probst et al.*)
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4.2.3 Stabilitat in Erythrozyten

In isolierten Erythrozyten bewegte sich der Konzentrationsanstieg von Homocystein mit tber
100 % in einem dhnlich hohen Bereich wie der im Vollblut. Dabel schien die Zelle in ihrer
Funktion als Kompartiment nicht bedeutend zu sein, denn die Verdnderung der Homocystein-
konzentration fand gleichermal3en in der Lésung aus lysierten Erythrozyten und in den
intakten Erythrozyten statt (Abbildung 4-7).

Die Homocysteinkonzentration in den Erythrozyten betrug etwa 3 pumol/L und war damit
niedriger als die im Plasma (etwa 10 pumol/L), so dass ein Konzentrationsgradient zwischen
Blutzellen und —plasmavorlag.

st 138 %
119 %

Homocystein (umol/L)

—&—lysierte Erythrozyten in Aqua dest.

—O—intakte Erythrozyten in NaCl

0 1 2 3 4 5 6
Zeit (Stunden)

Abb. 4-7. Verdnderung der Homocysteinkonzentration in isolierten Erythrozyten bel

Raumtemperatur.
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4.3 Klinische Evaluierung der Homocysteinbestimmung

4.3.1 Charakterisierung des Patienten- und des Refer enzkollektivs

37

Fur die klinische Evaluierung der Homocysteinbestimmung wurden die Plasmaproben von
231 gefaichirurgischen bzw. kardiologischen Patienten und 44 gefél3gesunden Probanden

untersucht. Die beiden Gruppen wurden einander als Patienten- und Referenzkollektiv

vergleichend gegentibergestellt (Tabelle 4-2).

Tabelle 4-2. Angaben zum Patienten- und Referenzkollektiv

Patientenkollektiv Referenzkollektiv p
Anzahl: gesamt 231 44
m 162 23
w 69 21
Alter [Jahre]
X*s 66,3 +11,2 458 +18,4 < 0,0001
(95%-KI) (64,9 - 67,8) (40,2 - 51,4)
Kreatinin [mg/dL]
X £S 1,1+0,7° 0,8 +0,2° < 0,0001
(95%-KI) (1,0-1,2) (0,7-0,8)
Folat [ng/mL]
X £s 7,7+3,8° 8,1 +4,0° 0,5068
(95%-KI) (7,2-8,2) (6,8 - 9,4)
Homocystein [umol/L]
X £s 14,1 +6,6 11,0+£3,9 0,0005
(95%-Ki) (13,2- 14,9) (9,8-12,2)

2 berechnet mit dem Student-t-Test

Die Kreatinin- und Folatwerte konnten nicht von allen Personen erhoben werden.

bn=211:n=227;9n=34;°n=40
95%-K1 95-Prozent-K onfidenzintervall
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Die Frauen hatten sowohl im Patienten- als auch im Referenzkollektiv einen 12 - 20 %
niedrigeren Homocystein-Mittelwert as die Manner. Bei den Patientinnen betrug er
12,9 £ 59 umol/L (95%-KI 11,5 - 14,3), bel den Teilnehmerinnen am Referenzkollektiv
98 £ 3,2 umol/L (8,3 - 11,2). Fur die Méanner waren die Werte 14,6 + 6,8 umol/L
(13,6 - 15,7) bzw. 12,2 +4,1 pmol/L (10,4 - 14,0).

Beziiglich des Alters, der Kreatinin- und der Homocysteinwerte (vgl. 4.3.2) unterschieden
sich die beiden Kollektive signifikant:

Die Patienten waren im Durchschnitt 20 Jahre dlter als die Teilnehmer am Referenzkollektiv,
mit einem Haufigkeitsgipfel zwischen 66 und 75 Jahren (Abbildung 4-8). Die Manner waren
unter ihnen deutlich Uberreprésentiert (70 %). Im Referenzkollektiv war das Verhdtnis der
Geschlechter dagegen ausgeglichen.

Der Kreatininwert lag nur bel 172 von 231 Patienten im Referenzbereich, wahrend dies fir
das Referenzkollektiv Aufnahmebedingung war. Doch auch bei diesen 172 Patienten mit
guter  Nierenfunktion betrug das 95-Prozent-Konfidenzintervall fir  Kreatinin
0,86 - 0,92 mg/dL, im Referenzkollektiv dagegen 0,72 - 0,83 mg/dL, womit sich die Werte
signifikant (p = 0,0004) unterschieden.

Die durchschnittlichen Konzentrationen von Serumfolat waren im Patienten- und Referenz-
kollektiv fast gleich.

0,4 7

—l— Patientenkollektiv

—O— Referenzkollektiv

relative Haufigkeit

0-15 16-25 26-35 36-45 46-55 56-65 66-75 76-85 86-89
Alter (Jahre)

Abb. 4-8. Altersverteilung im Patienten- und im Referenzkollektiv.
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4.3.2 Homocysteinwerteim Vergleich: Patienten- und Refer enzkollektiv

Die 25-Prozent-Quartile, der Median und die 75-Prozent-Quartile der Homocysteinwerte
betrugen im Patientenkollektiv 10,0 - 12,1 - 17,3 umol/L und im Referenzkollektiv 8,7 - 10,6
- 124 pmol/L (Abbildung 4-9). Die Spannweite war bel den Patienten sehr grof3
(5,0 - 42,7 umol/L), wobei die Mehrzahl der Werte im Bereich bis 21,2 umol/L normalverteilt
war, und nur 12 % dartber lagen.

Als mogliche Ursachen fir diese Extremwerte auf3erhalb der Normalverteilung wurden das
Alter, eine eingeschrénkte Nierenfunktion und Gendefekte in Betracht gezogen. Es ergab sich
fUr die Patienten mit Homocysteinwerten bis 21,2 pumol/L ein Altersmittelwert von 66 + 11
und far die mit Werten Gber 21,2 umol/L von 71 + 10 Jahren. Die Werte unterschieden sich
signifikant (p = 0,0223). Bezlglich der Kreatininwerte war der Unterschied zwar nicht
signifikant, jedoch ebenfalls deutlich vorhanden (1,1 + 0,6 vs 1,4 £ 0,9 mg/dL; p = 0,0588).
Ein Patient mit einer Homocysteinkonzentration von 41,5 pmol/L wurde mit einer molekular-
biologischen Untersuchung as homozygoter Gentrager fur die thermolabile Variante der
MTHFR identifiziert. Bel den anderen Patienten konnte diese Untersuchung nicht
durchgefuhrt werden, da keine Vollblutproben zur Verfigung standen.

Die Spannweite der Homocysteinwerte im Referenzkollektiv (5,0 — 24,1 pmol/L) war
wesentlich kleiner als im Patientenkollektiv. Die Werte waren zunéchst nicht normalverteilt.
Jedoch konnten die beiden hdchsten Homocysteinkonzentrationen (20,7 und 24,1 pmol/L)
Probanden zugeordnet werden, die sich ebenfalls als homozygote Gentrager fir die
thermolabile Variante der MTHFR erwiesen. Ohne diese beiden Manner waren die
Homocysteinwerte normalverteilt, der Mittelwert im Referenzkollektiv betrug dann 10,5 +3,0
statt 11,0 £3,9 pmol/L.

Die Homocystein-Mittelwerte des Patienten- und des Referenzkollektivs (14,1 + 6,6 vs
11,0 £ 3,9 umol/L) unterschieden sich signifikant (p = 0,0005). Dies galt auch fir die Werte
der Frauen (12,9 + 5,9 vs 9,8 = 3,2 umol/L; p = 0,0100). Bei den Mannern war der Student -t-
Test nur signifikant, wenn man die beiden MTHFR-homozygoten Ausreif3er im
Referenzkollektiv weglief? (14,6 £ 6,8 vs 11,2 + 2,6 umol/L; p = 0,0021; mit Ausreil3ern
146 £6,8vs12,2 + 4,1 umol/L; p = 0,0594).
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30--

M Referenzkollektiv

@ Patientenkollektiv

absolute Haufigkeit

::E%HEEHHHH | Al L0
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Homocystein (umol/L)

Abb. 4-9. Homocysteinverteilung im Patienten- und im Referenzkol | ektiv.
Darstellung al's Box-and-Whisker-Diagramm.

4.3.3 Der Einfluss ver schiedener Faktoren auf den Homocysteinwert

Um den Zusammenhang zwischen dem Alter, der Nierenfunktion (ausgedrtickt durch den
Kreatininwert), den Folatwerten, den Blutfetten (Cholesterin, Triglyceride, Lp(a)) und der
Homocysteinkonzentration in unseren Kollektiven beurteilen zu konnen, wurde der
Spearmansche Rangkorrel ationskoeffizient berechnet (Tabelle 4-3).

Aul¥erdem wurde eine multiple lineare Regressionsanalyse mit Alter, Kreatinin und Folséure
als unabhéngigen Variablen und Homocystein als abhangiger Variable durchgefuhrt (Tabelle
4-4). Zwischen den unabhdngigen Variablen bestand dabei keine Korrelation, die das
Ergebnis verfd schte (Abbildung 4-10). Dies wurde mit dem statistischen Software-Programm
SPSS Uberpriift.
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Tabelle 4-3. Die Korrelation verschiedener Faktoren mit den Homocysteinwerten im Plasma

Einflussfaktor n rs p

Alter 275 0,3739 < 0,0001
Kreatinin 245 0,3542 <0,0001
Folat 267 - 0,1346 0,0279
Vitamin By, 39 0,2976 0,0658
Cholesterin 73 - 0,0341 0,7746
Triglyceride 74 - 0,0288 0,8077
Lp(a) 57 -0,2751 0,0384

Das Patienten- und das Referenzkol lektiv wurden gemeinsam ausgewertet (n = 275).
rs Spearmanscher Rangkorrel ationskoeffizient

oy
- |
Hey 15 B ]
togioy | ?’ i
os {1—1 —f
(R | - 1| o - | o -—
0o 20 40 80 0,00 100 20,00 o 50 100
.0 . 10 r
8.0 ——— L | =0 =g
1) — 50
Kreatinin 40— = |40 L |
(gL 30 e 30 o]
20—k = 20 +— e —
10 am |10 5 ==
0,0 - = Joo :
(510 1) ¥elua] 20,00 o 50 0
Fodshure
(ngfmk)

Abb. 4-10. Scatter-Diagramme, die die Bezichung der unabhan-

gigen Variablen Kreatinin, Folsiure und Alter unter-
einander und mit der abhingigen Variablen Homo-
cystein (Hey) darstellen




4 ERGEBNISSE 42

Tabelle 4-4. Ergebnisse der multiplen linearen Regression

Unabhangige Variablen*  Regressions- Anstieg der Homocysteinkonzentration pro  p
koeffizient Einheit der unabhangigen Variablen
(log1p) fir einen Homocystein-Bereich von etwa
10 bis 40 umol/L
Kreatinin 0,081324 1,73 - 6,41 pumol/L // mg/dL 0,0001
Alter 0,0036902 0,09 - 0,34 pmol/L // Jahr 0,0001
Folat - 0,0078367 - 0,18 - (- 0,73) umol/L // ng/mL 0,0045

*Die abhangige Variable war Homocystein.
Das Patienten- und das Referenzkol lektiv wurden gemeinsam ausgewertet (n = 237).
Fiir das Modell gilt: r? = 0,2100; p = 0,0001

Um mit der Regressionsanalyse gultige Ergebnisse zu erzielen, muss die abhangige Variable
normalverteilt sein. Dies wurde durch die Logarithmierung (log;o) der Homocysteinwerte
erreicht. Weil damit auch die Regressionskoeffizienten fur die jeweiligen unabhangigen
Variablen logarithmische Werte hatten, ergab sich keine lineare Beziehung, sondern ein mit
der Hohe der Homocysteinkonzentration zunehmender Einfluss der unabhangigen Variablen.
So |&sst sich z. B. berechnen, dass der Anstieg der Homocysteinkonzentration pro Lebengahr
zwischen 0,09 und 0,34 pmol/L liegt, je nachdem, ob die Ausgangskonzentration 10 oder
40 pmol/L Homocystein betragt.

