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1. Einleitung

1.1. Stand der Wissenschaft

1.1.1. Allgemeine Fakten zu Homocystein

Homocystein ist eine schwefelhaltige = Aminosaure, die nicht in
Nahrungsproteinen vorkommt. Sie besitzt an der Kohlenstoffkette eine
zusatzliche Methylgruppe und ist somit ein hoheres Homologes der Aminosaure
Cystein. Homocystein hat ein Molekulargewicht von 135,2 g/mol.

1932 wurde Homocystein von DeVigneaud in Zusammenhang mit der
Transmethylierung von Methionin entdeckt (DeVigneaud et al., 1952). Carson
und Neill entdeckten 1962 in Nord-Irland geistig retardierte Kinder, die unter
Homocystinurie litten. Diese Krankheit stellte sich wenig spater als autosomal
rezessiv vererbter Mangel an CBS heraus, der eine Hyperhomocysteinamie im
Plasma zur Folge hat (Carson et Neill, 1962; Refsum et al., 1998). Ahnliche
Feststellungen machten auch Gerritsen und Waisman zur selben Zeit (Gerritsen
und Waisman, 1964).

Ein zweiter genetischer Enzymdefekt, der autosomal rezessiv vererbte Mangel
an (thermostabiler) MTHFR, wurde 1972 beschrieben (Mudd et al., 1972).
Diese beiden schweren hereditaren Enzymdefekte, d.h. der MTHFR- und CBS-
Mangel, sind selten. Sie fuhren bei Homozygotie zur klassischen
Homocystinurie, einer Erkrankung, die charakterisiert ist durch Linsenektopie
(100%), Oligophrenie (70-80%), Osteoporose sowie Skelettfehlbildungen und
gehaufte thromboembolische Ereignisse. Bei solchen Patienten sind die
Homocysteinwerte in Plasma massiv erhéht (>400 umol/l), wobei der
Normbereich bei 5-15 ymol/l liegt (Malinow et al., 1999).

Ein  hoher  Homocystein-Plasmaspiegel gilt als  Risikofaktor  fur
arteriosklerotische Erkrankungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall sowie fur
Thrombosen und Embolien. Zudem scheint die schwefelhaltige Aminosaure
auch mit der Entstehung einer Demenz bzw. der Osteoporose assoziiert zu

sein.



Strukturformeln in gewinkelter Schreibweise:
Homocystein (Hcy):

COCH
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N
CH, CH

NH,

Abb.1: Homocystein ist ein hdheres Homologes der Aminosaure Cystein.
Cystein (Cys):

CH, COOH
/
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NH,

Abb.2: Homocystein kann durch Sulfidgruppentbertragung Uber Cystathionin in
Cystein umgewandelt werden.

Methionin (Met):

S CH COOH
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Abb.3: Bei ungenigendem Angebot an Methionin wird Homocystein durch
Remethylierung in Methionin zurtckverwandelt.

1.1.2. Homocystein-Metabolisierung und Methylierungspotenzial

Die Metabolisierung von Homocystein lauft auf zwei unterschiedlichen
enzymatischen Wegen ab. Einerseits durch die Transsulfurierung und

andererseits durch die Remethylierung.



Bei der Transsulfurierung ist Vitamin Bg von entscheidender Bedeutung,
wahrend Folsaure und Vitamin B4, an der Remethylierung von Homocystein
entscheidend beteiligt sind.

Homocystein entsteht bei der reversiblen Hydrolyse von SAH in Adenosin und
Homocystein. Bei ungenigendem Angebot an Methionin wird Homocystein
durch Remethylierung in Methionin zurtckverwandelt, was hauptsachlich von
der Methioninsynthase geleistet wird, die Cobalamin (Vitamin B42) und Folsaure
als Coenzym bendtigt. Ist das Angebot an Methionin ausreichend, wird
Homocystein durch Sulfidgruppenubertragung Uber Cystathionin in Cystein
umgewandelt. Katalysator der Transsulfurierung ist die Cystathionin B-Synthase
(CBS), die Pyridoxalphosphat (Vitamin Bg) als Coenzym bendtigt.
S-Adenosylhomocystein (SAH) entsteht bei Transmethylierungsreaktionen aus
S-Adenosylmethionin (SAM). Die cytosolischen Konzentrationen von SAH
werden von der Aktivitat der SAH-Hydrolase kontrolliert. Dieses Enzym besetzt
einen wichtigen Knotenpunkt im Zellmetabolismus, der die Prozesse der
Transmethylierung, der Transsulfurierung und des ATP-Umsatzes verknUpft.
Die SAH-Hydrolase katalysiert die reversible Hydrolyse des SAH in Adenosin
und Homocystein. Da SAH ein sehr potenter Hemmstoff der Methyltransferasen
ist — durch Produkthemmung der enzymatischen Ubertragung von aktivierten
Methylgruppen — fuhrt eine Verminderung der SAH-Hydrolase-Aktivitat zur
Hemmung der Methyltransferasen und damit zu weitreichenden Veranderungen
der Zellfunktionen (Ueland, 1982; Perna et al., 2001). Das thermodynamische
Gleichgewicht der SAH-Hydrolase Aktivitat liegt auf der Seite der SAH-
Synthese (de la Haba et Cantoni, 1959; Kloor et al., 1998), jedoch Uberwiegt bei
physiologischen in-vivo-Bedingungen die Hydrolyse, denn Adenosin und
Homocystein werden durch weitere Enzyme schnell metabolisiert und damit aus
dem Gleichgewicht der SAH-Hydrolyse-Reaktion entfernt (Abb. 4).

Eine dauerhafte Hyperhomocysteinamie im Plasma und im Erythrozyten
veranlasst einen intrazellularen Anstieg des S-Adenosylhomocystein (SAH) im
Gewebe. Diese Feststellungen machten Perna und Mitarbeiter bei
Dialysepatienten, die in zwei Gruppen eingeteilt wurden. Die eine Gruppe

enthielt die Patienten mit Hyperhomocysteinamie und die andere diejenigen mit



einem Homocysteingehalt im Normbereich (Perna et al., 1993; Perna et al.,
1995).
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Abb. 4: Homocystein-Metabolismus

Unter pathologischen Bedingungen eines erhohten ATP-Abbaus und erhdhten
Homocystein-Konzentration zeigt sich, dass die intrazellularen Spiegel von
Homocystein stark ansteigen (Kloor et al., 2002): Das Methylierungspotenzial
fiel in der Niere von Ratten bei kurzdauernder Ischamie und Homocysteinzufuhr
auf sehr niedrige Werte ab. Es resultierte eine fast vollstdndige Blockade der
Methyltransferasen. Diese in-vivo-Ergebnisse zeigen die Verknupfung des
Energiestoffwechsels mit den Transmethylierungsreaktionen im Organismus. In
welchem Ausmall diese Verknupfung auch beim Menschen unter hoher
Homocystein-Konzentration durch Homocysteinzufuhr besteht, ist bislang nicht
bekannt.

Der Methylierungsprozess von Proteinen ist abhangig von der SAM- und SAH-
Konzentration. Je hdher die SAM-Konzentration und je geringer die SAH-

Konzentration ist, desto aktiver laufen die Methylierungsreaktion ab.



Um die Aktivitdt der Methylierungsreaktionen zu quantifizieren, wurde das
Methylierungspotenzial SAM/SAH definiert. Es wird angenommen, dass
Homocystein, als Bestandteil des Methylierungszyklus, ein Modulator des
Methylierungspotenzials ist.

Diese Feststellungen machten Yi und Mitarbeiter im Jahr 2000 anhand einer
Studie mit 58 gesunden Frauen im Alter von 19-53 Jahren (Durchschnittsalter
37,2 Jahre). 28 hatten einen Homocystein-Plasmaspiegel im Normbereich
(Mittelwert 7,26 + 1,11 pmol/l), 30 einen dauerhaft hdheren Homocystein-
Plasmaspiegel (Mittelwert 12,30 + 1,82 pmol/l).

Es wurde gezeigt, dass eine chronische Hyperhomocysteinamie mit dem
Anstieg der SAH-Konzentration und dem Abfall des Methylierungspotenzials
korreliert. Dieser Abfall des Methylierungspotenzials wurde anhand der
Methylierung der DNA von peripheren Lymphozyten gemessen (Yi et al., 2000).
Ein erniedrigtes Methylierungspotenzial stort die physiologischen Mechanismen
der Methylierung von Proteinen und von regulatorischen Gensequenzen.

Es wird angenommen, dass das einer der Wege ist, weshalb Homocystein als
kardiovaskularer Risikofaktor gilt.

Jedoch ist nicht bekannt, ob eine kurzzeitige Hyperhomocysteinamie die SAM-

und SAH-Konzentration und somit das Methylierungspotenzial verandert.

1.1.3. Hyperhomocysteinamie und deren Ursachen

Eine Hyperhomocysteinamie ist laut Definiton ein  Homocystein-
Nuchternplasmaspiegel oberhalb der 95. Perzentile der Normalbevdlkerung (5—
15 pymol/l) (Malinow et al., 1999). Die Hyperhomocysteinamie wird willkurlich
entsprechend der Plasma-Konzentration als leicht (16—30 pymol/l), mittelschwer
(31-100 umol/l) oder schwer (>100 pmol/l) klassifiziert (Malinow et al., 1999).
Die Pravalenz einer Hyperhomocysteinamie wird auf 5% in der
Gesamtbevolkerung und auf 13-47% bei Patienten mit symptomatischer
arteriosklerotischer Gefalderkrankung geschatzt (Hankey und Eikelboom, 1999).
Genetische Polymorphismen der Homocystein-metabolisierenden Enzyme oder

verminderte  Versorgung mit notwendigen Coenzymen gelten als



Hauptursachen einer Akkumulation von Homocystein im Plasma (Perry et al.,
1999; Refsum et al., 1998; Welch und Loscalzo, 1998).

Vitaminmangel

Die haufigste Ursache fur eine Hyperhomocysteinamie st die
Vitaminunterversorgung des Organismus. Diese kann sich aus mangelnder
Zufuhr, verminderter Aufnahme im Magen-Darm-Trakt (Malabsorption),
vermehrtem Verbrauch und durch Wechselwirkungen mit Medikamenten und
Nahrungsbestandteilen ergeben. Menschen mit einseitigen
Erndhrungsgewohnheiten  (Vegetarier), altere Menschen, Schwangere,
Patienten mit Nierenerkrankungen, Malabsorption (z.B. durch entzindliche
Darmerkrankungen) und Tumorpatienten zahlen zu den Risikogruppen fur
klinisch relevante Vitamindefizite. Weiterhin konnen Alkoholabusus und die
Einnahme bestimmter Medikamente zu einem Vitaminmangel fuhren. Mit
Alkohol gefltterte Ratten haben eine signifikant geringere Menge an S-
Adenosylmethionin und einen signifikant hoheren S-
Adenosylhomocysteingehalt in der Leber. Daraus folgt, dass ein chronischer
Alkoholgenuss eine Hyperhomocysteinamie verursacht, die auf die Interferenz
der Carbonsaure-Metabolisierung bezogen wird (Stickel et al., 2000).
Folatmangel ist der haufigste Vitaminmangel in Europa, begunstigt durch einen
Mangel an frischem Obst und Gemuse. Gute Nahrungsquellen fur Folat sind
beispielsweise grine Gemuse, Getreideprodukte, Obst, Hefe und Leber (mit
Einschrankung). Bis zu 90% der Folate kdnnen bei der Verarbeitung von
Getreideprodukten und anderen Lebensmitteln verloren gehen (Savage et al.,
1994). Weitere Verluste von Folat entstehen durch dessen Hitze-, Lagerungs-
und Lichtempfindlichkeit. Die Empfehlungen mehrerer Fachgesellschaften zur
Aufnahme von flinf Portionen Obst und Gemuse am Tag (600-700 g) sind kaum
realisierbar. Bei einer mittleren taglichen Zufuhr von ca. 400 pg
Folataquivalenten waren alle folatabhangigen Stoffwechselparameter optimiert.
Die tagliche Folataufnahme mit der Nahrung liegt gegenwartig in den DACH-
Landern (Deutschland, Osterreich und Schweiz) durchschnittlich bei deutlich
unter 300 pg (197-235 pg fur Manner bzw. 168-214 ug fur Frauen) (Smith et al.,



2000), so dass ein grol3er Teil der Normalbevdlkerung die erforderliche Menge
nicht Gber die natlrliche Ernahrung erreicht (Eisenstein et al., 2001).

In einer Untersuchung wurde das Plasma-Homocystein als funktioneller Marker
der Folsaure-Versorgung betrachtet. Bei 103 Probanden wurden erhohte
Homocystein-NUuchternplasmaspiegel fast ausschlieRlich bei Folsaurewerten
<4,4 ng/ml gefunden (10 nmol/l = 4,4 ng/ml). Der Normbereich flr Folsaure liegt
bei 3,0-15,0 ng/ml. Lagen die Folsaure-Spiegel uber dem Schwellenwert von
4.4 ng/ml, fihrte auch eine siebentagige Folsauresupplementation (5 mg/d)
nicht zu einem weiteren Absinken des Plasma-Homocysteinspiegels (Brouwer
et al., 1998).

Vitamin B2 wird in der Regel in bedarfsiberschreitenden Mengen
aufgenommen. Dennoch kann bei Risikogruppen ein Defizit vorliegen. Der
Vitamin Bi>-Mangel des alteren Menschen ist haufig Ausdruck einer
unzureichenden Resorption durch altersbedingte Verminderung der
Magensaftsekretion bzw. einen Mangel an ,intrinsic factor". 30-40% der alteren
Menschen kdnnen hiervon betroffen sein (Malinow et al., 1999, Butterworth und
Tamura, 1989). Vitamin B4, kann nur von Bakterien synthetisiert werden,
weshalb nur tierische Nahrungsmittel (Fisch, Fleisch, Eier und Milchprodukte)
gute Nahrungsquellen sind (Refsum et al., 1985). Anders als Folat ist
Cobalamin ein verhaltnismalig stabiles Vitamin, welches durch die
Nahrungsmittelzubereitung kaum zerstoért wird.

Vitamin Bs kommt besonders in Fleisch, Milch- und Vollkornprodukten, Eigelb,
Kartoffeln, Mais, Obst und Gemuse vor (Selhub et al., 1993). Reprasentative
Erhebungen zur Vitamin Bg-Aufnahme liegen aus den DACH-Landern nicht vor.
Aus der Framingham Heart Study geht hervor, dass eine Vitamin-Bg-Aufnahme
von weniger als ca. 1,4 mg/d eine signifikante Homocysteinerhéhung zur Folge
hat (Butterworth und Tamura, 1989). Anders als bei Folsaure gehen durch
Lagerung und Kochen wegen der besseren Stabilitat maximal 10-50% des
Vitamins verloren (Selhub et al., 1993).