Die Rechnung ist folgendermal3en durchzuf ihren:

Der logarithmierte Regressionskoeffizient fir das Alter betrégt 0,00369.

Bel einem Homocystein-Ausgangswert von 10 pmol/L:
|Og]_010 =1
1+ 0,00369 = 1,00369
antilogi01,00369 = 10,09 [umol/L]

Bei einem Homocystein-Ausgangswert von 40 pmol/L:

1001040 = 1,6
1,6 + 0,00369 = 1,60369
antilogi01,60369 = 10,34 [umol/L]

Auf die gleiche Weise kann die Rechnung fur Folat und Kreatinin durchgeftihrt und damit der
Einfluss dieser Variablen auf den Homocysteinwert rechnerisch abgeschétzt werden
(Tabelle 4-4).
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Mit der Regressionsanalyse ist auch die Berechnung eines an die unabhéngigen Variablen
angeglichenen Homocystein-Mittelwertes mdglich (geometrischer Mittelwert). Dieser betrug
fUr das Patientenkollektiv 12,6 umol/L (95%-KI1 12,0 - 13,2) und fir das Referenzkollektiv
13,4 umol/L (95%-KI 11,6 - 15,4). Die Mittelwerte der beiden Kollektive unterschieden sich
damit fast nicht mehr (p = 0,4335).

Alter und Geschlecht

Das Alter erwies sich sowohl in der Korrelations- als auch in der Regressionsanalyse als
signifikanter Einflussfaktor (p = 0,0001). Wie sich mit dem Regressionskoeffizienten
(Tabelle 4-4) berechnen lasst, erhdht sich die Homocysteinkonzentration um 0,9 bis
3,4 umol/L, wenn das Alter um zehn Jahre ansteigt.

Auch das Geschlecht hatte Einfluss auf die Homocysteinkonzentration (Abbildung 4-11). Die
Werte waren bel den Frauen durchschnittlich um 12 % (Patientenkollektiv) bzw. 20 %

(Referenzkollektiv) niedriger als bei den Mannern.

24T
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"

>

(%]

<]

€ 8
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Abb. 4-11. Homocystein in Abhéngigkeit von Alter und Geschlecht.

Das Patienten- und das Referenzkol lektiv wurden gemeinsam ausgewertet.
Frauen n = 90; Manner n = 185
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Kreatinin

Der Zusammenhang bzw. die Abhangigkeit der Homocystein- von den Kreatininwerten war
ebenfalls signifikant (p = 0,0001). Die Regressionsanalyse (Tabelle 4-4) ergab fir einen
Anstieg der Kreatininkonzentration um 0,1 mg/dL eine Erhéhung des Homocysteinwertes
zwischen 0,2 und 0,6 pmol/L.

Um den Einfluss der Nierenfunktion besser beurteilen zu kdnnen, wurde eine Untergruppe aus
dem Patientengesamtkollektiv herausgenommen, die nur Patienten enthielt, deren Kreatinin-
werte innerhalb des Referenzbereiches lagen (n = 172). |hr Homocystein-Mittelwert war mit
13,0 £5,6 pmol/L (95%-KI 12,2 - 13,9 umol/L) deutlich, aber nicht signifikant niedriger als
der aler Patienten (14,1 £ 6,6 umol/L; p = 0,0989). Die Erhéhung im Vergleich zum Refe-

renzkollektiv blieb bei einem Signifikanzniveau von 0,0220 erhalten.

Folsaureund Vitamin B>

Der Korrelations- und der Regressionskoeffizient, die die Beziehung von Folsiure und Homo-
cystein beschreiben, waren negativ (Tabelle 4-3 und 4-4). Somit ergab sich rechnerisch bei
einem Anstieg des Folatwertes um 1 ng/mL eine Abnahme der Homocysteinkonzentration um
0,2 bis 0,7 umol/L. Der Einfluss dieses Vitamins war signifikant, jedoch war das Signifikanz-
niveau (p = 0,0279 bzw. 0,0045) niedriger als fur die Einflussfaktoren Alter und Kreatinin.

Im Referenzkollektiv war auch Vitamin B, bestimmt worden. Die Korrelation mit Homo-
cystein war aber nicht signifikant (p = 0,0658; Tabelle 4-3).

Cholesterin, Triglyceride, Lp(a)

Fir die Beziehung von Lp(a) und Homocystein ergab sich ein signifikanter negativer
Korrelationskoeffizient von - 0,2751 (p = 0,0384). Cholesterin und Triglyceride waren nicht
signifikant mit Homocystein korreliert (p = 0,7746 bzw. p = 0,8077; Tabelle 4-3).

Neben den oben genannten messbaren Parametern wurde auch das kardiovaskulare
Risikoprofil der Patienten erfasst (Tabelle 4-5).
Patienten, bei denen ein Diabetes mellitus oder ein Bluthochdruck diagnostiziert worden war,

wiesen im Durchschnitt hdhere Homocysteinwerte als die Gesamtheit der Patienten auf. Beim
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Vergleich der Risikogruppen miteinander (Testung mit ANOVA; p = 0,0589) oder mit dem
Patientenkollektiv insgesamt war aber kein signifikanter Unterschied feststellbar.

Tabelle 4-5. Kardiovaskulére Risikofaktoren im Patientenkol lektiv

n Homocystein [umol/L] p*
X £s (95%-KI)
Patienten gesamt 231 14,1 +6,6 (13,2 -14,9)
Bluthochdruck 127 (55%) 14,7 +6,8 (13,5-15,9) 0,4309
Rauchen 78 (34%) 13,1+5,8 (11,8-14,4) 0,2140
Diabetes mellitus 51 (22%) 15,6 +7,7 (13,4-17,8) 0,2088

pos. Familienanamnese bez. GefalRerkrankungen 17 (7%) 11,8+6,1 (8,7-15,00 0,1581

95%-KI 95-Prozent-Konfidenzintervall
* berechnet mit dem Student-t-Test fUr den Vergleich mit dem gesamten Patientenkollektiv

4.3.4 Erstellung eines Refer enzber eiches

Bel der Interpretation der klinisch-chemischen Befunde ist fir den Kliniker im Falle von
Homocystein hauptsachlich der obere Grenzwert wichtig. Es gibt verschiedene Moglichkeiten
diesen festzulegen, z. B. kdnnen die 90. oder 95. Perzentile eines definierten Kollektivs
gewdhlt werden, oder man orientiert sich am Mittelwert und der Standardabweichung des
Referenzkollektivs (Tabelle 4-6).

Allgemeine Bedingung fur die Aufnahme in das Referenzkollektiv war, dass bel den
Probanden anamnestisch und z. T. durch klinische Untersuchung gesichert kein Anhalt fir
Herz-Kreidauf-Erkrankungen oder andere schwere Grundleiden vorliegen durfte (, Gesamt-
Referenzkollektiv*). Well der Einfluss der Vitamine Folsdure und B1, auf die Homocystein-
konzentration bekannt ist, wurde aus dem Gesamt-Referenzkollektiv eine Untergruppe aus-
gewahlt, fur die nur Probanden akzeptiert wurden, deren Folatwert > 4 ng/mL und Vitamin-
Bio-Wert > 250 pg/mL war, d. h. die Vitaminwerte durften weder aul3erhalb des Referenz-
bereicheﬁ liegen noch grenzwertig niedrig sein. Diese Aufnahmebedingungen fir das
» Referenzkollektiv mit ausreichendem Vitaminstatus® trafen auf 27 von 44 Personen zu.

Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen zeigte sich vor alem bei hohen Homocystein-

8 Referenzbereich fiir Folsaure: 3 - 17 ng/mL, fiir Vitamin Byy: 200 - 950 pg/mL
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konzentrationen (Abbildung 4-12). Der Maximalwert betrug im , Referenzkollektiv mit aus-
reichendem Vitaminstatus® 15,9 umol/L, im Gesamt-Referenzkollektiv dagegen 24,2 pmol/L.
Die beiden Trager der thermolabilen MTHFR-Variante (vgl. 4.3.2), die fir ein Referenz-
kollektiv ohnehin nicht akzeptabel gewesen wéren, wurden hier wegen ihrer niedrigen
Vitaminwerte ausgeschl ossen.

Der Mittelwert fir Homocystein betrug im “Referenzkollektiv mit ausreichendem Vitamin-
status’ 10,5 £ 2,7 umol/L (95%-KI1 9,5 - 11,6 pmol/L) gegeniber 11,0 = 3,9 umol/L im
Gesamt-Referenzkollektiv.

Homocystein (umol/L)

—@— Gesamt-Referenzkollektiv

—6—Referenzkollektiv mit ausreichendem
Vitaminstatus

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Perzentilen

Abb. 4-12. Homocystein-Perzentilen in zwel verschieden definierten Referenzkollektiven.

“Referenzkollektiv mit ausreichendem Vitaminstatus’: Folat = 4 ng/mL
Vitamin B, = 250 pg/mL

Die “strengeren” Grenzwerte, d. h. die 90. Perzentile bzw. der Mittelwert zuziglich einer
Standardabweichung, liegen zwischen 13,5 und 15,8 pmol/L Homocystein fur Ménner und
Frauen zusammen. Wenn man die Grenzziehungen grof3ziigiger anlegt (95. Perzentile bzw.
Mittelwert zuziglich zwel Standardabweichungen), erhdt man Werte zwischen 15,0 und
17,2 pmol/L.
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Tabelle 4-6. Obere Grenzwerte fur Homocystein, denen unterschiedliche Berechnungs-
methoden bzw. verschieden definierte Referenzkollektive zugrunde liegen

Oberer Grenzwert fir Homocystein
[umol/L]
(Anteil der Patientenwerte, die Uber
dem Grenzwert liegen [%])

m und w m w

Gesamt-Referenzkollektiv 15,8 (32,5) 15,9 (31,5) 13,2 (37,7)
90. Perzentile

Gesamt-Referenzkollektiv 17,2 (25,1) 20,5 (16,1) 14,1 (33,3)
95. Perzentile

Referenzkollektiv mit 13,5 (41,1) 14,5 (37,7) 13,2 (37,7)
ausreichendem Vitaminstatus?®
90. Perzentile

Referenzkollektiv mit 15,0 (32,9) 15,6 (32,7) 13,5 (36,2)
ausreichendem Vitaminstatus?®
95. Perzentile

Gesamt-Referenzkollektiv 13,5 (41,1) 13,8 (42,0) 13,0 (43,5)
ohne Homozygoteb
X +1s

Gesamt-Referenzkollektiv 16,5 (29,0) 16,4 (31,5) 16,2 (27,5)
ohne Homozygote®
X £2s

& “Referenzkollektiv mit ausreichendem Vitaminstatus’:  Folat = 4 ng/mL
Vitamin B, = 250 pg/mL

® zwei klinisch gesunde Manner, die homozygote Tréager der thermolabilen MTHFR-Variante
(C677T) sind

Insgesamt entsprechen sich die “strengeren” oder weniger strengen Grenzwerte unterei nander
recht gut, unabhangig davon, welche Berechnungsmethode angewandt wurde. Dies gilt
(alerdings mit groReren Schwankungen fUr die weniger strengen Grenzwerte) auch, wenn
man die beiden Geschlechter getrennt betrachtet. Die Bereiche fur die Frauen (13,0 - 13,2
bzw. 13,5 - 16,2 umol/L) liegen deutlich niedriger als fir die Manner (13,8 - 15,9 bzw. 15,6 -
20,5 umol/L).

Bel uns wurde as oberer Grenzwert fur Homocystein vorlaufig die 95. Perzentile des
Referenzkollektivs mit ausreichendem Vitaminstatus’ ausgewahlt (15 umol/L). Die Pravalenz

der Hyperhomocysteindmie betrug demnach im Patientenkollektiv 329 % und im



4 ERGEBNISSE 48

Referenzkollektiv 13,6 %.

4.3.5 Zusammenhang zwischen der Diagnose und der Homocysteinkonzentration

Auf 60 Patienten trafen gleichzeitig zwel bzw. auf neun drei der uns interessierenden
Diagnosen pAVK, KHK, Karotisstenose und Bauchaortenaneurysma zu (Tabelle 4-7).

Der durchschnittliche Homocysteinwert war bel den Patienten mit einem Bauchaorten-
aneurysma mit 15,6 + 6,8 pmol/L am hdchsten. Es folgten die Diagnosen pAVK, Karotis-
stenose und schliefdlich KHK mit dem niedrigsten Durchschnittswert (14,4 + 7,3 umol/L). Bei
der Testung mit ANOVA unterschieden sich die Gruppen aber nicht signifikant (p = 0,7937).
Auch der Vergleich mit dem gesamten Patientenkollektiv ergab kein signifikantes Ergebnis.

Tabelle 4-7. Mittelwerte der Homocysteinkonzentration bei verschiedenen Diagnosen

Diagnose n  Homocystein [umol/L] p*
Xts
pAVK (ohne Einteilung) 19 14,7 £8,1
PAVK I 55 15,4 +6,8 PAVK gesamt (n = 121) 0,2540
pAVK Il 21 14,1+£7,0 14,9 £6,8 pumol/L
pPAVK IV 26 149 £5,9
KHK (ohne Einteilung) 23 15,0 £8,5
KHK (1-GefaR) 14 12,0+7,1 KHK gesamt (n = 94) 0,7555
KHK (2-GefaR) 18 13,141 14,4 +7,3 pmol/L
KHK (3-GefaR) 39 15,4 +7,6
Karotisstenose einseitig 57 14,8+7,9 Karotisstenose gesamt (n=76) 0,3970
Karotisstenose beidseitig 19 15,1 +6,0 14,9 +7,4 pmol/L
Bauchaortenaneurysma 21 15,6 £6,8 Bauchaortenaneurysma (n =21) 0,3095

15,6 £6,8 umol/L

* berechnet mit dem Student-t-Test fUr den Vergleich mit dem gesamten Patientenkollektiv

55 Patienten hatten schon einen Herzinfarkt und 17 einen Schlaganfall erlitten. Ihre mittleren
Homocysteinkonzentrationen betrugen 13,7 £5,9 bzw. 14,5 + 6,1 pmol/L und unterschieden

sich nicht signifikant von denen der Patienten ohne Ereignisse (p = 0,6255 bzw. 0,8341).
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4.4 Unter suchung von Gentragern der thermolabilen MTHFR-Variante (C677T)

4.4.1 Ein Fallbeispiel

Bel einer Person im Referenzkollektiv war der extrem hohe Homocysteinwert (42,0 pmol/L)
bei gleichzeitig niedrigem Folatspiegel (5 ng/mL) aufgefalen Die daraufhin durchgefiihrte
molekularbiologische Untersuchung ergab, dass der 41jdhrige Mann homozygot fur die
thermolabile Variante der MTHFR (C677T) ist.

Die Bestimmung von Homocystein, Folsaure und Vitamin B, bel seinen drei Kindern ergab
unaufféllige Werte (Tabelle 4-8). Auf eine genetische Untersuchung wurde hier verzichtet.

Tabelle 4-8. Homocystein-, Vitamin- und Nierenfunktionswerte der drel Kinder enes

homozygoten Gentrégers fur die thermolabile Variante der MTHFR

Alter [Jahre] Geschlecht Homocystein Folat im Serum Vit.B1, im Serum Kreatinin
[umol/L] [ng/mL] [pg/mL] [mg/dL]

9 w 5,8 18,3 492 0,4

10 w 4,8 10,2 563 0,5

12 m 6,4 10,0 443 0,6

Die Familienanamnese ergab, dass der Vater des Probanden mit 65 Jahren an einem
Herzinfarkt verstorben ist. Mtterlicherseits liegt eine Hypercholesterindmie vor.

Be dem Mann selbst sind bisher noch keine Symptome aufgetreten, die auf eine
Arteriosklerose hindeuten kénnten. Die dopplersonografische Untersuchung seiner Karotiden
ergab einen normalen Befund.

Als Therapie nahm der Proband zunéchst mehrere Monate Folsan] mit einer Dosis von 5 mg
Folsdure taglich ein, dann etwa einen Monat lang 100 mg Vitamin Be-Hevert[] pro Tag und
seitdem Folgammall, bei dem die Tagesdosis 25 pg Cyanocobalamin (Vitamin B) und
1,5 mg Folsdure betragt. In monatlichen Abstdnden wurden seine Homocystein-, Folat- und
Vitamin-Bi-Werte im Plasma bzw. Serum kontrolliert (Abbildung 4-13).
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Abb. 4-13. Veradnderung der Homocysteinwerte eines homozygoten Gentragers der thermo-
labilen Variante der MTHFR unter Folséure- bzw. Vitamin-Bg-Substitution.

* Folsan® (5 mg/d)
** Vitamin Bg-Hevert® (100 mg/d)
Der Vitamin-Bi,-Spiegel lag in diesem Zeitraum zwischen 231 und 368 pg/mL.

Die Homocysteinkonzentration wurde vom Folatspiegel stark beeinflusst. Die durch normale
Erndhrung zugefiihrte Menge an Folsdure reichte bei diesem Mann offensichtlich nicht aus,
um den Homocysteinwert im Normalbereich zu halten. Dies wurde v. a. beim Wechsel der
Vitaminsubstitution von Folat zu Vitamin Bg deutlich. Der Homocysteinwert war bel der
vierten Messung - etwa einen Monat, nachdem der Proband das Folsaureprdparat abgesetzt
hatte, - fast zu dem hohen “Ausgangswert” zurlickgekehrt (jetzt 36,4 pmol/L, anfangs
42,0 umol/L). Andererseits konnte durch medikamenttse Folatsubstitution die Homocystein-
konzentration innerhalb eines Monats in den Referenzbereich gesenkt werden (auf 12 pmol/L,
nach zwei Monaten auf 10,9 umol/L). Dabei wirkte eine Dosis von 1,5 mg Folsdure pro Tag
genauso effektiv wie 5 mg.

4.4.2 Homo- und heter ozygote Gentrager im Vergleich
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Elf der geféf3chirurgischen Patienten mit erhohten Homocysteinwerten, bei denen eine
molekularbiologische Untersuchung durchgefihrt worden war, erwiesen sich als Tréager der
thermolabilen Variante der MTHFR (C677T). Sechs der Patienten waren heterozygot, funf
homozygot fur die Enzymvariante (Tabelle 4-9).

Es stellte sich die Frage, ob die hetero- und homozygoten Gentrager anhand des Phanotypes

(also anhand der Hohe des Homocystein- und evtl. der Vitaminwerte) zu unterscheiden sind.

Tabelle 4-9. Daten von elf gefdichirurgischen Patienten, die Tréger der thermolabilen
Variante der MTHFR sind (C677T)

Geschlecht Alter [Jahre] Homocystein [umol/L] Folat [ng/mL] Vitamin By, [pg/mL] Genetik

m 66 18,6 8,5 222 he
m 85 25,3 7,6 113 he
m 57 19,1 8,0 480 he
m 66 28,0 25 117 he
m 65 23,7 7.3 280 he
w 75 38,2 4,2 213 he
m* 74 20,7 4,2 130 ho
m* 51 24,2 3,2 423 ho
m 64 41,5 2,6 458 ho
m 49 68,1 1,9 201 ho
w 76 394 31 639 ho

* die beiden Tellnehmer am Referenzkollektiv (vgl. 4.3.2)
he heterozygot fir die thermolabile Variante der MTHFR
ho homozygot fir die thermolabile Variante der MTHFR
Referenzbereiche: Kreatinin 0,7 - 1,3 mg/dL

Folsdure 3-17 ng/mL

Vitamin By, 250-900 ng/mL

Die mittlere Homocysteinkonzentration war bei den Heterozygoten mit 25,5 + 7,2 umol/L
deutlich, aber nicht signifikant niedriger als bel den Homozygoten, bel denen sie
38,8 + 18,8 umol/L betrug (p = 0,1951). Allerdings fanden sich in beiden Gruppen sowohl
mafdig erhdhte Werte um 20 umol/L als auch sehr hohe um 40 pmol/L. Die herausstechend
hohe Homocysteinkonzentration von 68,1 pumol/L stammte von einem homozygoten
Gentrager.

Auffallig waren die extrem niedrigen Folatspiegel der homozygoten im Vergleich zu den
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heterozygoten Gentragern. Die mittleren Konzentrationen betrugen 3,0 + 0,8 bzw.
6,4 £ 2,4 ng/mL, womit sie sich signifikant unterschieden (p = 0,0177). Fir die Vitamin-Bi,-
Werte lief sich dagegen keine Tendenz erkennen, weder im Vergleich mit den Heterozygoten

noch mit dem Referenzkollektiv.
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5 DISKUSSION

5.1 Diskussion der analytischen Methode

Die hier vorgestellte HPLC-FD-Methode wird seit Januar 1998 im Institut fur Klinische
Chemie und Pathobiochemie des Klinikums rechts der Isar routinemé&fdig zur Bestimmung von
Homocystein im Plasma und Vollblutlysat eingesetzt.

In den letzten Jahren sind schon &hnliche HPLC-V erfahren beschrieben worden, die ebenfalls
mit dem Reagenz SBD-F und Fluoreszenzdetektion arbeiten, so z. B. von Araki u. Sako°
Ubbink et al.,>” Vester u. Rasmussen® und Fortin u. Genest.** Wir hatten im Rahmen der
Methodenetablierung auch andere HPLC-Verfahren ausprobiert, die aber gegeniber dem
letztlich eingeflihrten einige Nachteile aufwiesen.