Genetische Einfliisse

Das Enzym 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) reduziert
irreversibel 5,10-Methylen-THF zu 5-Methyl-THF. In den DACH-L&ndern sind



ca. 5-15% der Bevodlkerung homozygote Trager einer thermolabilen
Enzymvariante mit Punktmutation im Nukleotid an Position 677 (MTHFR
677C—T). Diese Nukleotidsubstitution flihrt zu einem Austausch der
Aminosaure Alanin an Position 222 durch Valin und damit zu einer erniedrigten
Enzymaktivitat. Folge ist eine verminderte Umwandlung von 5,10-Methylen-THF
zu 5-Methyl-THF, das als Cofaktor der Methionin-Synthase flir die
Remethylierung von Homocystein zu Methionin bendtigt wird. Der Mangel
dieses Cofaktors vermindert den Abbau beziehungsweise die Metabolisierung
von Homocystein zu Methionin. Allerdings weisen nur Homozygote (TT)
signifikant erhohte Homocystein-Werte auf (Frosst et al.,, 1995). Die
Enzymaktivitat ist bei den Betroffenen um ca. 70% reduziert. Bei ihnen sind die
Homocysteinwerte in Plasma auf Gber 100 umol/l erhoéht. Trager der Mutation
reagieren daher besonders sensitiv auf einen Mangel an Folat mit einer
Homocysteinerhdhung um ca. 25% (entsprechend ca. 2,6 ymol/l) im Vergleich
zu Wildtyp-Alleltragern (Brattstrom et al., 1998; Hill et al., 1965; Cortes und
Motti, 2001). Die Pravalenz der MTHFR-Variante fur die homozygote Form liegt
zwischen 9-11% bei der europaischen Bevolkerung. Die Inzidenz heterozygoter
Trager liegt bei 30-40%, wahrend sie in anderen Bevolkerungen (Asien, Afrika)
selten ist.

Neuere Metaanalysen unter Einschluss ausreichend groRRer Fallzahlen finden
fur den homozygoten Genotyp im Gegensatz zum heterozygoten Genotyp eine
(assoziierte) Risikoerhohung fur kardiovaskulare Ereignisse von 16-23%, die
mit der Homocysteinerhdhung bzw. dem Folatmangel zu erklaren ist
(O’Callaghan et al., 2002; Kelly et al., 2002; Chen et al., 1999; Schnyder et al.,
2001).

Ein weiterer genetischer Enzymdefekt, der autosomal rezessiv vererbte Mangel
an (thermostabiler) MTHFR, wurde 1972 beschrieben (Mudd et al., 1972).
Dieser schwere hereditare Enzymdefekt, d.h. der MTHFR-Mangel, ist selten
und fuhrt bei Homozygotie zur klassischen Homocystinurie, einer Erkrankung,
die charakterisiert ist durch Linsenektopie (100%), Oligophrenie (70-80%),

Osteoporose sowie Skelettfehlbildungen und gehaufte thromboembolische



Ereignisse. Bei solchen Patienten sind die Homocysteinwerte in Plasma massiv
erhoht (>400 umol/l).

Mutationen im Gen der Cystathionin-3-Synthase finden sich bei ca. 1% der
Bevolkerung in heterozygoter Form. Trager dieser Mutation haben hohere
Homocysteinwerte und ebenfalls ein erhohtes Risiko fur Gefallerkrankungen
(Martin et al., 1999). Der CBS-Mangel betrifft weltweit durchschnittlich 1/300000
Personen, allerdings mit sehr grollen Schwankungen zwischen den
Populationen (1/60000 Iren; 1/900000 Japaner). Falle mit MTHFR-Mangel
wurden bis heute nur etwa 25 beschrieben. Diese Feststellungen veranlassten
zahlreiche Studien (Ueland et al., 1989), die die verschiedensten Enzymdefekte
bekannt machten.

Weitere Mutationen mit moglicher Wirksamkeit im Homocystein-Metabolismus
(Methionin-Synthase (Leclerc et al., 1996), Methionin-Synthase-Reduktase
(Nallamothu et al., 2000)) sind sehr selten, und deren klinische Relevanz ist
bislang kaum erforscht.

Chronische Niereninsuffizienz

Hyperhomocysteinamie  wird bei Patienten mit einer chronischen
Niereninsuffizienz regelmalig beobachtet (Gupta et Robinson et al., 1997).
Jedoch ist der genaue Mechanismus, warum die chronische Niereninsuffizienz
zu einer Hyperhomocysteinamie fuhrt, noch nicht bekannt. Die Homocystein-
Ausscheidung Uber die gesunde Niere ist gering, so dass eine Storung der
Ausscheidung kaum ursachlich fur eine Hyperhomocysteindmie sein kann.
Stattdessen wird vermutet, dass die Hyperhomocysteinamie durch den
verlangsamten Metabolismus verursacht wird.

Alters- und Geschlechtsabhangigkeit

Die Homocystein-Plasmakonzentration nimmt mit dem Alter zu. Ma@nner haben
im jungeren Alter normalerweise hdohere Werte als Frauen. Bei 40-Jahrigen
betrégt die Geschlechtsdifferenz ca. 2 ymol/l, sie kann mit dem Ostrogeneffekt
bei Frauen erklart werden und nimmt in der Menopause rasch ab. Die
altersabhangige Homocysteinerhdhung lasst sich zumindest teilweise durch die
physiologische Abnahme der Nierenfunktion erklaren. Die Zunahme der

Homocystein-Konzentration verlauft bis zum 60.-65. Lebensjahr weitgehend



linear, danach deutlich schneller, im Durchschnitt um etwa 10% bzw. 1 umol/l
pro Dekade (Wilcken und Wilcken, 1997; Ubbink et al., 1996).

Andere Ursachen fur Homocysteinveranderungen

Zahlreiche Wirkstoffe, Medikamente, Erkrankungen und Lebensstilfaktoren
beeinflussen den Homocystein-Stoffwechsel, zumeist als direkte oder indirekte
Antagonisten von Kofaktoren und Enzymaktivitdten, aber auch durch
Disulfidaustauschreaktionen, Resorptionsstérungen und Enzyminduktion.
Beispiele hierfir sind: Theophyllin  (Vitamin-Bs-Antagonist), Lachgas
(N2O)(Cobaltoxidation) und verschiedene Antifolate (Ubbink et al., 1996;
Stanger et al., 2003; Clarke et al., 1999).

1.1.4. Homocystein als kardiovaskularer Risikofaktor

Homocystein wird als Uramietoxin angesehen und stellt einen unabhangigen
Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen dar (den Heijer et al., 1996;
Robinson et al., 1996; Wu et al., 1994). Auf der Basis einer Metaanalyse Uber
27 epidemiologische Studien wurden bis zu 10% des kardiovaskularen Risikos
einer Hyperhomocysteinamie zugewiesen (Boushey et al., 1995).

David Wald vom Southampton General Hospital und Mitarbeiter gelangten im
Jahr 2002 durch eine systematische Metaanalyse von 92 Studien mit mehr als
20 000 Probanden zu dem Ergebnis, dass erhohte Plasma-Homocysteinspiegel
kausal mit ischamischen Herzerkrankungen assoziiert sind (Wald et al., 2002).
Seit einigen Jahren verdichten sich die Hinweise darauf, dass eine - auch milde
- Hyperhomocysteinamie einen unabhangigen Risikofaktor der Atherosklerose
darstellen konnte. In einer norwegischen Studie konnte an 587 Patienten mit
angiographisch gesicherter koronarer Herzkrankheit gezeigt werden, dass bei
Patienten mit erhdhtem Plasma-Homocystein eine erheblich erhéhte Mortalitat
gegenuber Patienten mit normalen Plasma-Homocystein-Werten erwartet
werden muss (Nygard et al., 1997). Patienten mit einer Plasma-Konzentration
<9 pmol/l dienten dabei als Referenzgruppe; das relative Mortalitatsrisiko
gegenuber dieser Gruppe lag bei Patienten mit Plasma-Homocystein-Werten
zwischen 9,0 und 14,9 ymol/l bei 1,92 (95% Konfidenzintervall: 0,73-5,09), bei
Plasma-Homocystein Werten zwischen 15,0 und 19,9 ymol/l bei 2,78 (95%
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Konfidenzintervall: 0,86-8,98) und bei Werten >20 umol/l bei 4,51 (95%
Konfidenzintervall: 1,22-16,6).

Uber die Mechanismen, mit denen Homocystein seine toxischen Wirkungen
ausubt, ist bisher folgendes bekannt: Der Homocysteinmetabolismus in
kardiovaskularen Zellen ist ausschlieRlich auf die folat- und Vitamin-Bq,-
abhangige Remethylierung angewiesen, da in Endothelzellen menschlicher
Gefalle bislang keine Transsulfurierung nachgewiesen worden ist. Aufgrund
des fehlenden irreversiblen Abbaus von Homocystein zu Cystein kann die
Homocysteinsynthese den Zellexport rasch Ubersteigen und eine spezifische
Zellschadigung bis hin zum Zelluntergang verursachen. Das kardiovaskulare
System ist daher, mehr als andere Organe, fur Homocysteinerhbhungen
besonders empfindlich (Chen et al., 1999; Hankey et Eikelboom, 1999). Ein
Uberschuss an Homocystein kann die GefaRmorphologie verdndern,
entzindliche Prozesse stimulieren, das Endothel und die Gerinnungskaskade
aktivieren sowie die Fibrinolyse hemmen. Insgesamt kommt es bei einer
Hyperhomocysteinamie zum Verlust der antithrombotischen Endothelfunktion
und zur Induktion eines prokoagulatorischen Milieus (Durand et al., 2001;
Stanger et al., 2001). Den meisten der bekannten Schadigungen liegen
homocysteinvermittelte oxidative Stressbelastungen zugrunde. Hierzu gehoren
besonders Veranderungen des intrazellularen Redoxpotenzials, die
Generierung von freien Radikalen, die Beeintrachtigungen des NO-Systems
und  Aktivierung von  Transkriptionsfaktoren mit  Stimulation  von
Genexpressionen.  Zahlreiche  Mechanismen wurden  durch in-vivo-
Untersuchungen und Versuche mit diatetisch induziertem Folatmangel und

physiologischer Homocysteinerhéhung abgesichert.

1.2. Zusammenfassung der Studie

Bei der Studie handelt sich um einen prospektiven, randomisierten, placebo-
kontrollierten Vergleich mit zweiarmigem cross-over-Design. Es wurden 14
(davon 14 Verum, 13 Placebo) gesunde Freiwilige in die Studie
eingeschlossen. Diese bekamen an einem der zwei Studientage eine orale

Homocysteinzufuhr von 65,1 pmol/kg KG (im Durchschnitt 754 + 100 mg bzw.
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4909 £ 651 ymol Homocystein) und am anderen 200 ml Placebo (Apfelsaft und
Wasser). Ein Studientag bestand aus einem stationaren Tag auf der
Probandenstation mit vorausgehender Ubernachtung und 2 ambulanten
Blutentnahmen an den 2 Folgetagen.

Mittels HPLC (High Performance Liquid Chromatography) wurden die SAM- und
SAH-Konzentrationen in Vollblut, in Plasma und in Erythrozyten bestimmt.
Aulerdem wurde mit Hilfe des Cytosin-Extension Assay (Pogribny et al., 1999)
die Messung der Methylierungsrate der DNA in den gewonnen peripheren
Lymphozyten durchgeflhrt.

Auch wurde mittels HPLC die Gesamthomocystein-Konzentration in Plasma
und die Homocystein-Konzentration in Vollblut gemessen, sowie die
Homocystein-Konzentration in Erythrozyten berechnet.

Eine weitere ZielgroRe war die Messung der Sinistrin-Clearance als Grundlage
fur die kumulative Exkretion von Homocystein im Urin.

Die Genotypisierung bezuglich Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR)

erfolgte Uber die Pyrosequenzierung im Institut fur Medizinische Genetik.

1.3. Studienziel

Bisher ist bekannt, dass eine chronische Hyperhomocysteindmie, die nicht
exogen induziert ist, mit dem Anstieg der SAH-Konzentration und Abfall des MP
korreliert. Der Abfall des Methylierungspotenzials wurde anhand der
verminderten Methylierung der DNA von peripheren Lymphozyten gemessen
(Yi et al., 2000).

In der vorliegenden Studie wurde Uberprift, inwieweit eine kurzzeitige, exogen
induzierte Hyperhomocysteindmie ausreicht, diese Parameter in gesunden
mannlichen Probanden zu beeinflussen.

Als sekundarer Zielparameter wurde die Menge des unveranderten, renal
ausgeschiedenen Homocysteins in  Relation zur oral verabreichten
Homocystein-Dosis quantitativ bestimmt.

Zusatzlich wurde untersucht, ob die gemessenen Parameter vom MTHFR-
C677T-Genotyp abhangig sind.
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2. Material und Methoden

2.1. Studienprobanden

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte Uber die Probandendatei der Abteilung
Klinische Pharmakologie sowie durch direkte mundliche Ansprache.

Innerhalb von 2 Monaten bis zum Beginn der Studie erfolgte eine
Voruntersuchung der Studieninteressenten, bestehend aus Anamnese,
korperlicher Untersuchung, Ruhe-EKG und klinisch-chemischer
Laboruntersuchung (Blut und Urin; erhobene Parameter: siehe Abb. 5). Im
Rahmen dieser Voruntersuchung wurden nur diejenigen Studieninteressenten
in die Studie aufgenommen, bei denen die folgenden Einschlusskriterien

gegeben waren und keines der genannten Ausschlusskriterien zutraf.