So wurde anfangs eine Saule mit kleinerem Innendurchmesser (2 mm gegentiber 4 mm)
verwendet, um die Sensitivitdt zu erhdhen und gleichzeitig den Eluentenverbrauch bel der
Substanztrennung zu minimieren. Da die Sensitivitat bei der Derivatiserung mit einem
spezifischen Reagenz wie Bromobiman oder SBD-F aber auf jeden Fall ausreicht, um die
physiologischerweise im Blut enthaltene Menge an Homocystein zu bestimmen, wurde aus
Grunden der leichteren Handhabbarkeit auf eine 4-mm-Séule gewechselt. Die Unempfind-
lichkeit der 4-mm-Saule Uberwiegt den Nachtell des nun erhdhten Eluentenverbrauches,
zudem der Eluent zum groféten Teil aus einem wassrigen Acetat-Puffer besteht.

Als Fluoreszenzreagenz wurde zunachst Bromobiman nach der Methode von Jacobsen et al.?
eingesetzt. Dabel entstand aber eine grofde Anzahl von Storpeaks, weil das sehr reaktive
Bromobiman auch Alkohole, Phenole, Aminogruppen und Verunreinigungen derivatisiert,
fluoreszierende Hydrolyseprodukte hervorbringt und eine Eigenfluoreszenz aufweist.® Die
Storpeaks konnten mit verschiedenen Eluenten-Gradienten-Systemen nur schlecht von den
gewilnschten Peaks abgetrennt werden (Abbildung 4-1). Deswegen wechselten wir bald zu
SBD-F, welches spezifisch Sulfhydrylgruppen derivatisiert und selbst nicht fluoresziert.

Die nun etablierte Methode stellt eine Weiterentwicklung der von Fortin u. Genest™ bzw.
Vester u. Rasmussen® verdffentlichten Verfahren dar. Wesentliche Veranderungen sind der
Ersatz des isokratischen Eluenten- durch ein Gradientensystem mit kurzzeitig hohem
Methanolanteil, die Erniedrigung des Eluentenflusses und die Verminderung des bendtigten
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Probenvolumens.

Der Gradient hat neben der Erzeugung scharferer Peaks (besonders beim internen Standard;
Abbildung 4-3) den Vortell, dass die Saule bei jeder Probeninjektion grindlich gereinigt wird.
Eine Verschlechterung der Sdulenqualitét durch schlecht eluierbare Substanzen wird so
wéahrend des Analysenlaufes verhindert. Der niedrigere Fluss spart im Vergleich zu den
Methoden von Fortin u. Genest™ und Vester u. Rasmussen® 10 bzw. 25 % FlieRmittel, was
die Entsorgungskosten dieses wassrigen Losungsmittelgemisches verringert. Das niedrige
Probenvolumen von 100 pl Plasma bzw. Vollblutlysat vereinfacht die Probenaufarbeitung
und vermindert den Reagenzienverbrauch.

Das vorliegende System ist verlasslich und reagiert im Vergleich zu anderen Verfahren wenig

auf pH-Schwankungen®**’

oder andere geringflgige Veranderungen der Eluentenzusammen-
setzung.

Die Intraassay-Prazision mit einem Variationskoeffizienten (VK) von 58 % und die
Interassay-Prézision, fur die der VK 6,8 % fur den niedrigen und 7,1 % fur den hohen
Messbereich betragt, sind ausreichend gut. Dies gilt aber nur, wenn die Eichkurve bei jedem
Lauf neu erstellt wird, da sich tagesabhangige Unterschiede in der Steigung von bis zu 30 %
ergaben.

Die Ursache fir die tendenziell zu niedrige Messung der externen Richtigkeits-Kontrollen ist
hochstwahrscheinlich in der Verwendung unterschiedlicher Standardmaterialien zu suchen.
Diese mangelnde Standardisierung bestétigte die Notwendigkeit, einen eigenen Referenz-
bereich zu erstellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das hier vorgestellte Laborverfahren fir die Homo-
cysteinbestimmung gut geeignet ist. Die Methode ist thiolspezifisch und sensitiv (Detektions-
limit 0,5 pmol/L), zuverlassig, prazise und fur Laborpersonal mit HPLC-Erfahrung einfach zu

handhaben. Die maximal mégliche Probenanzahl von etwa 40 pro Tag ist derzeit ausreichend.

Zwei der bisher vertffentlichten Methoden kommen ohne vorausgehende Probenaufarbeitung
aus.>*! Dies erlaubt eine vollautomatische Homocysteinbestimmung, was v. a. bei hohem
Probenaufkommen interessant sein konnte.

Fiskerstrand et a.* arbeiten mit einer vollautomatischen HPLC-Anlage und dem
Fluoreszenz-reagenz Bromobiman, das auch bei Raumtemperatur reaktiv ist. Mit dieser
Methode kdnnen 70 Proben pro Tag gemessen werden. Sie ist allerdings sehr empfindlich fir
leichte Verande-rungen in der Zusammensetzung der Reagenzien fur den Eluenten.

Mit dem 1996 von Shipchandler u. Moore vorgestellten Immunoassay>* kénnen 20 Proben in
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der Stunde verarbeitet werden. Den Vorteillen der einfachen Handhabung und des grofien
Probendurchlaufs steht allerdings der hohe Preis gegentiber. Bei der HPLC-Bestimmung sind
die Sachkosten wesentlich geringer. Der personelle Aufwand ist grof3er, was aber wegen der
relativ geringen Probenanzahl im Augenblick keine Rolle spielt.

Der Homocystein-lmmunoassay hat im Vergleich zu den anderen Verfahren den Nachtelil,
dass er weitere Sulfhydryl-Verbindungen des Blutes wie Cystein und Glutathion nicht
quantifizieren kann, im Gegensatz zu den HPLC-Methoden, bei denen spezifisch die SH-
Gruppe mit Deriva-tisierungsreagenz umgesetzt wird, oder der GC/MS, mit der derzeit auch
schon Methionin, Cystathionin, Methylmalonsaure und andere Verbindungen, die mit dem
Homocystein-stoffwechsel  in  Verbindung stehen, gemessen werden kénnen.*® Die
Bestimmung von Cystein ist z. B. dann interessant, wenn bei erhdhten Homocysteinwerten
Verdacht auf Vitamin-Bg-Mangel oder CBS-Defekt besteht, weil der Quotient von Cystein
und Homocystein die Aktivitét des Transsulfurierungsweges widerspiegelt.?

Wenn Homocystein in absehbarer Zeit als Parameter der Arteriosklerose- oder Thrombose-
Diagnostik anerkannt  wird, wird sich wohl der bei hohem Probenaufkommen
leistungsfahigere Immunoassay durchsetzen. Im Augenblick sind jedoch die HPLC-Verfahren
weit verbreitet und werden auch im Rahmen grofer Untersuchungen wie z. B. der
Framingham-Studie®*® fiir die Messung von Homocystein verwendet.

Im August 1999 wurde eine Studie verdffentlicht, in der die Homocystei nbestimmung
vierzehn internationaler Laboratorien beziglich Prazision und Wiederfindung verglichen
wurde.*® Dabei kamen acht analytische Verfahren zur Anwendung. Als beste Methoden
erwiesen sich die HPLC-FD mit TCEP (Tris-(2-Carboxyethyl)-Phosphin) as Reduktions- und
SBD-F al's Deri-vatisierungsreagenz und der Immunoassay von Abbott.>*

Kontrollwerte waren die Messergebnisse der GC/MS. Die Autoren betonen aber, dass bisher
keine endgultig evaluierte Referenzmethode fur die Homocystei nbestimmung existiert.
Insgesamt zeigten sich in der Studie gravierende Unterschiede in der Messgenauigkeit,
sowohl im Vergleich der Laboratorien a's auch der Methoden. Gefordert werden deshalb eine
Standar-disierung der Verfahren und der Referenzmaterialien sowie haufigere externe
Qualitats-kontrollen.
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5.2 Problematik der Probengewinnung

5.2.1 Stabilitat der Homocysteinkonzentration in ver schiedenen Blutabnahmesystemen

Die Tatsache, dass sich die Homocysteinkonzentration stark andert, wenn man
Vollblutproben einige Stunden bei Raumtemperatur stehen lasst, wird in vielen

Verdffentlichungen erwahnt, 1224355961

und konnte auch von uns bestétigt werden. Wir fanden
in EDTA-BIlut einen Anstieg um bis zu 100 % in sechs Stunden, und auch in mit Natrium-
Fluorid oder Heparin stabilisiertem Blut betrug er bis zu 88 % (Abbildung 4-6).

Von Mgller u. Rasmussen® stammt die bisher einzige Veréffentlichung zum Thema ‘ Stabili-
sierung der Homocysteinkonzentration in Vollblutproben'. Sie verwendeten ein Gemisch aus
Heparin und Natrium-Fluorid (NaF) mit einer Endkonzentration von 4 g NaF/L und konnten
damit einen signifikanten Konzentrationsanstieg fur die Dauer von zwel Stunden nach der
Blutentnahme verhindern. Allgemein empfohlen wird sonst die Blutabnahme auf Eis und die
moglichst schnelle Abtrennung des Plasmas von den Blutzellen, das dann etwa 24 Stunden
bei Raumtemperatur stabil ist.}#2>>%6

Bei den Stabilitatsversuchen mit Vollblutproben fiel auf, dass das Ausmal? der Veranderung
der Homocysteinkonzentration von Probe zu Probe sehr unterschiedlich und damit nicht
vorherseh- oder berechenbar war. Fiskerstrand et al.*? zeigten anhand von 40 Proben, dass nur
der relative Konzentrationsanstieg verschieden, der absolute aber - unabhéngig von der
Ausgangskonzentration - ziemlich konstant ist.

In isolierten Erythrozyten, die bel Raumtemperatur stehengelassen wurden, fanden wir eine
prozentual groflere Zunahme der Homocysteinkonzentration mit der Zeit als in Vollblut-
proben (130 % vs maximal 100 %, vgl. Abbildung 4-7). Die Homocysteinkonzentration war
dabei in den Erythrozyten niedriger as im Plasma, so dass von enem
K onzentrationsgradienten zwischen Blutzellen und —plasma auszugehen ist.

Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass Homocystein wohl intraerythrozytér produ-
ziert und dann aktiv gegen einen Konzentrationsgradienten in das Plasma exportiert wird. Da
die Zellmasse ( = Hamatokrit) und damit die Homocysteinproduktion bel allen Blutproben
ahnlich ist, wird die Verfaschung der Plasmawerte umso grof3er sein, je geringer die Homo-
cysteinkonzentration ist.

Dieses Modell macht auch versténdlich, warum herkémmliche Stabilisatoren wie EDTA oder

Natrium-Fluorid den Konzentrationsanstieg von Homocystein im Vollblut nicht verhindern
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konnen, denn sie inhibieren nur plasmatische, nicht aber intrazelluldre Enzyme.