Einschlusskriterien:
e gesunde Manner zwischen 18 und 30 Jahren
¢ Nichtraucher
e BMI zwischen 20 — 30 kg/m?

e unterschriebene Einverstandniserklarung

Ausschlusskriterien (die angegebenen Normbereiche gelten fir das
Zentrallabor der Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Tubingen):
e bekannte Allergien
e Erhdéhung der Homocystein-Plasmakonzentration (>15 pmol/l)
e Mangel an Vitamin Bg (<3,6 pg/l), Vitamin B4z (<20 ng/l) oder Folsaure
(<300 ng/dl)
e Hyper-/Hypothyreose (TSH <0,4 mU/I oder >2,5 mU/l)
e positive(r) Befund(e) fir HBsAg, HCV-/HIV-Ak
¢ klinisch relevante Auffalligkeiten bei der kérperlichen Untersuchung,
Ruhe-EKG und beim Ubrigen klinisch-chemischen Labor (s. Tab. 1)
e Raucher

e Vegetarier
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e positives Drogen-Screening

¢ relevante Vorerkrankungen:

thromboembolische Ereignisse in der Anamnese

kardiovaskulare Erkrankung in der Anamnese

¢ regelmalige Medikamenteneinnahme

e Teilnahme an einer klinischen Studie in den letzten 30 Tagen vor dem

geplanten Studienbeginn

e mangelnde Compliance

Tab. 1: Gemessene Parameter bei der klinisch-chemischen Laboruntersuchung (im
Rahmen der Voruntersuchung)

Blutbild Klinische Chemie |Urinuntersuchung |Sonstiges
Leukozyten Natrium Leukozyten Vitamin Bg
Erythrozyten Kalium Nitrit Vitamin B2
Hamatokrit Kreatinin pH-Wert Folsaure
Hamoglobin Gesamteiweil} Protein Homocystein
MCV GOT Glucose MTHFR-
Genotypisierung

MCH GPT Ketonkorper HBV-Serologie
Thrombozyten yGT Urobilinogen HCV-Serologie

Bilirubin gesamt Bilirubin HIV-Serologie

CRP Hamoglobin

Quick Drogen-Screening

PTT

TSH

Die demographischen Daten der in die Studie aufgenommenen Probanden sind

in Tab. 2 wiedergegeben.
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Tab. 2: demographische Daten

Grole Gewicht | BMI KO

Subj.-Nr. |Alter [em] [kgl [kg/m?] [m?]
1 22 171 70 23,9 1,82
2 25 182 88 26,6 2,10
3 25 164 63 23,4 1,69
4 21 182 67 20,2 1,87
5 24 182 73 22,0 1,94
6 23 177 73 23,3 1,90
7 26 186 85 24,6 2,10
8 25 179 78 24,3 1,97
9 21 177 76 24,3 1,93
10 23 180 66 20,4 1,84
11 23 187 79 22,6 2,04
12 24 200 98 24,5 2,35
13 22 177 77 24,6 1,94
14 24 177 63 20,1 1,78
MW: 180,1 75,4 23,2 1,95
SD: 8,2 10,0 1,9 0,16
Min: 164 63 20,1 1,69
Max: 200 98 26,6 2,35

2.2. Herstellung der Studienmedikation

L-Homocystein

Am Morgen des jeweiligen Studientages wurde die Homocystein-Lésung nach

folgendem

Rezept

(Molekulargewicht:

aus

L-Homocystein-Thiolacton

Hydrochlorid

153,6 g/mol; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Produktnummer 53527, Reinheit > 99%) hergestellt:
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e Auflésen von 10 mg/kg KG pulverisiertem L-Homocystein-Thiolacton
Hydrochlorid (entspricht 65,1 umol/kg KG reduziertes Homocystein) in 5
ml 5 M NaOH

e 5 Minuten stehen lassen zum Offnen des Thiolactonringes

e Hinzufliigen von 5 ml 5 M HCI zur Neutralisation

e Einstellen des pH auf 4-5

e Hinzufugen von 90 ml Wasser und 100 ml Apfelsaft zur
Geschmacksverbesserung bis zu einem Gesamtvolumen von 200 ml

(Mansoor und Guttormsen, 1993).

Placebo
Am Morgen des jeweiligen Studientages wurde die Placebo-L6sung aus 100 mli

Wasser und 100 ml Apfelsaft hergestellt.

2.3. Clearance

Fir die Clearance-Messung in der vorliegenden Studie wurde Inutest® (25%-
ige Sinistrin-Lésung, Lagerung bei Raumtemperatur) von der Firma Fresenius
Kabi GmbH, Graz, Osterreich bezogen. Sinistrin ist mit Inulin strukturverwandt,
ist jedoch aufgrund der verzweigten Molekularstruktur besser wasserloslich.

Die Dosierung der Substanz ist abhangig von der Korperoberflache des
Probanden (KO), die mittels einer Formel aus Korpergewicht und GrofRe
ermittelt wird (Du Bois und Du Bois, 1916).

KO = Gewicht”***x GréRe®* x 0,007184 m?
KO in m?

Gewicht  inkg

GroRe in cm

Berechnung der Sinistrinmengen:

1.) Boluslésung Infusionsrate 1000 ml/h:
Inutest® 6 ml/m2 KO
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Das Volumen der Inutest®Losung wurde zu 50 ml 0,9% NaCl-Lésung
(Isotonische Natriumchlorid-Lésung, 250 ml, Delta-Pharma, Pfullingen,
Bestellnummer: 2044289) dazugegeben.

Die Gesamtmenge der Boluslésung war abhangig von der Kdrperoberflache
des Probanden und betrug etwa 60-65 ml (Infusionsdauer: ca. 4 min).

2.) Hauptinfusionslésung (250 ml): Infusionsrate: 50 ml/h:

Inutest® 25 ml/m2 KO

Zum Auffullen des Infusionsvolumens auf 250 ml wurde 0,9% NaCl-Losung
(Isotonische Natriumchlorid-Lésung, 250 ml, Delta-Pharma, Pfullingen,
Bestellnummer: 2044289) verwendet.

Gesamtmenge Hauptinfusionslosung: 750 ml liefen Uber die Gesamtdauer
eines Studientages (ca. 14 h).

3.) Zusatzlich erfolgte eine Infusion von halbisotonischer 2,5% Glukoseldsung
(= halbisotonische Kochsalzlésung, 2,5% Glukose, 0,45% NaCI-Lésung®, 500
ml, Delta-Pharma, Pfullingen, Bestellnummer: 3426691) in einer Rate von 3

mi/kg KG fur 1 Stunde, anschlie3end erfolgte die Infusion bilanzadaptiert.

Als renale Clearance einer Substanz ist diejenige Menge Blutplasma definiert,
aus der der betreffende Stoff in einer Minute durch die Nierentatigkeit
vollstandig eliminiert wird. Die Verfahren werden danach unterschieden, ob
korpereigene oder -fremde Substanzen Anwendung finden. Sinkt die Clearance
ab, d.h. nimmt die Leistung der Niere ab, spricht man von Niereninsuffizienz.
Somit wird die genaue Leistung der Nieren uber die Clearance ermittelt. Hierzu
gibt es verschiedene Verfahren:

1. Kreatinin-Clearance: Kreatinin wird in Relation zur Muskelmasse gebildet und
in weitgehend konstanten Mengen pro kg Korpergewicht ausgeschieden. Da
Kreatinin glomerular filtriert und zumindest beim Gesunden von den
Tubuluszellen weder ruckresorbiert noch sezerniert wird, eignet es sich als
endogene Substanz zur Bestimmung der Clearance.

2. Die Inulin-Clearance misst das Filtrationsvermégen der Niere. Hierzu wird
dem Patienten Inulin verabreicht und gemessen, wie viel vom verabreichten

Stoff pro Zeit wieder ausgeschieden wird. Da Inulin zwar filtriert, nicht aber

17



rickresorbiert wird, ist die Inulin-Clearance identisch mit der glomerularen
Filtrationsrate (GFR). Fur den gesunden Jugendlichen liegt der Wert bei etwa
125 ml/min. Eine Abnahme des Wertes deutet auf eine Stérung in der
Nierenfunktion hin (Niereninsuffizienz). Mit zunehmendem Alter nimmt die GFR
physiologisch auf 60-65 ml/min ab. Dies ist bei der Dosierung von Arzneistoffen,
die uber die Niere ausgeschieden werden, wichtig, da bei alteren Patienten
durch die geringere GFR oft eine Verringerung der Dosis vorgenommen werden
muss (Estelberger et al., 1995).

Die Kreatinin-Clearance wird wegen ihrer einfacheren Durchfihrung in der
Klinik der Inulin-Clearance vorgezogen. Es wird die Ausscheidung von Kreatinin
gemessen, die annahernd der von Inulin entspricht. Die Kreatinin-
Plasmaspiegel schwanken nur wenig, was diese Messung uberhaupt erst
mdglich macht. Vorteilhaft ist weiterhin, dass die Infusion, die bei der Messung
der Inulin-Clearance erforderlich ist, entfallt (Delanaye et al., 2003).

Fir die Clearance-Messung in der vorliegenden Studie wurde Inutest® (25%-ige
Sinistrin-Lésung von der Firma Fresenius Kabi GmbH, Graz, Osterreich)
verwendet. Sinistrin ist mit Inulin strukturverwandt, ist jedoch aufgrund der

verzweigten Molekularstruktur besser wasserloslich.

Berechnung der Clearance:
GFR [ml/min] = Uyo [MI] * Curin (Inulin) [ml/dI] * 1,73 m? / Cpiasma (INulin) [mi/dl] *
t [min] * KO [m?]

2.4. Studiendesign und Studienablauf

2.41. Studiendesign

Die Studie wurde nach einem prospektiven, randomisierten, placebo-
kontrollierten, zweiarmigen cross-over-Design durchgeflhrt. Die
Randomisierung erfolgte anhand einer vom Institut fur Medizinische
Informationsverarbeitung erstellten Liste. Durch diese wurde die Reihenfolge
Verum-Placebo versus Placebo-Verum flr jeden einzelnen Probanden

festgelegt.
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Die Studie wurde auf der Probandenstation der Abteilung Klinische
Pharmakologie, Station 3 Ost, der Medizinischen Klinik des

Universitatsklinikums Tubingen durchgefuhrt.

2.4.2. Ablauf Studientag: siehe Flow Chart 2.7.2

Die Studie bestand aus den Studientagen 0, 1, 2 und 3. Am Tag 0 kamen die
Probanden um 17:00 Uhr auf die Probandenstation. Sie erhielten anschlief3end
eine Vollkost-Mahlzeit und blieben stationar bis zum Abend des darauf
folgenden Tages (Tag 1).

Ein Studientag dauerte 15,5 Stunden. Wahrend der ersten 7 Stunden befanden
sich die Probanden in bequemer sitzender Position, anschlieRend konnten sich
die Probanden auf der Station 3 Ost (vorderer Teil) frei bewegen. Darlber
hinaus erfolgte 24 und 48 Stunden nach Gabe der Studienmedikation jeweils
eine ambulante Blutentnahme.

Am Abend von Tag 0 durften die Probanden nach 22 Uhr nur noch Flussigkeit
zu sich nehmen. Hierbei waren alkohol- und koffeinhaltige Getranke untersagt.
Am Morgen von Tag 1 wurde an beiden Unterarmen jeweils eine
Venenverweilkanlle gelegt, Uber die Infusionen bzw. Blutentnahmen
durchgefuihrt werden konnten. Diese Kantlen verblieben fir die Dauer des
Studientages 1 (15,5 Stunden) in der Vene. Zur Blutentnahme nach 24 bzw. 48
Stunden wurde eine Einmalkanule benutzt.

Nach einer Blutentnahme zur Asservierung einer Blutprobe (zur
Genotypisierung der Methylentetrahydrofolatreduktase), zur Bestimmung von
Basalwerten (SAM/SAH-Konzentrationen in Plasma und Erythrozyten, DNA-
Methylierung in peripheren Lymphozyten, Homocystein-Konzentration in
Plasma und Vollblut), wurde die Infusion der Markersubstanz Sinistrin
begonnen. Nach einer Aquilibrierungsphase von 60 Minuten folgte eine
Urinsammelperiode uber 60 Minuten zur Bestimmung des Clearance-
Ausgangswertes vor Homocystein-Gabe. Am Ende jeder Sammelperiode wurde
eine Urinprobe zur Bestimmung der Studienparameter durch spontanes

Wasserlassen gewonnen, hierbei wurde auf die vollstandige Entleerung der
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Blase geachtet. Jeweils zur Mitte der Sammelperioden wurde eine Blutprobe
entnommen zur Bestimmung der Sinistrin-Konzentrationen im Plasma.

Die Studienmedikation wurde zum Zeitpunkt 0 h (im Anschluss an die
Aquilibrierungsphase (-2 bis =1 h) und die Leerwert-Clearance (-1 bis 0 h))
innerhalb von 5 Minuten oral eingenommen.

Die weiteren Blutentnahmen, bzw. deren Zeitpunkte, zur Bestimmung der
SAM/SAH-Konzentrationen in Plasma und Erythrozyten, des
Methylierungsgrads der DNA in peripheren Lymphozyten, der Homocystein-
Konzentration in Plasma und Erythrozyten gehen aus Abbildung 6 hervor. Das
im Rahmen der Studie abzunehmende Blut hat das Volumen von 175 ml nicht
uberschritten.

Die anschlieRenden Urinsammelperioden nach Gabe der Studienmedikation
gingen uber 1 (0-1 h), 1 (1-2 h), 2 (2-4 h), 2 (4-6 h), 2 (6-8 h) und 4 (8-12 h)
Stunden. Am Ende jeder Sammelperiode wurde eine Urinprobe zur
Bestimmung der Studienparameter durch spontanes Wasserlassen gewonnen,
hierbei wurde auf die vollstandige Entleerung der Blase geachtet. Jeweils zur
Mitte der Sammelperioden (-0.5 h, 0.5 h, 1.5 h, 3 h, 5 h, 7 h, 10 h) wurde eine
Blutprobe zur Bestimmung der Sinistrin-Konzentration im Plasma entnommen.
Es erfolgte zusatzlich eine Infusion von halbisotonischer 2,5% Glukoseldsung in
einer Rate von 3 ml/kg KG pro Stunde. Daruber hinaus fuhrten die Probanden
das in der Vorperiode Uber das Infusionsvolumen hinaus ausgeschiedene
Flussigkeitsvolumen in Form von Mineralwasser bis zum Ende der aktuellen
Urinsammelperiode wieder zu.

Blutdruck und Herzfrequenz wurden stundlich bestimmt. Die Messung des
Blutdruckes erfolgt oszillometrisch, die Herzfrequenz wurde pulsatorisch

ermittelt.

2.4.3. Standardisierung der Nahrungsaufnahme

6 Stunden nach Gabe der Studienmedikation wurde von den Probanden ein
standardisiertes, protein- und vitaminarmes Mittagessen, das 250 ml
Franzosische Spargelcremesuppe, 80 g eifreie Teigwaren, 150 g TomatensolRe

und einen 120 g schweren Apfel enthielt (zusammengestellt in Zusammenarbeit
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mit der Diatkiche des Universitatsklinikums Tubingen), eingenommen. Nach
weiteren 4 Stunden erhielten die Probanden ein standardisiertes, protein- und
vitaminarmes Abendessen (zusammengestellt in Zusammenarbeit mit der
Diatkiche des Universitatsklinikums Tubingen) zum vollstandigen Verzehr.
Dieses beinhaltete 150 g Weildbrot, 15 g Butter, 25 g Erdbeerkonfitire, 20 g
Bllitenhonig-Mischung, 120 g Apfel und 250 ml Friichtetee.

In der Gesamtsumme kann das standardisierte Essen als folsdurearm und
proteinarm angesehen werden, da Mittag- und Abendessen gemeinsam 86 ug
Folsaure und 24,18 g Protein enthielten. Laut Brouwer und Mitarbeiter gilt eine
Diat als folsaure- und proteinarm, wenn sie < 200 ug Folsaure und maximal 12

— 15 g Proteine pro Mahlzeit enthalt (Brouwer et al., 1999).

2.5. Abnahme, Lagerung und Verarbeitung der Proben

2.51. SAM- und SAH-Konzentration in Vollblut

Zuerst wird 5 ml eisgekuhlte 0,6 N Perchlorsaure in ein Polypropylen-Rohrchen
vorgelegt.

In dieses Rohrchen lasst man 2 ml Blut aus der Verweilkanule tropfen.

Die Mischung aus Perchlorsaure (PCA) und Vollblut wird gut geschuttelt. Das
Schutteln ergibt eine homogen braune FlUssigkeit.

Diese wird ein paar Minuten auf Eis gelegt, so dass die Perchlorsaure alle
Proteine fallen kann.

Anschlieend Zentrifugation bei 4000 U/min, 10 min, +4°C.

Kihlung des Uberstandes auf Eis (ca. 3 Std. haltbar), anschlieRend erfolgt die
Messung mittels HPLC.

2.5.2. SAM- und SAH-Konzentration in Plasma und Erythrozyten

Die Abnahme von 2 ml Blut erfolgt in ein kleines gekihltes EDTA-R&hrchen,
das sofort auf Eis gestellt wird. Danach folgt eine Zentrifugation bei 1800 U/min,
5 min, +4°C

Aufbereitung des Plasmas:
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100 pl 30% Trichloressigsaure (TCA) in 1 E-Cup vorlegen, 1 ml Plasma-
Uberstand dazupipettieren. AnschlieBend gut schiitteln und auf Eis stellen.
Zentrifugation des E-Cups bei 4000 U/min, 10 min, +4°C. Den Uberstand in
neuen E-Cup pipettieren. Eine Analytik von Plasma auf SAM und SAH konnte
nicht durchgeflhrt werden, da die Werte unterhalb der HPLC-Nachweisgrenze
lagen.

Aufbereitung der Erythrozyten:

Es werden 4 ml kalte 0,6 N Perchlorsaure in ein Polypropylen-Réhrchen
vorgelegt. AnschlieRend wird 1 ml Erythrozyten-Sediment dazupipettiert. Das
Réhrchen gut schitteln und auf Eis stehen lassen.

Zentrifugation des PP-Réhrchens bei 4000 U/min, 10 min, +4°C.

Den Uberstand (= Erythrozyten-Zytosol) in neues Polypropylen-GefaR
pipettieren.

Klhlung auf Eis (ca. 3 Std. haltbar), anschlieiend Messung mittels HPLC.

HPLC

HPLC steht fur High Performance Liquid Chromatography (in den
Anfangszeiten  dieser Technik auch fur "High Pressure Liquid
Chromatography"). Es handelt sich um ein chromatographisches
Trennverfahren, bei dem die zu untersuchende Substanz zusammen mit einem
flussigen Laufmittel, der "mobilen Phase" (auch "Eluent" genannt) auf eine sog.
Trennsaule, die die "stationare Phase" darstellt, gegeben wird. Besteht eine
starke Wechselwirkung zwischen einem Bestandteil der zu untersuchenden
Substanz und der stationaren Phase, verbleibt er relativ lange in der Saule.
Wechselwirkt er hingegen stark mit der mobilen Phase, verlasst er die Saule
frGher. Je nach Starke dieser Wechselwirkungen erscheinen die Bestandteile
der Substanz zu verschiedenen Zeiten (den "Retentionszeiten") am Ende der
Trennsaule, wo sie dann mit einem geeigneten Detektor (fur SAM, SAH: UV-
Detektor und fir Homocystein: Fluoreszenz-Detektor) nachgewiesen werden
kénnen (Zhloba und Blashko, 2004).
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2.5.3. Methylierungsgrad der DNA in Lymphozyten

Gewinnung der Lymphozyten:

Zuerst mussen 16 ml Vollblut in 2 groRe EDTA-ROhrchen abgenommen
werden. Bei 6750/ul Leukozyten und 32,5% Lymphozyten (Durchschnittwerte)
befinden sich im abgenommenen Vollblut ca. 35 Mio. Lymphozyten; mind. 10
Mio. sind fur eine DNA-Analytik erforderlich.

Die Praparation wird zeitnah gemacht, da nicht bekannt ist, ob und wie sich der
DNA-Methylierungsgrad beim Stehen der Probe verandert. Arbeit unter dem
Abzug ist nur fur Gewinnung von Zellkulturen erforderlich. Fir DNA-Isolation ist
kein Abzug erforderlich.

Praparation der Lymphozyten:

Es wird 20 ml Ficoll-Gradient (Biochrom-AG, Leonorenstr. 2-6, 12247 Berlin Nr.
L 6115) in einen 50 ml Gefal vorgelegt. Abgenommenes EDTA-Blut (2x8 ml)
wird zu 16 ml PBS-Puffer ("Dulbecco's") Gibco, Eggenstein 14190-094)
dazugegeben und geschwenkt. Das mit PBS-Puffer verdunnte EDTA-Blut wird
vorsichtig auf die Ficoll-L6sung draufgeschichtet (Falcon tube mit Ficoll-Losung

schrag halten). Vor allem die ersten 2 Tropfen missen so langsam wie mdglich

abgegeben werden.
1. Zentrifugation: 1400 U/min, 30 min, +19°C, ohne Bremse.

Nach der ersten Zentrifugation hat sich ein Lymphozytenring zwischen Plasma-
PBS-Puffer Gemisch und dem Ficollgradienten gebildet. Die Erythrozyten und
Thrombozyten haben sich in der Spitze des Falcon tubes abgesetzt. Diese
Vorgange kann man anhand der Dichteunterschiede der verschiedenen
Substanzen und Zellen erklaren.

Der Groliteil des oberen Plasmas wird mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt
und verworfen. Der Lymphozytenring wird an der Grenzschicht Ficoll-Plasma
flachig abgesaugt und in einen neuen 50 mi-Falcon tube pipettiert.

Dieser Falcon tube wird mit PBS-Puffer auf ca. 40 ml aufgefullt und
geschwenkt.

2. Zentrifugation (lymphozytenangereichertes Plasma): 2000 U/min, 10 min,

+19°C, Bremse kann aktiviert sein.

Der Falcon tube wird 1x kurz umgekippt, um den Uberstand zu entfernen.

23



Ersatzweise kann auch mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe der Uberstand
vorsichtig abgesaugt werden.

Anschlie®end wird der Falcon tube mit PBS-Puffer auf ca. 20 ml aufgefullt und
geschwenkt, so dass der Lymphozytenpellet grindlich resuspendiert ist.

3. Zentrifugation: 2000 U/min, 10 min, +19°C, Bremse kann aktiviert sein.

Der Falcon tube wird 1x gekippt um den Uberstand zu entfernen. (Der Pellet
soll méglichst trocken liegen). Eine zeitnahe DNA-Isolation ist empfehlenswert
und fur eine einwandfreie DNA-Gewinnung Voraussetzung. Anschliel3end ist
das Einfrieren der DNA maoglich.

Nach der DNA-Gewinnung wurde mit Hilfe des Cytosin-Extension Assay
(Pogribny et al., 1999) die Messung der DNA-Methylierungsrate der gewonnen
Lymphozyten durchgefuhrt. Hierbei wird die DNA durch Restriktionsenzyme, die
nur an nicht methylierten Stellen schneiden, zerlegt. Anschliellend wird
radioaktiv markiertes Desoxycytidintriphosphat (*H-dCTP) mit einer DNA-
Polymerase eingebaut. In eigenen Versuchen (unverodffentlicht) konnten in
DNA-Mengen von 0,5 pg/Ansatz sehr gut reproduzierbare Inkorporationsraten

von *H-dCTP abhangig vom Methylierungsgrad der DNA erreicht werden.

2.5.4. Gesamthomocystein-Konzentration im Plasma

Es wurden 3 ml Vollblut in gekuhlte EDTA-Monovetten abgenommen, diese
kamen sofort auf Eis und wurden bei 4000 g und +4°C fur 10 min zentrifugiert.
AnschlieBend folgte die Aliquotierung und Lagerung bei -25°C bis zur
Bestimmung mittels HPLC im Zentrallabor der Medizinischen Kilinik des

Universitatsklinikums Tubingen.

2.5.5. Homocystein-Konzentration in Vollblut und Erythrozyten

Eine 20 pl Kapillare wird mit Hilfe eines speziellen Kapillarabnahmesystem (Fa.
BIO-RAD, Minchen) mit Vollblut geflllt. Dieses Vollblut stammt aus dem
aufgeschraubten = EDTA-Rohrchen, das zur  Hamatokrit-Bestimmung
abgenommen wurde.

Die Kapillare wird in den dafur vorgesehenen E-Cup, der eine Detergens-

Lésung enthalt, gegeben und der E-Cup kurz geschuttelt.
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Lagerung bei +4°C Uber max. 3 Tage.

Die Analytik ist nur mit HPLC (Zentrallabor) moéglich. Analysen mit Antikdrpern
(Chemilumineszenz-Detektion) werden durch die Matrix gestort.

Gemessen wird die Homocystein-Konzentration in Vollblut. Die Berechnung der
Homocystein-Konzentration in Erythrozyten erfolgt Gber die Formel:

CEry = CPlasma + (Cvoliblut — CPiasma) / Hamatokrit

Die Proben sollten rasch und vor allem gekuhlt weiterverarbeitet werden, damit
es nicht zu Verfalschungen der Homocystein Werte kommt. Bei der Beurteilung
der Stabilitat im Vollblut zeigte sich nach einer Lagerung von 4 Stunden bei
Raumtemperatur ein Homocystein-Anstieg um 17% und nach 24 Stunden um
103% im Vergleich zu den sofort zentrifugierten und weiterverarbeiteten Proben
(Pfund et al., 1996).

2.5.6. Homocystein-Konzentration im Urin

Es erfolgte die Aliquotierung von 3 x 1,9 ml Urin (zu den Zeitpunkten: pre-dose,
+0.5, +1, +2, +3, +4, +6, +8, +12, +24, +48 Stunden nach Gabe der
Studienmedikation) und die Lagerung fur die maximale Zeitdauer von
6 Monaten bei -25°C bis zur Weiterverarbeitung.

Analytik:

Die kumulative Homocysteinausscheidung im Urin wird mit Hilfe der HPLC
durch einen Homocystein-Assay von BIO-RAD (Minchen) bestimmt. Fur diese
Messung wurde der interne Standard durch Mercaptopropionsaure ersetzt, um
Interferenzen mit unbekannten Urinbestandteilen zu verhindern.

Die Mercaptopropionsaure wird relativ spat eluiert (Retentionzeit: ca. 5 min).
Dies hat den Vorteil, dass keine Interferenz mit Urinbestandteilen, die friher
eluiert werden, stattfindet (Delabar et al., 1999; Proksch et al., 2005).

2.5.7. Sinistrin-Konzentration im Plasma

Zuerst erfolgte eine Abnahme von 5 ml Vollblut in Serum-Monovetten, daraufhin
die Zentrifugation bei 4000 U/min, +4°C fir 10 min. Der Uberstand wurde

aliquotiert und bei -25°C bis zur vollenzymatischen Bestimmung der Sinistrin-
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Konzentration gelagert. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Sinistrin-

Konzentration im Plasma mit der kolorimetrischen Methode (Extinktion).

2.5.8. Genotypisierung bezuglich Methylentetrahydrofolatreduktase

Pro Proband wird eine einmalige Abnahme von 9 ml Vollblut in EDTA-
Monovetten bendtigt. Die Monovetten werden bei -25°C flir maximal 6 Monate
bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Die DNA-Isolierung aus peripheren
Lymphozyten mittels Qiagen-Kit (QlAamp DNA Blood Kit) wird im Institut far
Medizinische Genetik (Universitatsklinikum Tudbingen) durchgefuhrt. Hierfur
werden 2 Proben vorbereitet: eine C Allel spezifische Probe (5°-Tet-TCT GCG
GGA GcC GAT TTC ATC ATC-Tamra-3’) und eine T Allel spezifische Probe (5'-
Fam-TCT GCG GGA GtC GAT TTC ATC ATC-Tamra-3’).

Der angrenzende Bereich fur den Primer bei der PCR der MTHFR C677T ist
wie folgt: vorwarts 5’-GGC TGA CCT GAA GCA CTT GAA-3’, riuckwarts 5’-GCG
GAA GAA TGT GTC ATC CT-3. Die Echtzeit-PCR wird mit einem
Warmeaustauscher (thermal cycler) durchgefuhrt (GeneAmp, PCR System
9700, Applied Biosystems). Sie verlauft unter folgenden Randbedingungen:
initiale Denaturierung bei 95°C fir 10 min, gefolgt von 40 Zyklen bei 95°C fur 15
s und 60°C fir 60 s.

Die Genotypisierung der C677T MTHFR wird mittels TagMan-Analytik nach
Zhang und Mitarbeiter ebenfalls im |Institut fur Medizinische Genetik
(Universitatsklinikum Tubingen) durchgefihrt (Zhang et al., 2004). Alle
Mitarbeiter und Probanden waren wahrend der Durchfihrung und Auswertung
der Studie bezuglich des MTHFR C677T Genotyps verblindet.

Die MTHFR-Genotypisierung wird durchgefuhrt, um eventuelle ,Ausreiller”
durch den zugrunde liegenden Genotyp erklaren zu kdnnen (Cortes und Motti,
2001).
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2.6. Statistische Auswertung

2.6.1. Primares Zielkriterium

Nachweis eines erniedrigten SAM/SAH-Methylierungspotenzials im Vollblut und
in Erythrozyten nach oraler Gabe von Homocystein im Vergleich zu Placebo
und daraus resultierender Erniedrigung des Methylierungsgrades der DNA
peripherer Lymphozyten. Relevant fur die Bestimmung der primaren
Zielparameter sind die Messungen 60 Minuten nach Einnahme von Verum bzw.

Placebo.