Hiervon ausgehend entstand die Idee, die Blutzellen zu lysieren, um damit einerseits den
Transport von Homocystein aus den Zellen heraus unwirksam, und andererseits die nun frei-
gesetzten intrazelluldren Enzyme den stabilisierenden Reagenzien besser zuganglich zu
machen. Andere Mitarbeiter des Instituts™ entwickelten ein Gemisch aus Zitronenséure und
EDTA, mit dem die Homocysteinkonzentration im Lysat tatsachlich 48 Stunden bei Raum-
temperatur konstant blieb (Abbildung 4-6). Auch weitere Versuche mit einer grof3eren
Proben-anzahl bestétigten die sehr gute Stabilitat von Homocystein in lysiertem Vollblut.*®
Die Vortelle einer ausreichend langen Stabilisierung von Homocystein in der Zeitspanne
zwischen Blutabnahme und Aufarbeitung im Labor sind zahlreich. Fir den in der Klinik
tétigen Arzt ist es eine grol3e Arbeitserleichterung, das Blut nicht mehr auf Eis legen und fir
einen raschen Transport in das Labor sorgen zu missen. Im ambulanten Bereich wird die
Unter-suchung des Risikofaktors Homocystein dadurch Uberhaupt erst mdglich. Die
Vereinfachung der Probengewinnung verringert auferdem die Fehlermoglichkeiten im
praanaytischen Bereich und erhdht damit die Aussagekraft der gemessenen Werte.

Die Probenaufarbeitung und -messung mit der HPLC-FD sind fir Plasma- und Lysatproben
praktisch gleich (Abbildungen 4-3 und 4-5). Lediglich der Eluentengradient muss etwas ab-
geéndert werden, da eine bessere Trennung des grof3en Glutathion-Peaks von den anderen
Substanzen notwendig ist. Auf3erdem empfiehlt es sich, die Saule nach jeder Serie (ca. 30 - 40
Proben) griindlich zu spllen, da die Lysatproben Blutbestandteile enthalten, die sich auf der

Saule anreichern und dann zu Peakveranderungen fihren kénnen.

5.2.2 Abnahmebedingungen

Die Blutentnahme fir die klinische Erprobung erfolgte teilweise an nicht nlchternen
Probanden.
Aus der Literatur geht hervor, dass der individuelle Homocysteinwert nur wenig® >

nicht®>*” von der Nahrungsaufnahme beeinflusst wird. Der Eiwei3- (Methionin-) gehalt

oder gar

scheint dabei die entscheidende Rolle zu spielen, denn in verschiedenen Untersuchungen
zeigte sich nach dem Friihstiick keine Veranderung der Homocysteinkonzentration,?® wahrend
der Verzehr einer proteinreichen vollen Mahlzeit zu einer Erhéhung um bis zu 15 % mit

einem Maximum nach sechs bis acht Stunden fiihrte.>®
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Die Blutproben fur unsere Untersuchung wurden in der Regel zwischen 8 und 10 Uhr
vormittags von Patienten gewonnen, die ein kohlenhydratreiches, aber proteinarmes
(Krankenhaus-) Frihstiick zu sich genommen hatten. Eine gravierende Verfalschung der
Werte durch hohe Eiwel Baufnahme ist also ausgeschl ossen.

Wie bel den meisten bisher veréffentlichten Untersuchungen an Patienten wurde auch bei uns
kein Methionin-Belastungstest durchgefthrt. Es ist auch noch nicht geklart, ob dieser not-
wendig ist, bzw. welche Indikationen fur ihn bestehen, da sich der Nichtern- und der PML-
(post-methionine load-) Wert haufig proportional zueinander verhalten.*”*”

Allerdings waren in der NHLBI Family Heart Study® tiber 40 % und im European Concerted
Action Project'’ 27 % der Probanden ohne den Methionin-Belastungstest nicht als hyper-
homocysteindmisch klassifiziert, also ” Ubersehen” worden. Die klinische Relevanz der PML-
Hyperhomocysteindmie wurde in der letztgenannten Studie'” untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Nichtern- und die PML-Hyperhomocysteindmie sowohl unabhangig
voneinander das Arteriosklerose-Risko um den Faktor 1,5 bzw. 1,6 erhdhen als auch
multipli-kativ wirken und dann eine Gefél3erkrankung 2,5-mal wahrscheinlicher machen.

Die Pathophysiologie legt nahe, dass es sich um zwei verschiedene Ursachen der Hyperhomo-
cysteinamie handelt, wobei erhohte Nuchternwerte wohl Stérungen der Remethylierung
(Folséure- und Vitamin-Bio-Mangel oder MTHFR-Defekt) widerspiegeln, wahrend Defekte
des Transsulfurierungsweges (Vitamin-Bg-Mangel und CBS-Defekt) hauptsachlich nach
Methionin-Belastung offensichtlich werden. Insofern haben Mayer et a.** zwar recht, wenn
sie eine einmalige Nuchternprobe fur den "most cost-effective test” halten, jedoch bleibt so
moglicherwel se eine grofie Risikogruppe unberiicksichtigt.

Die Ergebnisse unserer klinischen Erprobung beziehen sich nur auf Nichternwerte, so dass
die von uns berechnete Pravalenz der Hyperhomocysteindmie bei Gefél3patienten (33 %)

moglicherwel se zu niedrig angesetzt ist.
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5.3 Diskussion der klinischen Evaluierung

5.3.1 Fehlermdglichkeiten und Einschrankungen des Aussagewertes

Eine grof3e Fehlerquelle liegt sicherlich im préanalytischen Bereich, bedingt durch die zeitab-
hangige Instabilitét der Homocysteinkonzentration in den Blutabnahmeréhrchen.

Unsere Vorgabe an die Stationen war ein maximales Zeitintervall von einer Stunde vom Zeit-
punkt der Blutentnahme bis zur Abtrennung des Plasmas von den Blutzellen im Labor. ES war
alerdings nicht moglich, die Einhaltung dieser Vorgabe zu Uberprifen, so dass eine Erhohung
einzelner Homocysteinwerte durch Fehler im préanalytischen Bereich nicht auszuschlief3en
ist.

Die Vorgehensweise bei der Patientenuntersuchung war retrospektiv im Sinne einer Fall-
Kontroll-Studie, d. h. bereits erkrankte Personen wurden " definiert gesunden” gegeniiberge-
stellt und bezlglich ihrer Homocysteinwerte verglichen. Das Ergebnis stellt also eine
Momentaufnahme dar, deren Aussage darauf beschrankt ist, ob Geféalkranke héhere Homo-
cysteinwerte als Gefél3gesunde haben. Ruckschlisse auf einen ursachlichen Zusammenhang
von Homocystein und Arteriosklerose lasst die Untersuchung nicht zu.

Die beiden untersuchten Gruppen unterschieden sich stark beziglich ihrer Anzahl und Alters-
verteilung (Tabelle 4-2, Abbildung 4-8). So waren z. B. 56 % der Patienten, aber nur 16 % der
Teillnehmer am Referenzkollektiv dlter als 65 Jahre. Auch waren die Kreatinin-Mittelwerte
der Kollektive selbst dann noch signifikant verschieden, wenn nur Patienten mit normalen
Kreatininwerten, die innerhalb des Referenzbereiches lagen, ausgewéhlt wurden. Dieser
Effekt ist zumindest teilweise auf den altersabhangigen Anstieg der Kreatininkonzentration
zurlckzufiihren, moglicherweise auch auf eine Schadigung der Nieren durch die
Grundkrankheit Arteriosklerose.

Ein , Pair-Matching”, also eine individuelle Zuordnung von "Fdlen” zu ”Kontrollen” war
deshalb nicht mdglich. Stattdessen wurden das Patienten- und das Referenzkollektiv in ihrer

Gesamtheit miteinander verglichen.



5 DISKUSSION 60

5.3.2 Ergebnisse

Unsere Untersuchung an Patienten mit arteriosklerotischen Gefal3erkrankungen ergab fir sie
im Vergleich mit einem gefél3gesunden Referenzkollektiv signifikant hohere Homocystein-
werte (14,1 + 6,6 vs 11,0 + 3,9 umol/L; p = 0,0005). Allerdings war eine Uberlappung der
beiden Kollektive, gemessen am Mittelwert und der Standardabweichung ihrer Homocystein-
konzentration, festzustellen. Die multiple lineare Regressionsanalyse, in der die Homocystein-
Mittelwerte rechnerisch an die Einflussfaktoren Alter, Folat und Kreatinin angeglichen
wurden, hob den Unterschied zwischen den Kollektiven sogar vollig auf. Die Aussagekraft
dieser Rechnung wird jedoch dadurch eingeschréankt, dass sich das Patienten- und das
Referenzkollektiv bezliglich der unabhéngigen Variablen Alter und Kreatinin und der Anzahl
der Teillnehmer stark unterschieden. Der Wert der multiplen linearen Regressionsanalyse ist
deshalb eher in der Bewertung der Einfluss-Stérke der einzelnen Faktoren zu sehen.

Die Verteilung der Homocysteinwerte in den beiden Kollektiven lasst eine differenziertere
Betrachtung zu. Dabei féallt auf, dass der grofiere Teil der Patientenwerte (88 %) ebenso wie
die Homocysteinwerte des Referenzkollektivs normalverteilt war. Der Mittelwert dieser
Gruppe mit Homocysteinwerten bis 21,2 umol/L lag bel 12,3 umol/L und damit Uber dem des
Referenzkollektivs, der 11,0 umol/L betrug. 12 % der Patientenwerte lagen jenseits der
Normalverteilung und waren teils extrem hoch (hdchster Wert 42,7 umol/L). Es zeigte sich
also im Patientenkollektiv eine Verschiebung zu den hohen Werten hin, die auch durch den
vom Median (12,1 umol/L) stark abweichenden Mittelwert (14,1 umol/L) reprasentiert wird.
Im Referenzkollektiv entsprachen sich Mittelwert und Median dagegen weitgehend (11,0 und
10,6 pmol/L). Auch wenn sowohl das Durchschnittsalter als auch das -kreatinin bei den
Patienten mit Homocysteinwerten Gber 21,2 umol/L signifikant hoher as bei denen mit
Werten bis 21,2 pmol/L waren, konnen die Homocystein-Extremwerte jenseits der
Normalverteilung nicht allein mit dem Einfluss dieser Faktoren erklart werden. Eher ist an
eine zweite Vertellung zu denken, die eine Gruppe von Patienten repréasentiert, deren
Hyperhomocysteindmie eine andere Ursache al's der der Mehrheit der Patienten zugrunde liegt
(vgl. 5.3.4).

Eine geringe Trennschéarfe bezlglich des Homocysteinwertes zwischen Patienten und
Kontrollen fand sich auch in vielen anderen Studien, die trotzdem zur Anerkennung von
Homocystein als signifikanten Risikofaktor fiir kardiovaskulére Erkrankungen fuhrten.” ">
Nur zwei der groRen Studien konnten keinen' bzw. nur einen schwachen, nicht signifikanten®

Zusammenhang zwischen der Homocysteinkonzentration im Blut und Gefél3erkrankungen
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feststellen. Insgesamt zeigt sich aber, dass die Grenze zwischen "normal” und " nicht normal”
bei dem Parameter Homocystein schwer zu ziehen und damit auch der Nachweis, dass
Homocystein eine kausale Beziehung zur Entstehung oder Progression der Arteriosklerose
aufweist, schwierig zu erbringen ist.