2.6.2. Sekundare Zielkriterien

e zeitliche Verlaufe der SAM- und SAH-Konzentration im Plasma und
Erythrozyten sowie des DNA-Methylierungsgrads

e Konzentrationsveranderungen von Homocystein nach oraler Gabe von
Homocystein im Plasma, in Erythrozyten und im Urin

e Pharmakokinetik von Homocystein: Cmax, tmax ,t12 und AUC o —4g n)

e Homocysteinclearance in Bezug zur Sinistrin-Clearance

2.6.3. Fallzahlplanung

Grundlage fur die Fallzahlschatzung waren Literaturwerte fur das
Methylierungspotenzial und den DNA-Methylierungsgrad bei Personen mit
normalem und erhéhtem Homocysteinplasmaspiegel (4,43 + 1,48 bzw. 2,4 +
1,28 sowie 8 * 10° + 4 * 10° bzw. 22 * 10° + 10 * 10° dpm/ug DNA, jeweils
Mittelwert und Standardabweichung; Yi et al., 2000). Um eine Senkung des
Methylierungspotenzials von 4,43 auf 2,4 mit den oben angegebenen
Standardabweichungen signifikant nachzuweisen, sind insgesamt 14
Probanden nétig (a-Fehler 0,05, Power 90%).

Diese Anzahl reicht auch aus, um eine Erhdhung des DNA-
Methylierungsgrades von 8 * 10° auf 22 * 10° dpm/ug DNA mit einem o-Fehler
von 0,05 und einer Power von 90% statistisch signifikant nachzuweisen.

Ergebnisse mit p < 0,05 gelten als statistisch signifikant.
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2.6.4. Auswertungsstrategie

Der primare Zielparameter ,Senkung des Methylierungspotenzials bei
Probanden mit erhohtem Homocysteinspiegel gegenuber Probanden mit
Homocysteinspiegel im Normbereich 60 Minuten nach Einnahme von Verum
bzw. Placebo“ wird mittels ANOVA-Test ausgewertet, da die Daten
normalverteilt waren.

ANOVA (=ANalysis Of Variance) ist der englische Begriff fur einfaktorielle
Varianzanalyse (Rasch et al., 2004).

Bei allen Angaben handelt es sich um den Mittelwert £ Standardabweichung
(MW + SD).

Die Auswertung der sekundaren Zielparameter und die Ergebnisse der
statistischen Testverfahren, die hierfir verwendet werden, haben rein

beschreibenden Charakter.

2.7. Allgemeine Bestimmungen

2.7.1. Gesetzliche Bestimmungen

Auler der Deklaration von Helsinki werden folgende Gesetze und
Verordnungen auf die klinische Prifung angewandt:

e Gesetz Uber den Verkehr mit Arzneimitteln (AMG auf dem Stand der 11.
AMG-Novelle)

e Grundsatze fur die ordnungsgemalle Durchfihrung der klinischen
Prufung von Arzneimitteln vom Bundesminister fur Jugend, Familie,
Frauen und Gesundheit (Version vom 9. Dezember 1987)

e Gute Klinische Praxis fur die klinische Prufung von Arzneimitteln in der
Europaischen Gemeinschaft in der aktuellen Version (Version vom Juli
2002, http://www.emea.eu.int/pdfs/human/ich/013595en.pdf)

Es handelt sich um eine wissenschaftliche Studie. Das Arzneimittelgesetz §40
findet uneingeschrankte Anwendung. Die Auflagen laut 8§40 unter

Berucksichtigung von §42 werden erfullt.
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Es liegt ein positives Votum der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat
des Universitatsklinikums Tubingen vor (Antragsnr: 155/2002). Die
Anforderungen des Datenschutzes waren in vollem Umfang gewahrleistet.
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2.7.2. Flow Chart
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Flow Chart
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3. Ergebnisse

3.1. Homocystein-Kinetik

3.1.1. Homocystein-Konzentration in Plasma

Nach Homocystein-Gabe stieg die Homocystein-Konzentration im Plasma von
8,9 £ 1,5 ymol/l auf ein Maximum (Cmax) von 90,4 £ 12,3 ymol/l zum Zeitpunkt
(tmax) 34,3 + 10,9 min an. Die Halbwertszeit (t12) der Homocystein-
Konzentration im Plasma betrug 257 + 41 min. Nach 48 h lag die Homocystein-
Konzentration im Plasma bei 11,0 £ 2,0 ymol/l. Die ubrigen Werte lagen
zwischen dem Ausgangswert und dem Maximum. Die AUC( - 48 n) nach
Homocystein-Gabe betrug in Plasma 486 += 71 umol*h/l. Die Werte der
Homocystein-Konzentration im Plasma unter Placebo unterlagen einer
wesentlich geringeren Schwankung und befanden sich in einem Bereich von
8,3 £ 1,6 umol/l bis 10,8 £ 2,4 umol/l (Abb. 5).

3.1.2. Homocystein-Konzentration in Vollblut

Nach Homocystein-Gabe stieg die Homocystein-Konzentration in Vollblut von
11,7 £ 2,6 ymol/l auf ein Maximum (Cmax) von 72,4 £ 13,0 ymol/l zum Zeitpunkt
(tmax) 64,3 + 16,0 min. Die Halbwertszeit (t12) der Homocystein-Konzentration in
Vollblut betrug 328 £ 45 min. Nach 48 h lag die Homocystein-Konzentration in
Vollblut bei 14,6 + 4,7 uymol/l. Die ubrigen Werte lagen zwischen dem
Ausgangswert und dem Maximum. Die AUC _ 48 ny nach Homocystein-Gabe
betrug in Vollblut 492 + 127 umol*h/Il. Die Werte der Homocystein-Konzentration
in Vollblut unter Placebo schwankten kaum und lagen in einem Bereich von
11,1 £ 2,3 pmol/l bis 12,0 £ 2,9 pymol/I.

3.1.3. Homocystein-Konzentration in Erythrozyten

Nach Homocystein-Gabe stieg die Homocystein-Konzentration in Erythrozyten
von 15,9 £ 6,1 ymol/l auf ein Maximum (Cmax) von 68,4 = 29,1 umol/l zum

Zeitpunkt (tmax) 77,1 £ 28,1 min. Die Halbwertszeit (t12) der Homocystein-
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Konzentration in Erythrozyten betrug 470 + 313 min. Nach 48 h lag die
Homocystein-Konzentration in Erythrozyten bei 19,5 + 12,1 pymol/l. Die Ubrigen
Werte lagen zwischen dem Ausgangswert und dem Maximum. Die AUC — 48 1)
nach Homocystein-Gabe betrug in Erythrozyten 470 £ 311 ymol*h/l. Die Werte
der Homocystein-Konzentration in Erythrozyten unter Placebo schwankten
kaum und lagen in einem Bereich von 13,6 £ 6,5 pmol/l bis 15,3 + 4,6 umol/l
(Abb.5).
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Abb. 5: Zeitverlauf der Homocystein-Konzentration in Plasma und Erythrozyten

3.1.4. Homocystein-Ausscheidung im Urin

a) Kumulative Homocystein-Ausscheidung im Urin
Von 0 - 12 h nach Homocystein-Gabe wurde eine durchschnittliche Menge von
110,6 + 31,9 ymol Homocystein im Urin ausgeschieden. Dies entspricht 2,3 +

0,7% der oral verabreichten Homocysteinmenge (Abb. 6).
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Abb. 6: Kumulative Homocystein-Ausscheidung im Urin

b) Renale Homocystein-Clearance
Nach Homocystein-Gabe stieg die renale Homocystein-Clearance von 0,5 + 1,3
ml/min pro 1,73 m? Kérperoberflache auf ein Maximum von 10,8 + 4,2 ml/min
pro 1,73 m? Korperoberflache nach 1 h. Danach fiel die renale Homocystein-
Clearance und lag 12 h nach Homocystein-Gabe bei 1,51 + 0,83 ml/min pro
1,73 m?Korperoberflache (Abb. 7).
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Abb. 7: Renale Homocystein-Clearance nach einmaliger Homocystein-Gabe

3.2. Glomerulare Filtrationsrate

3.2.1. Zeitverlauf der glomerularen Filtrationsrate bei Verum

Nach Homocystein-Gabe stieg die GFR von 91,3 + 14,1 ml/min pro 1,73 m?
Korperoberfliche auf ein Maximum von 104,9 + 13,4 ml/min pro 1,73 m?
Kdrperoberflache nach vier Stunden. Danach fiel die GFR auf ein Minimum von
87,6 + 13,7 ml/min pro 1,73 m? Kérperoberfliche bei 6 Stunden. AnschlieRend
stieg die GFR wieder gering. Alle Werte lagen im Normbereich. Es gab keine
statistisch signifikanten Steigungen oder Reduktionen gegenuber dem pre-dose

Wert (Abb. 8).
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Abb. 8: Zeitverlauf der glomerularen Filtrationsrate bei Verum

3.2.2. Zeitverlauf der glomerularen Filtrationsrate bei Placebo

Die Werte der GFR unter Placebo unterlagen einer Schwankung im Bereich von
84,3 + 27,6 ml/min pro 1,73 m? Kérperoberflache bis 100,0 + 27,5 ml/min pro
1,73 m? Korperoberflache. Das Minimum der GFR von 100,0 + 27,5 ml/min pro
1,73 m? Kdrperoberfliche liegt bei 4 Stunden. Alle Werte lagen im Normbereich.
Es gab keine statistisch signifikanten Steigungen oder Reduktionen gegenuber
dem pre-dose Wert (Abb. 9).
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Abb. 9: Zeitverlauf der glomerularen Filtrationsrate bei Placebo

3.3. SAM-Messungen

3.3.1. SAM-Konzentration in Vollblut

Nach Homocystein-Gabe stieg die SAM-Konzentration in Vollblut von 2,03 *
0,38 umol/l auf ein Maximum von 2,23 £ 0,39 pymol/l zum Zeitpunkt 2 h. Danach
fiel die SAM-Konzentration in Vollblut wieder und erreichte beinahe wieder den
Ausgangswert.

Die Werte der SAM-Konzentration in Vollblut unter Placebo unterlagen einer
Schwankung im Bereich von 1,89 £ 0,29 umol/l bis 2,23 + 0,28 nmol/l. Hier ist
kein Maximum bzw. Minimum erkennbar.

Die Unterschiede der SAM-Konzentration in Vollblut zwischen Verum und

Placebo waren nicht signifikant (Abb. 10).
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3.3.2.

SAM-Konzentration in Erythrozyten

Nach Homocystein-Gabe fiel die SAM-Konzentration in Erythrozyten von 4,0

0,87 pmol/l auf ein Minimum von 3,96 + 0,95 pmol/l zum Zeitpunkt 1 h. Danach

stieg die SAM-Konzentration in Erythrozyten wieder an. Die Ubrigen Werte

schwankten zwischen dem Minimum und dem 24 h-Wert, der bei 4,46 + 1,04

pmol/l lag.

Die Werte der SAM-Konzentration in Erythrozyten unter Placebo unterlagen

einer Schwankung im Bereich von 4,02 + 0,80 ymol/l bis 4,42 + 0,74 pmol/l.

Hier ist kein Maximum beziehungsweise Minimum erkennbar.

Die Unterschiede der SAM-Konzentration in Erythrozyten zwischen Verum und

Placebo waren nicht signifikant (Abb. 10).
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Zeitverlauf der SAM Konzentration in Erythrozyten bzw. in Vollblut:
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3.4. SAH-Messungen

3.4.1. SAH-Konzentration in Vollblut

1 h nach Homocystein-Gabe stieg die SAH-Konzentration in Vollblut von 217,6
+ 60,6 nmol/l auf ein Maximum von 255,7 + 79,6 nmol/l. Danach fiel die SAH-
Konzentration in Vollblut auf ein Minimum von 199,7 + 47,9 nmol/l zum
Zeitpunkt 4 h. Die ubrigen Werte lagen zwischen Minimum und Maximum und
erreichten nach 48 h den Ausgangswert.

Die Werte der SAH-Konzentration in Vollblut unter Placebo unterlagen einer
Schwankung im Bereich von 210,8 £ 52,5 nmol/l bis 235,6 £ 57,5 nmol/l. Hier ist
kein Maximum bzw. Minimum erkennbar.

Die Unterschiede der SAH-Konzentration in Vollblut zwischen Verum und

Placebo waren nicht signifikant (Abb. 11).

3.4.2. SAH-Konzentration in Erythrozyten

1 h nach Homocystein-Gabe stieg die SAH-Konzentration in Erythrozyten von
323,6 £ 129 nmol/l auf ein Maximum von 353,2 + 86 nmol/l. Danach fiel die
SAH-Konzentration in Erythrozyten auf ein Minimum von 300,6 = 99,9 nmol/l
zum Zeitpunkt 4 h. Die ubrigen Werte lagen zwischen Minimum und Maximum.
Die Werte der SAH-Konzentration in Erythrozyten unter Placebo unterlagen
einer Schwankung im Bereich von 327,7 = 116,9 nmol/l bis 360,2 + 73,6 nmol/I.
Hier ist kein Maximum bzw. Minimum erkennbar.

Die Unterschiede der SAH-Konzentration in Erythrozyten zwischen Verum und

Placebo waren nicht signifikant (Abb. 11).
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Abb. 11: Zeitverlauf der SAH-Konzentration in Erythrozyten bzw. in Vollblut
nach Homocystein-Gabe

3.4.3. SAH-Konzentration (Vollblut) in Abhangigkeit von der Homocystein-

Konzentration (Plasma)

Die SAH-Werte (Vollblut) wurden mit der jeweiligen zum selben Zeitpunkt
vorliegenden Homocystein-Plasmakonzentration korreliert. Diese lagen bei
Verum in einem Bereich von 8,9 £ 1,5 pmol/l bis 90,4 + 12,3 ymol/l und bei
Placebo in einem Bereich von 8,3 £ 1,6 ymol/l bis 10,8 + 2,4 umol/l. Hierbei
zeigte sich, dass die SAH-Werte unabhangig von der Homocystein-
Konzentration zwischen 83,5 und 446,5 nmol/l lagen.

Es bestand bei Verum und Placebo keine signifikante Korrelation zwischen der
SAH-Konzentration (Vollblut) und der Homocystein-Konzentration (Plasma)
(Abb. 12).
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Abb. 12: SAH-Konzentration (Vollblut) in Abhangigkeit von der Homocystein-
Konzentration (Plasma)

o: Homocystein (Verum) ; A: Placebo

3.4.4. Zeitverlauf des SAH-Quotienten in Vollblut

Der SAH-Vollblut-Quotient ist definiert als SAH-Vollblut-Konzentration zu einem
der Zeitpunkte nach Homocystein-Gabe geteilt durch die SAH-pre-dose-
Konzentration.

Sowohl bei Verum als auch bei Placebo war eine sehr gro3e Streuung des
SAH-Quotienten erkennbar. Der Bereich lag zwischen 0,463 und 2,267 (Verum)
bzw. zwischen 0,496 und 2,133 (Placebo). Die Zeitverlaufe des SAH-
Quotienten in Vollblut bei Verum und Placebo unterschieden sich nicht

signifikant voneinander (Abb. 13).

41



Il Verum
Placebo

SAH-Quotient
[ )
o
o ———

0 T T T T T
8 16 24 48

o

Stunden nach Gabe der Studienmedikation [h]

Abb. 13: Zeitverlaufe des SAH-Quotienten in Vollblut fiir n=14 Probanden

3.4.5. Abhangigkeit des SAH-Quotienten (Vollblut) von der Homocystein-

Konzentration (Plasma)

Der SAH-Vollblut-Quotient ist definiert als SAH-Vollblut-Konzentration zu einem
der Zeitpunkte nach Homocystein-Gabe geteilt durch die SAH-pre-dose-
Konzentration.

Sowohl bei Verum als auch bei Placebo war eine sehr grolle Schwankung des
SAH-Quotienten erkennbar. Bei Verum liegt der Bereich zwischen 0,463 und
2,267, bei Placebo zwischen 0,496 und 2,133.

Die Werte der SAH-Vollblut-Quotienten wurden mit der jeweiligen zum selben
Zeitpunkt vorliegenden Homocystein-Plasmakonzentration korreliert. Diese
lagen bei Verum in einem Bereich von 8,9 + 1,5 ymol/l bis 90,4 + 12,3 umol/l

und bei Placebo in einem Bereich von 8,3 £ 1,6 ymol/l bis 10,8 + 2,4 umol/l.
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Es bestand bei Verum und Placebo keine signifikante Korrelation zwischen dem
SAH-Vollblut-Quotienten und der Homocystein-Konzentration (Plasma) (Abb.
14).
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Abb. 14: Abhangigkeit des SAH-Quotienten (Vollblut) von der Homocystein-
Konzentration (Plasma)
o: Homocystein (Verum); A: Placebo

3.4.6. SAH-Konzentration (Erythrozyten) in Abhangigkeit der Homocystein-

Konzentration (Plasma)

Die SAH-Werte (Erythrozyten) wurden mit der jeweiligen zum selben Zeitpunkt
vorliegenden Homocystein-Plasmakonzentration korreliert. Diese lagen bei
Verum in einem Bereich von 8,9 £ 1,5 uymol/l bis 90,4 + 12,3 uymol/l und bei
Placebo in einem Bereich von 8,3 £ 1,6 ymol/l bis 10,8 + 2,4 uymol/l. Hierbei
zeigte sich, dass die SAH-Werte unabhangig von der Homocystein-
Konzentration zwischen 93,5 und 710,6 nmol/l lagen.

Es besteht bei Verum und Placebo keine signifikante Korrelation zwischen der
SAH-Konzentration  (Erythrozyten) und der Homocystein-Konzentration
(Plasma) (Abb. 15).
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Abb. 15: SAH-Konzentration (Erythrozyten) in Abhangigkeit der Homocystein-
Konzentration (Plasma)
o: Homocystein (65,1 umol/kg KG; Verum); A: Placebo

3.4.7. Zeitverlauf des SAH-Quotienten in Erythrozyten

Der  SAH-Erythrozyten-Quotient ist definiert als  SAH-Erythrozyten-
Konzentration zu einem der Zeitpunkte nach Homocystein-Gabe geteilt durch
die SAH-pre-dose-Konzentration.

Die SAH-Erythrozyten-Quotienten unterlagen einer starken Streuung (Abb. 16).
Diese geht bei Verum von 93,5 bis 710,6 nmol/l und bei Placebo von 149,6 bis
486,2 nmol/l.

Die Zeitverlaufe des SAH-Quotienten in Erythrozyten bei Verum und Placebo

unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Abb. 16).
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Abb. 16: Zeitverlauf des SAH-Quotienten in Erythrozyten

3.5. Methylierungspotenzial

3.5.1. Zeitverlauf des Methylierungspotenzials in Vollblut

Das Methylierungspotenzial in Vollblut schwankte nach Homocystein-Gabe
zwischen 8,8 + 2,8 und 10,9 £ 3,5. Das Minimum von 8,8 £ 2,8 stellte sich nach
einer Stunde ein, wobei das MP anschlieend wieder anstieg. Nach vier
Stunden erreichte es sein Maximum von 10,9 + 3,5 und lag nach 48 h wieder

beim Ausgangswert.

Bei Placebo schwankte das Methylierungspotenzial in Vollblut zwischen 9,2 +
3,4 und 10,2 + 3,3. Hier ist kein Extrempunkt zu erkennen.
Die Zeitverlaufe des Methylierungspotenzials (= SAM/SAH) in Vollblut von

Verum und Placebo unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Abb. 17).
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Abb. 17: Zeitverlauf des Methylierungspotenzials in Vollblut

o: Homocystein (Verum); A: Placebo

3.5.2. Zeitverlauf des Methylierungspotenzials in Erythrozyten

Nach Homocystein-Gabe fiel das Methylierungspotenzial von 14,1 £ 6,1 auf ein
Minimum von 11,8 £ 4,4 zum Zeitpunkt 1 h und erreichte nach 4 h ein Maximum
von 16,7 = 11,2. Die Ubrigen Werte lagen zwischen diesen Extremen. Die Werte
des Methylierungspotenzials unter Placebo unterlagen einer geringeren
Schwankung und befanden sich in einem Bereich von 12,5 + 5,0 bis 15,1 £ 9,4.
Die Zeitverlaufe des Methylierungspotenzials (= SAM/SAH) in Erythrozyten von

Verum und Placebo unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Abb. 18).

46



Methylierungspotential

0 ! ! ! ! I 1

0 3 6 9 12 24 48
Stunden nach Gabe der Studienmedikation [h]

Abb. 18: Zeitverlauf des Methylierungspotenzials in Erythrozyten

o: Homocystein (Verum); A: Placebo

3.5.3. Abhangigkeit des Methylierungspotenzials (Vollblut) von der

Homocystein-Konzentration (Plasma)

Nach Homocystein-Gabe stieg die Homocystein-Konzentration in Plasma von
8,9 £ 1,5 ymol/l auf ein Maximum von 90,4 + 12,3 pmol/l. Die Ubrigen Werte
lagen zwischen dem Ausgangswert und dem Maximum. Die Werte der
Homocystein-Konzentration in Plasma unter Placebo unterlagen einer
wesentlich geringeren Schwankung und befanden sich in einem Bereich von
8,3 = 1,6 ymol/l bis 10,8 + 2,4 umol/I.

Die Homocystein-Konzentration in Plasma befindet sich im folgenden Schaubild
auf der x-Achse und das Methylierungspotenzial auf der y-Achse.

Das Methylierungspotenzial berechnet sich aus dem Quotienten SAM/SAH.
Somit ergeben sich je sieben Verum- bzw. Placebo-Werte, die im Schaubild
aufgetragen wurden. Sie wurden zu den Zeitpunkten O (= pre-dose), 1, 2, 4, 8,
24 und 48 Stunden nach Gabe der Studienmedikation (Homocystein versus

Placebo) bestimmt.
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Das Methylierungspotenzial in Vollblut schwankte nach Homocystein-Gabe
zwischen 8,8 + 2,8 und 10,9 £ 3,5. Das Methylierungspotenzial in Vollblut
schwankte bei Placebo zwischen 9,2 + 3,4 und 10,2 £ 3,3.

Zwischen dem Methylierungspotenzial in Vollblut und der Homocystein-
Konzentration in Plasma ist weder bei Homocystein-Gabe noch bei Placebo

eine signifikante Korrelation erkennbar (Abb. 19).
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Abb. 19: Abhangigkeit des Methylierungspotenzials (Vollblut) von der
Homocystein-Konzentration (Plasma)(Mittelwerte)

o: Homocystein (Verum); A: Placebo

3.6. DNA-Methylierung

3.6.1. Zeitverlauf der DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierungen zu den einzelnen Messzeitpunkten schwankten nach
Homocystein-Gabe zwischen 10,5 * 10° dpm/ug DNA und 27,6 * 10° dpm/ug
DNA. Die DNA-Methylierungen unter Placebo schwankten zwischen 10,6 * 10°
dpm/ug DNA und 28,6 * 10° dpm/ug DNA.
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Die Zeitverlaufe der DNA-Methylierungen bei Verum und Placebo

unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Abb. 20).
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Abb. 20: Zeitverlauf der DNA-Methylierung (Mittelwerte)

3.6.2. DNA-Methylierung (Mittelwerte) in Abhangigkeit von der Homocystein-

Konzentration (Plasma)

Die Mittelwerte der DNA-Methylierung zu den einzelnen Messzeitpunkten
schwankten nach Homocystein-Gabe zwischen 17,5 + 4,7 * 10° dpm/ug DNA
und 21,9 + 10,0 * 10® dpm/ug DNA. Nach Homocystein-Gabe stieg die DNA-
Methylierung von 17,5 + 4,7 * 10° dpm/ug DNA auf 20,1 + 4,8 * 10° dpm/ug
DNA, dann fiel sie auf 18,7 + 3,3 * 10° dpm/ug DNA, stieg nochmals auf 21,0 +
3,9 * 10% dpm/ug DNA und stieg dann auf einen 48 Stunden Wert von 21,9 +
10,0 * 10° dpm/ug DNA.

Die Werte der DNA-Methylierung unter Placebo schwankten zwischen 17,2 +
3,9 * 10° dpm/ug DNA und 19,0 + 1,7 * 10° dpm/ug DNA.
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Die Werte der DNA-Methylierung wurden mit der jeweiligen zum selben
Zeitpunkt vorliegenden Homocystein-Plasmakonzentration korreliert. Diese
lagen bei Verum in einem Bereich von 8,9 + 1,5 pymol/l bis 90,4 + 12,3 pmol/l
und bei Placebo in einem Bereich von 8,3 £ 1,6 ymol/l bis 10,8 + 2,4 umol/l.

Es besteht bei Verum und Placebo keine signifikante Korrelation zwischen der

DNA-Methylierung und der Homocystein-Konzentration (Plasma) (Abb. 21).
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Abb. 21: DNA-Methylierung (Mittelwerte) in Abhangigkeit der Homocystein-
Konzentration (Plasma):

o: Homocystein (Verum); A: Placebo

3.7. Genotypisierung: MTHFR

Die 14 Studienprobanden wurden auf Mutationen der MTHFR an der Position
677 genotypisiert. 7 Probanden (50%) waren Trager des heterozygoten
Genotyps (CT), wahrend die anderen 7 (50%) homozygote Trager des
Wildtypallels waren (CC).

Es gab keinerlei signifikante Unterschiede bei den Parametern Homocystein-
Konzentration, SAM-Konzentration, SAH-Konzentration und DNA-Methylierung
zwischen dem CC- und CT-Genotyp der MTHFR mit einer Ausnahme.
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Die SAM-Konzentration in Erythrozyten bei CT-Gentragern war, im Vergleich zu
der vom CC-Wildtyp, signifikant erhéht (p<0,0001). Dieser Unterschied wurde
nicht nur bei allen einzelnen Messzeitpunkten bei Verum und Placebo

gefunden, sondern auch wahrend der oralen Homocysteinaufnahme (Abb. 22).
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Abb. 22: SAM-Konzentration in Erythrozyten, bezogen auf den MTHFR-Genotyp

3.8. Unerwunschte Ereignisse

1. Mit Ausnahme eines Probanden, der tber Kopfschmerzen nach Gabe der
Studienmedikation (Verum) berichtete, wurden keinerlei unerwiinschte

Ereignisse im Rahmen der Homocystein-Gabe bekannt.

2. Sinistrinunvertraglichkeit
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Ein Proband reagierte 4 Minuten nach Beginn der Sinistrin-Infusion mit einer
allergischen Reaktion. Diese auflerte sich in Atemnot und Rétung der Haut im
Gesichts- und Brustbereich. Nach intravendser Gabe von Dimetinden (Fenistil®)
und Prednisolon (Solu-Decortin®) bildeten sich die Symptome zuriick (Fux et
al., 2004).

Bei diesem Probanden wurde kein Homocystein verabreicht. Er wurde aus der

Studie ausgeschlossen und durch einen anderen Probanden ersetzt.
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4. Diskussion

4.1. Homocystein als Risikofaktor fur Erkrankungen

4.1.1. Gefalerkrankungen

Sehr viele Studien kamen zu dem Ergebnis, dass ein Anstieg der totalen
Homocystein-Konzentration das Risiko fur koronare Herzerkrankungen
erheblich erhéhen kann (Bostom et al., 1995a; Stampfer et al., 1992; Arnesen
et al., 1995; Boushey et al., 1995; Graham et al., 1997).

Parallel hierzu konnte durch andere Studien belegt werden, dass der TT-
Genotyp mit einem hodheren Atheroskleroserisiko assoziiert ist (Morita et al.,
1997; Gulec et al., 2001; Kluijtmans et al., 1996; Gardemann et al., 1999).
Neben den Studien, die auf einen Zusammenhang des C677T-Genotyps im
MTHFR-Gen mit dem Vorkommen atherosklerotischer Erkrankungen hindeuten,
gibt es auch zahlreiche Arbeiten, die dem widersprechen beziehungsweise
keinerlei  Assoziation dieses Polymorphismus mit dem  Auftreten
kardiovaskularer Erkrankungen finden konnten (Magoni und Padovani, 2002;
Verhoef et al., 1997; Ma et al., 1996; van Bockxmeer et al., 1997; Christensen
et al., 1997).

Es wird angenommen, dass Homocystein ein unabhangiger Risikofaktor fur
kardiovaskulare Erkrankungen ist (Hankey und Eikelboom, 1999; Nygard et al.,
1997). Eine Hyperhomocysteinamie erhoht die Entstehung einer frihzeitigen
Arteriosklerose in der normalen Bevolkerung mit einer Pravalenz von 5-7%.
Jedoch muss noch eine kausale Beziehung zwischen einer
Hyperhomocysteinamie und kardiovaskularen Erkrankungen belegt werden.
Klinische Studien, die diese Frage untersuchen, sind in Arbeit (Perna et al.,
2004b).