Wird ein neuer moglicher Risikofaktor fur eine Krankheit entdeckt, muss dessen Unabhén-
gigkeit von bzw. Wechselwirkung mit den schon bekannten Einflussfaktoren abgeklart
werden. Im Falle von Homocystein ist dies nicht einfach, weil die klassischen
kardiovaskuldren Risiko-faktoren Rauchen, Bluthochdruck, Diabetes mellitus und
Hypercholesterindmie ebenso wie die Volkskrankheit Arteriosklerose in unserer
Wohlstandsgesel|schaft sehr verbreitet sind.

Da fir unsere Auswertung viele Daten nachtréglich aus Krankenakten herausgesucht wurden,
war eine vollstandige Erhebung des kardiovaskuldren Risikoprofils nicht méglich. So waren
z. B. bei nur wenigen Patienten die Harnsdure-, Cholesterin-, Triglycerid- und Lp(a)-Werte
bestimmt worden, und eine Adipositas war haufig nicht durch Gewichts- und Grél3enmessung
objektiviert. Angaben Uber die Diagnosen Hypertonie und Diabetes mellitus, Uber Nikotin-
abusus und eine positive Familienanamnese beziiglich Gefalerkrankungen lagen dagegen fir
alle Patienten vor (Tabelle 4-5).

In unserem Untersuchungskollektiv wurde lediglich fir Lp(a) eine signifikante Korrelation
mit der Homocysteinkonzentration im Plasma gefunden (p = 0,0384). Diese war alerdings
negativ, was den Ergebnissen anderer Autoren widerspricht. Zwischen den Cholesterin- bzw.
Triglycerid- und den Homocysteinwerten bestand kein Zusammenhang (Tabelle 4-3).

Von McCully*® und Harpel et a.'® wurden experimentelle und klinische Untersuchungen
durchgefiihrt, die das atherogenetische Zusammenwirken von Blutfetten bzw. Lp(a) und
Homocystein erklaren.

McCully*® vermutet, dass Homocystein die Lp(a)-Konzentration erhéht, indem es LDL derart
modifiziert, dass dieses mit der "kringle’-Doméne des apo(a)-Proteins unter Bildung von
Lp(a) reagiert. Diese sogenannte Homocysteinylierung soll auch die Aggregation der
Lipoproteine und deren Aufnahme Makrophagen fordern. Auf3erdem soll Homocystein selbst
Uber eine Bindung an LDL in die Gefé3wande eingeschleust werden und dort verstéarkte
Oxidations-prozesse initiieren.

Harpel et al.,*° die den Zusammenhang von Lp(a) und Homocystein experimentell untersucht
haben, fanden heraus, dass Homocystein auch in niedriger Konzentration die Affinitét von
Lp(a) zu Fibrin vergrofRert. Da apo(a) aber mit Plasminogen um die gleiche Bindungsstelle an
Fibrin konkurriert, verhindert eine Besetzung durch apo(a) die plasminogenvermittelte
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Spaltung dieses Bestandteils von Blutgerinnseln. Diese Vorgange konnten eine biochemische
Erkl&rung fur den Zusammenhang zwischen Homocystein und Thrombophilie darstellen.

Was die anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren betrifft, so hatten bei unserer Untersuchung
Patienten mit Bluthochdruck oder Diabetes mellitus im Mittel hdhere Homocysteinwerte als
die Gesamtheit und digenigen mit Nikotinabusus oder einer positiven Familienanamnese
bezlglich Gefal3erkrankungen. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant.

In der Literatur werden gelegentlich Zusammenhange mit Bluthochdruck,*”***° Rauchen®"*
und Cholesterin®*®* beschrieben. Bei den 16 176 gesunden Teilnehmern der Hordaland
Homo-cysteine Study*® fand man z. B. eine starke Assoziation der Homocysteinkonzentration
mit Rauchen, und zwar hauptsachlich bei aktiven Rauchern, aber kaum bei Personen, die das
Rauchen aufgegeben hatten. Die Homocysteinkonzentration stieg dabei fast proportional mit
der Anzahl der taglich konsumierten Zigaretten an. Auch das Geschlecht, das Alter, eine be-
stehende Hypercholesterindmie, Bluthochdruck und Bewegungsmangel waren in dieser
Unter-suchung mit dem Homocysteinwert im Plasma korreliert. Im European Concerted
Action Project,*’ das 1550 Personen umfasste, war das relative Risiko, eine arteriosklerotische
Gefé3-erkrankung zu entwickeln, mehr als multiplikativ vergrofRert, wenn zusétzlich zur
Hyperhomo-cysteinamie auch noch ein Bluthochdruck oder Nikotinabusus vorlagen. Erhohte
Homo-cysteinwerte allein stellten aber sowohl in dieser als auch in vielen anderen
Studien”*#*248>4 immer auch ein unabhangiges Risiko firr Arteriosklerose dar.

Fur die verschiedenen Diagnosen AVK, KHK, Karotisstenose und Bauchaortenaneurysma
konnten wir keine signifikanten Unterschiede bezliglich des Homocysteinwertes feststellen.
Innerhalb der Gruppe von KHK-Patienten stieg er allerdings mit der Anzahl der stenosierten
Gefale an (Tabelle 4-7), ein Trend, der auch von Pels et al.** bestétigt wird, die 334 Patienten
koronarangiografisch untersuchten und zusédtzlich deren Homocysteinkonzentrationen
bestimmten. Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von Nygard,® der in seiner Unter-
suchung an KHK-Patienten eine nur schwache Korrelation des Homocysteinwertes mit dem
Ausmal? der Koronarsklerose fand, aber eine starke mit der Mortalitét und der Wahrschein-
lichkeit, einen Herzinfarkt zu erleiden. Er zog daraus den Schluss, dass Homocystein eher ein
Risikofaktor fur die akuten Komplikationen (z. B. Herzinfarkt) als fur die chronische
Entstehung der Arteriosklerose sein konnte. Interessant sind diese Vermutungen auch deshalb,
well die Hyperhomocysteindmie in letzter Zeit vermehrt mit thromboembolischen Erkran-
kungen in Zusammenhang gebracht wird,""® ein Aspekt, der in unserer Untersuchung un-
berticksichtigt blieb.
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5.3.3 Ermittlung eines Refer enzber eiches

Um den Referenzbereich fur einen klinisch-chemischen Parameter festzulegen, wird Gblicher-
weise ein gesundes bzw. ein die Allgemeinbevolkerung représentierendes Kollektiv, in dem
die Werte normalverteilt vorliegen, zu Hilfe genommen. Die 90. oder 95. Perzentile™>* oder
der Mittelwert mit ein oder zwei Standardabweichungen?” liefern dann den oberen Grenzwert
fUr diesen Parameter. Voraussetzung fir die Probanden unseres Referenzkollektives, dessen
Homocysteinwerte die Grundlage fir den Referenzbereich liefern sollten, war eine leere
Anamnese und teillweise ein durch klinische Untersuchung gesicherter Ausschluss einer
Gefdllerkrankung. Als weiteres Einschlusskriterium wurde eine normale Nierenfunktion,
représentiert durch eine normale Kreatininkonzentration im Serum, gefordert.

Die Auswertung der Daten ergab eine signifikante Korrelation des Homocysteinwertes mit
der Kreatinin- und der Folsdurekonzentration im Serum (p < 0,0001 bzw. p = 0,0279;
Tabelle 4-3), dem Alter (p < 0,0001) und dem Geschlecht (Abbildung 4-11). Die Regressions-
analyse (Tabelle 4-4) erlaubte dabei auch eine Abschédtzung der Einfluss-Stérke in Zahlen.
Nach unseren Ergebnissen erhéht sich der Homocysteinwert bel einem Anstieg der Kreatinin-
konzentration um 1 mg/dL um 1,7 bis 6,4 umol/L und bel einem Anstieg des Alters um
10 Jahre um 0,8 bis 3,4 umol/L; steigt die Folsdurekonzentration um 10 ng/dL, so félt der
Homocysteinwert um 2 bis 7 umol/L. (Die angegebenen Bereiche gelten fir Homocystein-
werte zwischen 10 und 40 umol/L.) Da diese Einflusse auch bei Gesunden festzustellen sind,
muss diskutiert werden, inwieweit das Alter, das Geschlecht, der Kreatinin- und der Folsaure-
wert bel der Erstellung eines Referenzbereiches fur Homocystein zu beriicksichtigen sind.

In den meisten Verdéffentlichungen werden das Serum-Kreatinin und das Vitamin Folsdure as
die wichtigsten die Homocysteinkonzentration beeinflussenden Parameter beschrieben. Bei
Wu et a.% war z. B. Kreatinin der stérkste Einflussfaktor, danach folgten die Vitamine
Folsdure und B, die Harnséure, das Geschlecht und zuletzt die Plasmaproteine. Das Alter
war in dieser Untersuchung nicht signifikant mit dem Homocysteinspiegel korreliert.

Andere Autoren fanden zwar einen deutlichen Anstieg von Homocystein mit dem Alter - oft
auch unabhangig von der Konzentration der B-Vitamine im Serum - ,*"** Joosten et a.?’
konnten jedoch zeigen, dass nach ener dreiwochigen Vitaminsubstitution die
Homocysteinwerte der dlteren Personen das gleiche Niveau wie die der jungen erreichten. Das
bedeutet, dass erhbhte Homocysteinwerte bel aten Menschen zwar haufig, aber nicht as
normal anzusehen sind! Die Ursache konnte ein funktioneller Vitaminmangel bei alten

Menschen im Sinne einer Verwertungsstorung sein, der sich in der Serumkonzentration der
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Vitamine nicht widerspiegelt.?” Altersgebundene Referenzintervalle fir Homocystein sind
aso nicht sinnvoll - ganz im Gegenteil. Homocystein konnte - dhnlich wie
Methylmalonsdure” - als Marker fir den tatsichlichen Vitaminbedarf dienen, mit hoherer
Aussagekraft als die Serumwerte der Vitamine selbst.

Die Kreatininwerte sind, auch bei Nierengesunden, stark mit den Homocysteinwerten
korreliert. Daflr gibt es zwei verschiedene Griinde: Erstens ist die Bildung von Homocystein
aus Methionin an die Kreatin-Kreatinin-Synthese gekoppelt, und zweitens findet der Abbau
von Homocystein zu Cystein durch die B-Cystathionin-Synthase in der Niere statt® und ist
damit bei Einschréankung der Nierenfunktion vermindert. Diese biologischen Mechanismen
machen es notig, den Kreatininwert bei der Beurteilung des Homocysteinwertes immer mit-
einzubeziehen.