Die kurzlich veroffentlichte ,Vitamin Intervention for Stroke Prevention (VISP)*-
Studie ist die erste prospektive, randomisierte Studie, die die Wirkung einer
vitaminreichen Diat auf die Sekundarpravention des Schlaganfalls untersucht
hat. In 56 Zentren in den USA, Kanada und Schottland beteiligten sich 3680
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Patienten, die einen leichten Schlaganfall erlitten hatten. Da Menschen, die
bereits einen Schlaganfall erlitten haben, ein hohes Risiko flr einen weiteren
Insult haben, sollte sich in dieser Population eine positive Wirkung von
Vitaminen am ehesten nachweisen lassen.

Die eine Gruppe der Patienten erhielt einmal taglich hoch dosierte
Vitamintabletten mit 25 mg Vitamin Bg, 0,4 mg Vitamin B2 und 2,5 mg Folsaure.
In der Vergleichsgruppe erhielten die Teilnehmer die gleichen Vitamine, aber in
deutlich niedrigerer Dosierung: 200 ug Vitamin Bg, 6 pg Vitamin Bq, und 20 ug
Folsaure.

Die erhoffte sekundarpraventive Wirkung der vitaminreichen Diat blieb aus,
obwohl diese die Homocystein-Konzentration um 2 pmol/l senkte. Primarer
Endpunkt war ein erneuter Hirninfarkt. Dieser ereignete sich innerhalb der
Beobachtungszeit von 2 Jahren bei 9,2% der Teilnehmer der Hochdosisgruppe,
aber nur bei 8,8% der Teilnehmer, welche die Vitamine in einer niedrigeren
Dosierung eingenommen hatten. Auch beim sekundaren Endpunkt, der
Senkung aller kardiovaskularen Ereignisse (Schlaganfall, koronare
Herzkrankheit oder Tod), gab es keine Unterschiede (Toole et al., 2004).
Dieses Ergebnis lasst die Frage aufkommen, ob die Homocystein-
Konzentration Uberhaupt als ein geeigneter Surrogatparameter fur das
kardiovaskulare Risiko angesehen werden kann.

Es wurde vorgeschlagen, die DNA-Hypomethylierung als verantwortlichen
Faktor, der das Wachstum glatter  Muskelzellen unter einer
Hyperhomocysteinamie fordert, anzusehen (Tsai et al., 1994). Bostom und
Culleton zahlten weitere Moglichkeiten auf, mit der eine Hyperhomocysteinamie
das Arterioskleroserisiko ansteigen lasst. Demnach beglnstigt die
Hyperhomocysteindmie den endothelialen Zelltod, beeinflusst positiv die LDL-
Oxidation, lasst die Thrombozytenaggregation ansteigen, verhindert die
Oberflachenexpression von Thrombomodulin und Protein C und verbessert die
Lipoprotein-Fibrin-Bindung (Bostom und Culleton, 1999). Jedoch bleibt der
Pathomechanismus, wie Homocystein die Arteriosklerose im lebenden

Organismus begunstigt, unklar.
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Erhdéhte Mengen an Homocystein in Plasma stellen einen Risikofaktor fur
okklusive GefalRerkrankungen (Clarke et al., 1991; Boers et al., 1985) bzw. flr
Venenthrombosen dar (D’Angelo et al., 1997; den Heijer et al., 1996).
Demgegenuber reduziert eine geringere Homocystein-Plasmakonzentration die
Inzidenz von atherothrombotischen Krankheiten (Hankey und Eikelboom,
1999).

4.1.2. Osteoporose

Eine erhohte Homocystein-Konzentration in Plasma konnte einen schlechten
Ernahrungszustand widerspiegeln — oder, bei Frauen nach der Menopause, ein
Defizit an Ostrogenen. Letzteres hebt ebenfalls die Homocystein-Konzentration
in Plasma an und ist auRerdem eine wichtige Ursache der Osteoporose (Raisz,
2004; Stone et al., 2004). AuRerdem soll eine hohe Homocystein-
Plasmakonzentration ein unabhangiger Risikofaktor flr osteoporotische
Knochenbriche bei Personen uber 55 Jahren sein, wie zwei im New England
Journal of Medicine publizierte Untersuchungen aus den Niederlanden und den
USA belegen. In den Arbeiten hatten Personen, deren Homocystein-
Konzentration in Plasma im statistisch obersten Viertel lag, gegentber jenen im
untersten Viertel ein doppelt so hohes Risiko fir eine Knochenfraktur. Dieses
(relative) Frakturrisiko war in der US-Studie fur Manner sogar vierfach erhoht
(Raisz, 2004; van Meurs et al., 2004). Ahnliche Feststellungen machten auch
Joyce mit Mitarbeitern (2004). In dieser Studie wurden 2406 Manner und
Frauen untersucht, die mindestens 55 Jahre alt waren. Es wurde festgestellt,
dass eine Hyperhomocysteinamie einen starken und unabhangigen Risikofaktor
fur Knochenbruche bei alteren Mannern und Frauen darstellt (Joyce et al.,
2004).

Die logische Konsequenz aus der Studie besteht nach Ansicht von Raisz in der
Durchfuhrung einer Interventionsstudie, in der ein Teil der Patienten mit
Folsaure substituiert wirde. Wenn es unter dieser Behandlung zu einem
Absinken der Frakturrate kdme, wirde dies fur einen Zusammenhang zwischen

hohen Homocystein-Spiegeln und der Osteoporose sprechen.
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4.1.3. Demenz

Homocystein scheint auch mit der Entstehung einer Demenz assoziiert zu sein.
Jedoch stellt sich hier die Frage, ob der Anstieg der Homocystein-Konzentration
im Plasma dem Demenzbeginn vorausgeht oder das Resultat einer
demenzbedingten Mangelerndhrung bzw. eines Vitaminmangels ist. Um dies
feststellen zu kdénnen, wurden Studien an Patienten mit frisch diagnostizierter
Demenz durchgefuhrt.

Die Stichprobe fur die Untersuchung von Seshadri und Mitarbeiter bildeten
insgesamt 1092 demenzfreie Probanden (667 Frauen und 425 Manner,
Durchschnittsalter 76 Jahre) aus der Framingham-Studie. Untersucht wurde der
Zusammenhang zwischen der vor Beginn der Studie gemessenen
Homocystein-Konzentration in Plasma und den acht Jahre zuvor gemessenen
Homocystein-Werten und dem Risiko flr eine neu diagnostizierte Demenz
wahrend der Verlaufskontrolle.

Im Verlauf der Studie entwickelte sich bei 111 Patienten eine Demenz; davon
wurde 83-mal die Alzheimer-Erkrankung diagnostiziert. Es wurde gezeigt, dass
bei alteren Personen eine erhdhte Konzentration von Homocystein im Plasma
mit einem signifikant erhdhten Risiko fur die Ausbildung von M. Alzheimer oder
anderen Formen der Demenz assoziiert ist. Es wurde Uber den 8-Jahres-
Zeitraum beobachtet, dass ein Anwachsen der Homocystein-Konzentration in
Plasma um 5 pmol das Risiko fur M. Alzheimer um 40% erhoht. Bei einer
Homocystein-Konzentration in Plasma von uber 14 umol/l erhdhte sich das
Risiko sogar um fast das Doppelte.

Damit wurde nachgewiesen, dass eine erhohte Homocystein-Konzentration im
Plasma im Alter ein unabhangiger Risikofaktor fur die Entwicklung der Demenz
bzw. Alzheimer-Erkrankung ist (Seshadri et al., 2002). Es wurde gezeigt, dass
die erhdhte Homocystein-Konzentration in Plasma nicht durch eine schlechte
Erndhrung und einen Vitaminmangel bei dementen Patienten bedingt ist,
sondern dass diese bereits vorher bestanden. Es wird vermutet, dass ein direkt
toxischer Effekt des Homocysteins fir die Schadigung der Neuronen
mitverantwortlich ist. Jedoch sind genaue metabolische Vorgange noch nicht

bekannt. Die Homocystein-Konzentration in Plasma kann durch die Einnahme
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von Folsaure gesenkt werden. Deshalb missen randomisierte Studien in
Zukunft zeigen, ob eine solche Intervention das Demenz- bzw. das

Alzheimerrisiko beeinflussen kann.

4.2. Differenzierung des Probandenkollektivs

In der vorliegenden Studie wurden physiologische, genomische und funktionelle
Untersuchungen an gesunden Versuchspersonen im Alter zwischen 21 und 26
Jahren durchgefuhrt.

Es wurden 14 (davon 14 Verum, 13 Placebo) gesunde Freiwillige in die Studie
eingeschlossen. Die Probandengruppe sollte mdglichst homogen sein. Dies gilt
auch fir den Body Mass Index (BMI), der zwischen 20 und 30 kg/m? liegen

sollte. In der vorliegenden Studie lag er zwischen 20,0 und 26,6 kg/m>.

4.3. Gemessene Zielgrofen

In der gegenwartigen Studie sollte beurteilt werden, ob eine kurzzeitige
Hyperhomocysteinamie das Methylierungspotenzial und die DNA-Methylierung
senkt, wie es Yi und Mitarbeiter (2000) bei einer chronischen
Hyperhomocysteinamie festgestellt haben.

Sie beobachteten anhand einer Studie mit 58 gesunden Frauen im Alter von 19-
53 Jahren (Durchschnittsalter 37,2 Jahre), dass Homocystein, als Bestandteil
des Methylierungszyklus, ein Modulator des MP ist. 28 Frauen hatten einen
Homocystein-Plasmaspiegel im Normbereich (Mittelwert 7,26 + 1,11 pmol/l), 30
einen dauerhaft hheren Homocystein-Plasmaspiegel (Mittelwert 12,30 + 1,82
pmol/l). Es ist gezeigt worden, dass eine chronische Hyperhomocysteinamie mit
dem  Anstieg der SAH-Konzentraton und dem  Abfall des
Methylierungspotenzials korreliert (Yi et al., 2000).

In der vorliegenden Studie wurde eine akute transiente Hyperhomocysteinamie
bei 14 gesunden Freiwilligen durch orale Gabe von L-Homocystein (65,1
pumol’lkg KG) herbeigefiihrt. Dabei erfolgte die Herstellung und
Verabreichung der Studienmedikation entsprechend der Studie von

Guttormsen und Mitarbeiter (Guttormsen et al., 1993).
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Die gemessenen Werte flr Cpa, tmax Und ti in Plasma (MW = SD: 90,4 + 12,3
pmol/l, 34,3 £ 10,9 min und 257 = 41 min) waren vergleichbar mit den
Ergebnissen von Guttormsen und Mitarbeiter (MW = SD: 57,4 + 10,1 ymol/l, 59
1 22,4 min und 223 + 45 min).

In der vorliegenden Studie ist t,.x friher erreicht als bei Guttormsen und
Mitarbeiter. Der Grund hierfur ist die Homocystein-Konzentrations-Messung im
Plasma nach 0,75 h (= 45 min), wenn die Konzentration sehr nah bei C, liegt.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass C..x der Homocystein-Konzentration in
Erythrozyten (68,4 + 29,1 pmol/l) niedriger als in Plasma war und zu einem
spateren Zeitpunkt als bei Guttormsen und Mitarbeiter (tnax: 77,1 £ 28,1 min)
erreicht wurde.

Entsprechend friherer Studien ist der Einfluss von proteinarmer Diat (bei den
Freiwilligen) auf postprandiale Veranderungen der Homocysteinkonzentration
vernachlassigbar (Guttormsen et al. 1994; Ubbink et al., 1992).

4.4. Homocystein-Ausscheidung im Urin

In Studien mit Menschen und Tieren wurde gezeigt, dass die Ausscheidung von
Homocystein im Urin sehr gering ist (Bostom et al., 1995a; Perna et al., 2004a).
Der Grund fir die geringe Homocystein-Exkretion ist der Homocystein-
Metabolismus im Korper, bei dem es remethyliert und transsulfuriert wird
(Brosnan et al., 2004; Perna et al., 2004a) und seine starke Bindung an
Plasmaproteine (ca. 80%) (Refsum et al., 1985).

Die Nierenfunktion ist eine wichtige Determinante im Bezug auf die
Homocystein-Konzentration in  Plasma. Eine leichte bis  starke
Hyperhomocysteindmie wurde bei einer Vielzahl von Patienten mit einer
chronischen Niereninsuffizienz beobachtet. Es wurde gezeigt, dass eine
abfallende Nierenfunktion mit einer hoheren Homocystein-Konzentration
assoziiert werden kann (Bostom und Culleton, 1999). Aufgrund des geringen
Anteils von renal ausgeschiedenem Homocystein scheint eine Einschrankung
dieser Exkretion bei Niereninsuffizienz kaum eine Rolle fur die Entstehung einer
Hyperhomocysteindmie zu spielen. Somit ist eine Stérung des Metabolismus

anzunehmen.
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In Tierstudien wurden eine signifikante renale Aufnahme und ein renaler
Metabolismus von Homocystein gezeigt (House et al., 1998). Der Homocystein-
Metabolismus in der Niere des Menschen erscheint marginal (van Guldener et
al., 1999). Die Hyperhomocysteinamie bei Patienten mit chronischem
Nierenversagen (CRF) beruht hauptsachlich auf der Verschlechterung des
Remethylierungswegs (Stam et al., 2004). Deshalb wird fur die
Hyperhomocysteinamie die Verminderung des Metabolismus aufierhalb der
Niere als Hauptgrund bei Nierenfunktionsstorung gesehen (Madore, 2003).
Jedoch sind die genauen Mechanismen noch nicht klar erforscht (Perna et al.
2004a).

In der vorliegenden Studie erhielt jeder Freiwillige 754 + 100 mg (= 4909 + 651
pmol) Homocystein als orale Einmalgabe. Ab Einnahme bis 12 h nach
Homocystein-Gabe wurde 2,3 + 0,7% der oral verabreichten Homocystein-
Gabe im Urin ausgeschieden. Das Ergebnis entspricht dem von Guttormsen et
al. (1996), die an 19 Freiwilligen mit normaler Nierenfunktion und oral
herbeigefuhrter Hyperhomocysteinamie ahnliches feststellten. Dort hatten die
Freiwilligen nach 24 h uber den Urin 6,5 £ 3,0% der oral verabreichten
Homocystein-Gabe ausgeschieden.

Das Ergebnis der vorliegenden Studie zeigt, dass die Homocystein-
Ausscheidung im Urin wahrend der akuten Hyperhomocysteinamie von ca. 10%
bis auf 60% der berechneten filtrierten Homocystein-Menge ansteigt. Dieser
Befund zeigt, dass die tubulare Aufnahme von Homocystein durch basische

Aminosauren-Transporter sattigbar ist.

45. MP

Wahrend der akuten transienten Hyperhomocysteindmie, die in der
vorliegenden Studie induziert wurde, veranderten sich weder SAH-
Konzentration noch das MP. Ein Grund fur diese Beobachtung konnte der
schnelle Katabolismus von Homocystein durch die Remethylierung zu
Methionin und die Transsulfurierung zu Cystathionin sein (Finkelstein, 2000).