Die Verknipfung der Homocystein- mit der Kreatin-Kreatinin-Synthese bedingt, dass Frauen
wegen ihrer geringeren Muskelmasse etwa 20 % (Abbildung 4-9)** niedrigere
Homocystein-werte als Méanner haben. Ein weiterer Grund fir diesen geschlechtsspezifischen
Unterschied scheint auch der weibliche Hormonhaushalt zu sein, denn bei schwangeren und
prameno-pausalen Frauen wurden geringere Homocysteinkonzentrationen als bel
postmenopausalen gefunden.”® Andersson et al.® konnten in einer Untersuchung von 169
Personen diese Abhangigkeit der Homocysteinkonzentration vom Geschlecht und dem
Hormonstatus allerdings nicht bestétigen, und Refsum et al.,*® die an 11 425 Teilnehmern der
Hordaland-Studie den Einfluss des Geschlechts bei hohen und niedrigen
Homocysteinkonzentrationen getrennt untersucht hatten, stellten einen Zusammenhang nur
fUr den niedrigen Bereich fest. Die Ergebnisse sprechen dafir, die Homocystein-Grenzwerte
pramenopausal geschlechts-spezifisch festzulegen, wohingegen fir &ltere Personen keine
Unterscheidung notwendig zu sein scheint.

Von vielen Autoren wird die Folsdure fir den wichtigsten Pradiktor der Homocysteinkonzen-
tration gehalten. Eine folatwirksame Vitamineinnahme beeinflusst - im Gegensatz zum
Geschlecht - den Homocysteinspiegel Uber die gesamte Verteilung.”® Da 60 - 80 % der
Bevolkerung dieses Vitamin nicht in ausreichender Menge konsumieren,’® muss man davon
ausgehen, dass auch Kklinisch gesunde Probanden ein Folatdefizit haben kénnen. Deswegen ist
die Berticksichtigung des Folsdurespiegels bel der Erstellung eines Referenzbereiches fir
Homocystein eine conditio sine qua non.

Der Einfluss von Vitamin Bi, auf die Homocysteinkonzentration ist wohl geringer as der der
Folsdure. Bei den von uns untersuchten 39 Proben war die Korrelation nicht signifikant
(p = 0,0658; Tabelle 4-3). Weil Vitamin B, aber wie die Folsdure bei der Remethylierung
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von Homocystein zu Methionin als Cofaktor ben6tigt wird, ist es fur den Nuchternwert
wichtig und sollte deshalb miteinbezogen werden.

Wir bericksichtigten den Vitaminstatus im Referenzkollektiv, indem Probanden mit Folat-
und Vitamin-Bi-Werten auf3erhalb oder am unteren Ende des Referenzbereiches
ausgeschlossen wurden. Der Homocystein-Mittelwert im Referenzkollektiv betrug dann 10,5
+ 2,7 statt 11,0 £ 3,9 umol/L, wenn lediglich Anamnese, klinische Untersuchung und ein
normaler Kreatininwert Einschlusskriterien waren.

Rasmussen et al.** haben bisher die (iberzeugendste Untersuchung zur Erstellung eines
Referenzbereiches fur Homocystein durchgefuihrt. 235 Personen nahmen daflr ein bis zwel
Wochen lang Folsaure und Vitamin By, ein. Beim Vergleich der Ausgangswerte von Homo-
cystein mit denen nach Substitution konnten "weak” und ”strong responders’ unterschieden
werden, je nachdem wie stark die Homocysteinkonzentration gesunken war. Die Forscher-
gruppe definierte die Grenzwerte dann ausgehend von den "weak responders’ vor der
Substitution, da diese am ehesten ein normales und gesundes Kollektiv mit normalen
Vitamin-spiegeln reprasentieren. Es ergab sich folgender alters- und geschlechtsgebundener
Referenz-bereich: Der Grenzwert fir Personen unter 30 Jahren betrug 8,1 pumol/L, fir Frauen
und Manner bis 60 Jahre 7,9 bzw. 11,2 umol/L und fir Uber 60-jghrige 11,9 umol/L. Dies
sind im Vergleich zu den bisher a's obere Grenze empfohlenen 15 umol/L3*%*%*° sehr niedrige
Werte.

Wenn man von unseren Daten die 95. Perzentile des ” Referenzkollektives mit ausreichendem
Vitaminstatus’ (d. h. Folsaure > 4 ng/mL und Vitamin By, > 250 pg/mL) nimmt, erhalt man
einen oberen Grenzwert von 15 pmol/L fir beide Geschlechter zusammen, 13,5 pumol/L fir
Frauen und 15,6 pmol/L fur Manner (Tabelle 4-6). Die Werte liegen in einem ahnlichen

Bereich wie die bei groRen Studien gefundenen®%>*

und um einiges hoher as die von
Rasmussen et al.* festgelegten. Der von uns schlielllich eingefiihrte obere Grenzwert betragt
15 pmol/L. Fur prémenopausalen Frauen kann er bei 13,5 pmol/L angesetzt werden.
Standardisierte und allgemein anerkannte Referenzwerte konnten bisher noch nicht erstellt
werden, einerseits wegen der Bandbreite unterschiedlicher Messverfahren, andererseits wegen
der Schwierigkeit, Referenzkollektive zu definieren. Auch ist noch umstritten, ob die Be-
ziehung zwischen der Homocysteinkonzentration im Blut und dem Anstieg des Risikos fir
Gefdllerkrankungen linear ist, oder ob die Gefahrdung erst ab einem bestimmten Schwellen-
wert beginnt.

»7,31,38,42

Die Mehrzahl der Autoren sprechen von einem ”graded risk oder "dose-response-

effect”!” ohne Schwellenwert. So erbrachtet eine Metaanalyse aus 27 Studien einen Anstieg
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des Risikos um 60 - 80 % fir jede Erhthung des Homocysteinwertes um 5 pmol/L.*° Die
Ergebnisse der Physicians Health Study> legen dagegen nahe, dass das Risiko, einen
Herzinfarkt zu erleiden, erst ab einem Homocysteinwert steigt, der die 95. Perzentile des
Gesamtkollektives Uberschreitet (15,9 umol/L).

5.3.4 Gentrager der thermolabilen M THFR-Variante (C677T)

Bei unserer Untersuchung von elf Gentrégern der thermolabilen MTHFR-V ariante hatten wir
den Eindruck, dass diese eine eigene Gruppe unter den Personen mit Hyperhomocysteindmie
darstellen, denn wenn wir Blutproben mit auffalligen, d. h. Homocysteinkonzentrationen Gber
20 umol/L zur molekularbiol ogischen Untersuchung gaben, war das Ergebnis stets positiv fur
die thermolabile Variante der MTHFR (Tabelle 4-9). Anscheinend sind solch hohe Werte
durch "blofRen” Vitaminmangel nicht zu erreichen. Oberhalb dieses "auffélligen” Wertes von
etwa 20 pmol/L war die Homocysteinverteilung im Patientenkollektiv auch nicht mehr
normalverteilt (Abbildung 4-7). Die Extremwerte jenseits der Normalverteilung, die immerhin
12 % der Patienten umfassten, lief3en uns an eine zweite Verteilung innerhalb des Patienten-
kollektivs denken.

Wu et a.** waren die ersten, denen eine Bimodalitat in der Homocysteinverteilung ihrer
Patienten aufgefallen war, wobel der zweite Gipfel zweieinhalb Standardabwel chungen Gber
dem Mittelwert lag (bei etwa 25 umol/L) und etwa 10 % der Untersuchten umfasste. Sie
vermuteten eine genetische Ursache fir diese extreme Homocysteinerhthung, ohne aber den
Nachweis durch Genanalyse zu fuhren, wie er von uns jetzt teilweise erbracht worden ist.

Die beiden hyperhomocysteindmischen Gruppen - also die mit genetisch bedingter und die
mit Vitaminmangel-Hyperhomocysteindmie - unterscheiden sich aber nicht nur im Ausmal3
ihrer Homocysteinerhthung, sondern auch im Ansprechen auf Folat. Unser Fallbeispiel eines
fir die thermolabile MTHFR-Variante homozygoten Mannes zeigte deutlich, dass der
Homocysteinwert mit einer hochdosierten (5 mg/d) Folsduresubstitution innerhalb eines
Monats effektiv gesenkt werden kann, aber bel Weglassen der Vitamingabe ebenso schnell
auf den extrem erhohten Ausgangswert zurtickkehrt (Abbildung 4-12). Auch hatten die
homozygoten Gentréger in unserer Untersuchung eine im Vergleich zu den heterozygoten und

der Gesamtheit der Patienten signifikant niedrigere mittlere Folatkonzentration (3,0 £ 0,8 vs

6,4 £ 24 ng/mL, p = 0,0177; dle Patienten 7,7 + 3,8 ng/mL), was auf einen erhohten
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Verbrauch an diesem Vitamin hindeuten kdnnte. Das bedeutet, dass MTHFR-Homozygote
einen hoheren Folatbedarf wie die Gesamtbevolkerung haben,®® der durch die normale
Erndhrung nicht ausreichend gedeckt wird. Sie benétigen also eine Dauersubstitution, um die
verminderte MTHFR-Aktivitdt durch einen Uberschuss an dem Cofaktor Folsiure zu
kompen-sieren. Wahrend fir die Therapie der Vitaminmangel-Hyperhomocysteinamie wonhl
650 pg Folsdure pro Tag ausreichen,®® werden fiir die genetisch bedingte 5 mg Tagesdosis
empfohlen.®® Unser Proband erreichte auch mit 1,5 mg Folsaure taglich eine Senkung des
Homocysteinwertes in den Referenzbereich.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass ein stark erhéhter Homocysteinwert bei gleich-
zeitig niedrigem Folat einen homozygot vererbten Defekt der MTHFR (thermolabile
Variante) as Ursache fir die Hyperhomocysteindmie wahrscheinlich macht. Es ist deshalb zu
Uberlegen, ob nicht die Einfihrung eines zweiten Grenzwertes bei etwa 25 pumol/L sinnvoll
wére, ab welchem an das Vorliegen der Enzymvariante gedacht und in jedem Fall der
Folatspiegel im Blut kontrolliert werden sollte. Bel der entsprechenden Konstellation (hohes
Homocystein und niedriges Folat) kdnnte dann méglicherweise auf eine molekulargenetische
Untersuchung verzichtet und gleich so therapiert werden, as wére der Gendefekt
nachgewiesen worden, ndmlich mit einer Folat-Dauersubstitution.

Die klinische Bedeutung des heterozygoten Erbgangs ist unklar. Bisher geht man von einer
autosomal rezessiven Vererbung aus?® In unserer Untersuchung hatten die heterozygoten
Gentrager durchaus aufféllige Werte (bis 38 umol/L), jedoch nie so extrem hohe wie die
homozygoten (Tabelle 4-9). Die mittlere Homocysteinkonzentration war bei den Homo-
zygoten mit 38,8 + 18,8 umol/L deutlich, aber nicht signifikant hther als bei den Hetero-
zygoten, bel denen sie 25,5 £7,2 umol/L betrug (p = 0,1951). Die Folatspiegel unterschieden
sich dagegen signifikant (s.0.).

Kluijtmans et a.”® konnten zeigen, dass Geno- und Phanotyp gut korrelieren, also hetero-
zygote eine im Vergleich zu homozygoten Gentrdgern und Personen mit der normalen
Enzymvariante mittlere Enzymaktivitét haben. Unterschiedliche Folatspiegel in Abhangigkeit
vom Genstatus konnte diese Forschergruppe zwar nicht feststellen, jedoch waren nur bel den
Homozygoten Homocystein und Folsdure miteinander korreliert.

Jacques et al.?° haben ebenfalls im Zusammenhang mit der C677T-Mutation die Abhéngigkeit
der Homocystein- von der Folsaurekonzentration im Blut untersucht. Dabel waren die hetero-
zygoten Gentrdger nicht von den Tragern des normalen Enzyms zu unterscheiden: Beide
Gruppen hatten unabhangig vom Folsaurespiegel einen dhnlichen Homocystein-Mittelwert,
und bei beiden war dieser bei niedrigem Folat leicht erhdht. Die homozygoten Gentrager
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hatten dagegen signifikant hohere Homocysteinwerte, wenn ihr Folatspiegel niedrig war,
wahrend sie bei hohen Folatwerten ebenfalls nicht von den anderen Genotypen zu
unterscheiden waren. Jacques et al.?® sprachen deshalb von der "crucial role”, die die Folsaure
fur die Entwicklung einer Hyperhomocysteindmie bei Tragern der thermolabilen MTHFR-
Variante spielt, indem sie die Auspragung des Phanotypus' bel unterschiedlichem Genotypus
bestimmt.

5.4 Abschlief3ende Betrachtung

Nach dem derzeitigen Wissensstand ist es sehr wahrscheinlich, dass sich die Homocystein-
bestimmung neben der Ermittlung anderer Risikofaktoren wie Rauchen, Bluthochdruck,
Hypercholesterindmie und Diabetes mellitus in der Diagnostik von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen etablieren wird. Voraussetzung dafir sind eine zuverlassige und
unkomplizierte Préanalytik und Bestimmungsmethode.

Wahrend mit der HPLC-Analytik ein geeignetes Messverfahren zur Verfligung gestellt
werden konnte, erwies sich der préaanalytische Bereich der Homocysteinbestimmung als sehr
problematisch. Die Instabilitdt der Homocysteinkonzentration in  Vollblut bei
Raumtemperatur machte ein umsténdliches Abnahmeverfahren notwendig und stellte
aullerdem die Glaub-haftigkeit der gemessenen Werte in Frage. Mit der Entwicklung des
Lysat-Blutabnahme-systems von Probst et al.** konnte dieses Problem jetzt gelést und die
routineméaldige Bestimmung des Risikofaktors Homocystein - auch im ambulanten Bereich,
wo die Trans-portwege langer sind - ermdglicht werden.

Die klinische Erprobung hat deutlich gemacht, dass die Kreatinin-, Folat- und Vitamin-B1-
Werte stark mit der Homocysteinkonzentration korreliert sind und deshalb in den klinisch-
chemischen Befund miteinbezogen werden muissen. Die Ermittlung der sonstigen Risiko-
faktoren fur Arteriosklerose und Thrombose durch Anamnese (familidre Belastung, Rauchen,
Diabetes, Stress), klinische Untersuchung (Adipositas, Ful3pulse, Bluthochdruck, Krampf-
adern) und Laborwerte (Cholesterin, Triglyceride, Lp(a), Harnsaure, APC-Resistenz) ist dafiir
nicht notig, da Homocystein ein unabhangiger Risikofaktor ist. In der medizinischen Gesamt-
beurteilung sollten diese Faktoren allerdings schon Beachtung finden, da sie fur dieselben
Erkrankungen wie Homocystein pradisponieren und somit das Risiko zusétzlich erhéhen.

Wenn bei der Homocysteinbestimmung aus praktischen Grinden kein Methionin-
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Belastungstest durchgefuhrt wird, muss klar zwischen Nichtern- und PML-Hyperhomo-
cysteindmie unterschieden werden. Man sollte sich in der Auswertung der Tatsache bewuf3t
sein, dass erhohte Homocysteinwerte nach Methionin-Belastung wahrscheinlich einen
eigenen Risikofaktor mit ebenso hoher Prévalenz wie die Nuchtern-Hyperhomocysteindmie
darstellen,®*” und so méglicherweise eine ganze Risikogruppe unentdeckt bleibt, wenn nur die
Nuchtern-Werte untersucht werden. Die klinische Relevanz der PML-Hyperhomocysteindmie
ist aber noch nicht vollstandig geklért, so dass dieses Gebiet weiterer Untersuchungen bedarf.
Im Vordergrund des Interesses steht jetzt die Therapie und damit die Frage, ob Personen mit
erhohten Homocysteinwerten von einer Senkung durch Folatsubstitution profitieren, indem
die Entstehung oder das Fortschreiten einer Arteriosklerose (oder Thromboseneigung)
verhindert wird. Um dies zu kléren, sollte z. B. die Rezidivhaufigkeit von Patienten der
Geféaikchirurgie mit und ohne Substitution beobachtet werden. Eine andere Zielgruppe kdnnten
Gentréger der thermolabilen MTHFR-V ariante und deren Familien sein.

Wenn der Nutzen der Therapie bewiesen werden kann, ist auch an ein Screening fir diesen
kardiovaskuldren Risikofaktor zu denken, einerseits von Kindern, um die genetisch bedingte
Hyperhomocysteinamie frihzeitig zu erkennen, und andererseits von @teren Personen, um
funktionelle Vitaminmangel zustande auszuschlief3en.

Die Hauptzielgruppe fur eine Untersuchung auf Hyperhomocysteindmie stellen im
Augenblick Patienten mit préamaturer Arteriosklerose, unklaren rezidivierenden Thrombosen

oder einer auffalligen Familienanamnese beziiglich Gefal3erkrankungen dar.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Erhohte Plasmakonzentrationen der Aminosdure Homocystein scheinen ein epidemiol ogisch
wichtiger, unabhangiger Risikofaktor fir Arteriosklerose zu sein. Dies haben mehrere grofe
Studien, z. B. die Physicians’ Hedth Study (1992) und das European Concerted Action
Project (1997) gezeigt.

Mit der Zielsetzung, die diagnostischen Moglichkeiten der Arteriosklerose-Risikoerfassung
am Klinikum rechts der Isar zu verbessern, wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation
eine HPLC-Methode zur Bestimmung von Homocystein im Blut etabliert.

Fur die Messung mit der HPLC wird Homocystein zunéchst reduktiv aus seiner Bindung an
Plasmaproteine geldst und dann nach einem Falungsschritt mit dem thiolspezifischen
Fluoreszenzreagenz SBD-F (7-Fluor-benzofurazan-4-sulfonsdure Ammoniumsalz) umgesetzt.
Die Auftrennung der im Plasma vorhandenen Thiol-Verbindungen Cystein, Homocystein,
Cysteinylglycin und Glutathion erfolgt auf einer reversed-phase-C18-Saule mit einem Acetat-
Puffer als Eluent. Die Methode ist analytisch sensitiv (Detektionslimit 0,5 pmol/L), prézise
(Variationskoeffizient der Interassayprazision 7 %) und aufgrund des Reaktionsverhaltens von
SBD-F thiolspezifisch. Bei einer Laufzeit von 15 Minuten pro Probe und der entsprechenden
Aufarbeitungszeit des Plasmas kdnnen etwa 40 Proben am Tag gemessen werden.

Fir die Praxis der Homocysteinbestimmung stellt die mangelhafte Stabilitét der
Homocystein-konzentration in den Blutabnahmesystemen ein grof3es Problem dar. In unseren
Versuchen hatte die Lagerung von nicht zentrifugiertem Vollblut bei Raumtemperatur
innerhalb von sechs Stunden eine Erhdhung der Plasma-Homocysteinkonzentration um 23 bis
100 % zur Folge, selbst wenn das Blut mit verschiedenen Stabilisatoren wie EDTA oder
Natrium-Fluorid ver-setzt war. Im Plasma war die Homocysteinkonzentration dagegen
mindestens 48 Stunden lang bei Raumtemperatur stabil. Der Konzentrationsanstieg im
Vollblut ist wohl auf die intra-erythrozytére Produktion von Homocystein und dessen aktive
Ausschleusung aus den Zellen in das Plasma zurtickzufihren, was an isolierten Erythrozyten
eindrticklich gezeigt werden konnte.

Durch Lagerung der Vollblutprobe auf Eis kann die Homocysteinkonzentration fir kurze Zeit
(ca. eine Stunde) stabil gehaten werden. Fir eine korrekte Homocysteinbestimmung muss
deshalb die Blutentnahme in EDTA-Monovetten auf Eis erfolgen, und die Probe innerhalb
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einer Stunde der Zentrifugation und Abtrennung des Plasmas von den Blutzellen zugefiihrt
werden.

Im Rahmen einer klinischen Erprobung wurden 231 Patienten mit peripherer arterieller Ver-
schlusskrankheit, Karotisstenose, Bauchaortenaneurysma oder koronarer Herzkrankheit einem
Referenzkollektiv von 44 gefél3gesunden Personen gegenubergestellt. Die Homocystein-
Mittelwerte der beiden Kollektive - 14,1 £ 6,6 umol/L und 11,0 £ 3,9 umol/L - unterschieden
sich signifikant (p = 0,0005). Die Homocysteinkonzentration im Plasma war signifikant mit
dem Alter (p < 0,0001), dem Geschlecht, den Kreatinin- (p < 0,0001) und den Folsdurewerten
(p = 0,0279) korreliert. Mit den unterschiedlichen Diagnosen oder anderen kardiovaskularen
Risikofaktoren bestand kein Zusammenhang.

Als oberer Grenzwert fir den Referenzbereich wurden 15 pmol/L Homocystein im Plasma
festgelegt. Dieser Wert gilt fur alle Personen mit Ausnahme der pramenopausalen Frauen, fir
die er 13,5 umol/L betrégt. Die Prévalenz der Hyperhomocysteinamie war demnach im
Patientenkollektiv 32,9 % und im Referenzkollektiv 13,6 %.

Zwolf Personen, die durch extrem erhdhte Homocysteinwerte aufgefallen waren, konnten mit
einer molekularbiologischen Untersuchung as Gentréager der thermolabilen Variante der
Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) identifiziert werden, einer Enzymvariante des
Folatstoffwechsels, die aufgrund ihrer verminderten Aktivitdt zu erhohten Homocystein-
konzentrationen im Blut fuhrt. Als Folge dieser Untersuchung wurde empirisch ein Marker-
wert bei 25 umol/L Homocystein eingefiihrt, bei dessen Uberschreiten das Vorliegen des
MTHFR-Defekts als Ursache der Hyperhomocysteinamie wahrscheinlich ist und molekular-
biologisch tberprift werden sollte.

Die Verlaufskontrolle eines homozygoten Gentragers fur die thermolabile MTHFR-Variante
zeigte das gute Ansprechen dieser Personen auf Substitution mit Folsdure. Der stark erhdhte
Homocysteinwert (42 umol/L) sank bei Einnahme von 1,5 mg Folsdure pro Tag innerhab
eines Monats in den Referenzbereich (10 umol/L). Nach Absetzten der Substitutionstherapie
kehrte er jedoch ebenso rasch zum erhéhten Ausgangswert zurtick.

Die Einfuhrung des Parameters Homocystein in die Arteriosklerose-Diagnostik kann helfen,
die Ursache bislang ungeklarter Féle pramaturer Arteriosklerose aufzudecken. Durch
Substitution von Folsdure ist mdglicherweise eine nebenwirkungsarme Therapie bzw.
Prophylaxe der Hyperhomocysteindmie méglich.
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