Deshalb scheint eine langere und dauerhafte Anhebung der Homocystein-

Konzentration notwendig zu sein, um eine Veranderung der SAM- und SAH-
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Konzentration und folglich auch des MP herbeizufiihren. Andere vorherige
Studien zeigten, dass eine milde chronische Hyperhomocysteinamie, die nicht
durch eine orale Homocystein-Gabe herbeigefuhrt wurde, die SAH-
Konzentration ansteigen und das MP abfallen lasst (Perna et al., 1995; Jacob et
al., 1998).

Yi und Mitarbeiter beobachteten anhand ihrer Studie, dass bei
Versuchspersonen mit einem dauerhaft hoheren Homocystein-Plasmaspiegel
im Gegensatz zu Versuchspersonen mit einem Homocystein-Plasmaspiegel,
der im Normbereich lag, die DNA-Methylierung in peripheren Lymphozyten um
das 2-fache erhoht war. Ahnlich verhielt es sich mit der SAH-Konzentration, die
bei der Gruppe mit dauerhaft hoherem Homocystein-Plasmaspiegel 2,6-fach
hoher war als bei der Gruppe mit einer Homocystein-Konzentration im
Normbereich. Demzufolge ist gezeigt worden, dass eine chronische
Hyperhomocysteindmie mit dem Anstieg der SAH-Konzentration und dem Abfall
des Methylierungspotenzials korreliert (Yi et al., 2000).

Die vorliegende Studie hingegen hat deutlich gezeigt, dass eine akute
transiente Anhebung der Homocystein-Konzentration keine Wirkung auf die
DNA-Methylierung hat. Diese Beobachtung zeigt, dass die DNA-Methylierung
sowie andere Mechanismen, die an der DNA ablaufen, einem langsamen
Zeitablauf unterliegen und dass die DNA ihren Zustand nur in der
Replikationsphase andert. Eine kurzzeitige Veranderung (24 h) des
Methylierungspotentials in HepG2-Zellen flhrte nicht zu einer Veranderung der
DNA-, jedoch zu einer Veranderung der mRNA-Methylierung (Hermes et al.,
2004). Ob jedoch die spezifische Methylierung von regulatorischen
Gensequenzen durch eine kurzzeitige Veranderung des MP oder der
Homocystein-Konzentration verandert werden kann, muss in weiteren Studien

herausgefunden werden.
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4.6. Sicherheitsaspekte

4.6.1. Risiko-Nutzen-Abwagung

Bei der Abwagung des Risiko-Nutzen-Verhaltnisses ist man schnell zur
Erkenntnis gekommen, dass fur den Menschen ungefahrliche
Erprobungsmadglichkeiten  wie  Untersuchungen an  Zellkulturen oder
Tierversuchen ausgeschopft sind. Diese Ergebnisse lassen sich auch nicht auf
die physiologischen Verhaltnisse beim Menschen ubertragen.

Im Tierversuch, insbesondere mit Ratten, wirden sich dartber hinaus
Schwierigkeiten bei der Durchfihrung der Studie und HerbeifiUhrung der akuten
transienten Hyperhomocysteindmie ergeben. Bei Ratten kann nicht gentgend
Blut fur die Bestimmung der Zielparameter im Zeitverlauf enthommen werden.
Dartiber hinaus ware eine Intubation in Narkose erforderlich, wobei mit
hamodynamischen Einflissen zu rechnen ist, welche Anderungen der
Konzentration der Untersuchungsparameter bewirken kénnten. Somit ist es
erforderlich, die akute transiente Hyperhomocysteindmie an gesunden

Probanden durchzufihren.

4.6.2. Unerwunschte Ereignisse

Bezuglich der Sicherheit einer akuten transienten Hyperhomocysteinamie, die
durch orale Homocystein-Gabe herbeigefuihrt wurde, scheint diese Prozedur
sicher und unbedenklich zu sein, gerade weil weder das Methylierungspotential
noch die DNA-Methylierung verandert werden. Es sind keine nachteiligen
Ereignisse oder Auswirkungen auf die Freiwilligen eingetreten. Demnach
scheint die Homocystein-Gabe in dem verabreichten Dosisbereich (65,1
pumol/kg KG) unbedenklich zu sein, und sie wird vom Organismus gut toleriert.

Auch die Gabe von Sinistrin als Markersubstanz ist mit einem sehr kleinen
Risiko fur die Probanden verbunden. Bei unserer Studie reagierte ein Proband
4 Minuten nach Beginn der Sinistrin-Infusion mit einer leichten allergischen
Reaktion (noch bevor Homocystein verabreicht worden war). Nach intravendser

Gabe von Dimetinden (Fenisti®) und Prednisolon (Solu-Decortin®) bildeten sich
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die Symptome zurtick (Fux et al., 2004). Solche anaphylaktischen Ereignisse
scheinen sehr selten zu sein, oder aber es wird zu wenig daruber berichtet
(,underreporting“), so dass von einer Dunkelziffer auszugehen ist. Der
betroffene Proband wurde aus der Studie ausgeschlossen und durch einen
anderen Probanden ersetzt.

Es wurden wahrend der Studie alle MalRnahmen getroffen, um die

Unversehrtheit der Probanden zu gewahrleisten.

4.6.3. Geschmack der Homocystein-Losung

Die Probanden beschrieben den Geschmack der Homocystein-Losung wie

folgt:

¢ leicht salzig

e schweflig / nach faulen Eiern schmeckend bzw. riechend
e schleimig / schmierig

e eigenartig

e eklig

Der oft als salzig beschriebene Geschmack, welcher jedoch kein Hindernis
beim Trinken der Homocystein-Losung darstellte, ist aus der
Zusammensetzung der Studienmedikation zu erklaren. Die 10 mg/kg KG
pulverisiertes L-Homocystein-Thiolacton Hydrochlorid wurde in 5 ml 5§ M NaOH
in Lésung gebracht, danach gab man zur Neutralisation 5 ml 5 M HCI hinzu. Es
bildete sich NaCl (Kochsalz) und Wasser.

4.7. MTHFR

4.7.1. Zusammenhang zwischen MTHFR und Homocystein-Konzentration in

Plasma

Rozen und Mitarbeiter verglichen in vitro die MTHFR-Enzymaktivitat von

heterozygoten (CT) und homozygoten (TT) Genotyptragern mit dem Wildtyp
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(CC). Dabei stellten sie fest, dass die Heterozygoten CT eine 65%-ige
Enzymaktivitdt und Homozygote TT eine 30%-ige Enzymaktivitat des Wildtyps
CC besitzen. (Rozen et al., 1997).

Bei einer Meta-Analyse mit 11162 KHK-Patienten und 12758 Kontrollpersonen
aus 40 Studien wurde gezeigt, dass Individuen mit dem TT-Genotyp eine um
16% bzw. mit dem CT-Genotyp eine um 6% hdhere Wahrscheinlichkeit haben,
an einer KHK zu erkranken als Individuen mit dem CC-Genotyp. Die Studie
zeigte aulerdem, dass ein verminderter Gehalt an Folsaure, und somit eine
hdéhere Homocystein-Konzentration im Plasma, mit dem Auftreten einer KHK
assoziiert ist (Klerk et al., 2002). Weitere Studien sind zum selben Ergebnis
gekommen. Der homozygote TT-Typ ist mit einer erhdhten Homocystein-
Konzentration assoziiert, was sich besonders deutlich bei Folsdure-Mangel
auspragen kann (Jacques et al., 1996; Tokgozoglu et al., 1999; Frosst et al.,
1995).

4.7.2. Ethnischer Unterschied der C677T-Genotypverteilung

Von Todesco und Mitarbeiter wurden die Ergebnisse mehrerer Studien
verglichen. Daraus ist ersichtlich, dass schon in der gesunden
Kontrollpopulation verschiedener ethnischer Gruppen signifikante Unterschiede
in der TT-Verteilung vorliegen konnen. Die TT-Haufigkeit kann von 0 bis 30%
variieren (Todesco et al., 1999). In den DACH-Landern sind ca. 5-15% der
Bevolkerung homozygote TT-Gentrager. Weitere Studien haben ergeben, dass
24-40% der Europaer (van der Put et al.,, 1997), 26-37% der japanischen
(Papapetrou et al.,, 1997; Sohda et al, 1997) und ca. 11% der
afroamerikanischen Bevolkerung TT-Genotyptrager sind (Stevenson et al.,
1997).

So liegt die Pravalenz in der schwarzen amerikanischen Bevdlkerung nur bei
1%, in der weil3en Bevolkerung in Europa, Nordamerika und Australien jedoch
bei 8-20%. In Europa scheint es einen Nord-Siud-Anstieg der Pravalenz fir den
homozygoten TT-Genotyp zu geben (Botto und Yang, 2000).

Manche Bevolkerungen, beispielsweise Mexikaner (Mutchinick et al., 1999) und

Menschen aus der Toskana von Italien (Abbate et al., 1999) zeigen Frequenzen
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>30% fur den TT-Genotyp. Afrikaner hingegen zeigen 0% homozygote TT-
Gentrager und 91% des Wildtyp-Allels in der Bevolkerung (Rajkovic et al.,
2000). Auflerdem haben Afroamerikaner in den USA 1-2% TT- und 85% CC-
Gentrager (McAndrew et al., 1996).

Schneider und Mitarbeiter haben 881 Individuen, die nicht verwandt miteinander
waren, aus 16 weltweiten ethnischen Gruppen genau auf diese Punktmutation
untersucht (Schneider et al., 1998). Sie kamen zu ahnlichen Ergebnissen wie
Rajkovic, Abbate und Mutchinick und Mitarbeiter.

Somit gibt es in der Frequenz des Auftretens der homozygoten Form des
C677T-Polymorphismus je nach ethnischer Gruppe und geografischer Herkunft

sehr grol3e Unterschiede.

4.7.3. Auswirkungen des C677T-Genotyps in der vorliegenden Studie

Weil der MTHFR-Genotyp verantwortlich fir die Homocystein-Konzentration
sein kann, wurden die Freiwilligen auf Mutationen der MTHFR an der Position
677 genotypisiert. Die Verteilung der C677T Mutation in der vorliegenden
Studie zeigte zufallig ein 50:50 Verhaltnis vom heterozygoten Genotyp (CT)
zum homozygoten Wildtyp (CC). Dieses Ergebnis verwundert einerseits, auf
Grund der kleinen Stichprobe, andererseits jedoch ist in Deutschland genau
eine solche Verteilung unter der kaukasischen Bevolkerung zu erwarten.

Stern und Mitarbeiter beobachteten, dass homozygote Gentrager (TT) im
Gegensatz zum Wildtyp (CC) eine verminderte Fahigkeit besitzen,
Methylgruppen an der DNA zu binden. Somit ist die DNA von homozygoten
Gentragern (TT) hypomethyliert (Stern et al., 2000).

Im Gegensatz dazu gab es bei den Ergebnissen der vorliegenden Studie
keinerlei signifikante Unterschiede bei den Parametern Homocystein-
Konzentration, SAM-Konzentration, SAH-Konzentration und DNA-Methylierung
zwischen dem CC- und CT-Genotyp der MTHFR mit einer Ausnahme:

Die SAM-Konzentration in Erythrozyten bei CT-Gentragern war, im Vergleich zu
der vom CC-Wildtyp, signifikant leicht erhoht (p<0,0001). Dieser Unterschied

wurde nicht nur bei allen einzelnen Messzeitpunkten bei Verum und Placebo
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gefunden, sondern auch wahrend der oralen Homocysteinaufnahme. Die

Bedeutung dieses erstmalig beobachteten Phanomens ist bislang unklar.

4.8. Vitamin Bg-, B12>- und Folsaure-Gabe

Wird bei einem Patienten ein erhdhter Homocysteinwert gefunden, so sollten,
nach sorgfaltiger Erfragung auffalliger Medikamente, ein Mangel an Vitamin B1»
oder Folsaure, eine Hypothyreose, eine Hypercholesterinamie und ein Lupus
erythematodes ausgeschlossen werden. Allenfalls sind Hinweise auf eine
maligne Erkrankung zu suchen (Kolde, 1998). Die beste Vorbeugung ist der
Verzehr von Nahrungsmitteln, die reich an Vitamin Bg, B12 und Folsaure sind.
Hierunter fallen Vollkornprodukte, Blattgemise, Kartoffeln, Fisch, Fleisch,
Nusse und Obst wie Bananen, Zitrusfrichte, Trauben, Kirschen und Erdbeeren.
In den USA sind viele Fruhstlcksgetreideprodukte mit Folsaure, Vitamin Bi;
und Vitamin Bg angereichert. Urspringlich sollten durch diese Anreicherungen
vor allem Fehlbildungen des ungeborenen Kindes — z.B. Neuralrohrdefekte —
verhindert werden. In den USA, in Kanada und in Ungarn wird Folsaure in
Grundnahrungsmitteln wie Mehl und Salz gemischt, um die Unterversorgung
der Bevdlkerung mit dem lebenswichtigen Vitamin zu mildern. Aus der Sicht der
Wissenschaft mag dies als problematisch betrachtet werden, da flr eine
eventuelle Untersuchung mit Folsaure-Gabe praktisch keine reine Placebo-

Gruppe mehr gebildet werden kann.

4.9. Ausblick

In Bezug auf weitere Forschungsprojekte Uber den Einfluss von Homocystein
auf das Methylierungspotential stellt sich die Frage, wie eine chronische
Hyperhomocysteinamie durch exogene Zufuhr von Homocystein herbeigefuhrt
werden kann. Auf Grund des schnellen Katabolismus von Homocystein, mit
einer Halbwertszeit von etwa 4 Stunden, wird es schwer durchfihrbar sein, eine
chronische und bestandige Hyperhomocysteinamie im Plasma durch orale
Gabe von Homocystein Uber mehrere Tage aufrecht zu erhalten. Die

intravendse Gabe von Homocystein wirde auch sehr schwierig werden, weil es
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hieriber kaum Daten gibt und die Lagerung des instabilen Homocysteins
schwierig ist.

Die Herbeifuhrung einer Hyperhomocysteinamie zur Untersuchung des MP
durch Gabe von Methionin wirde auch keinen Sinn machen, weil eine durch
Methionin  herbeigefihrte = Homocysteinamie die SAM- und SAH-
Konzentrationen, die in Menschen mit einer angeborenen bzw. naturlichen
Hyperhomocysteinamie vorherrschen, nicht reprasentieren kann.

Deshalb ist es sinnvoller, den Einfluss von Vitaminen, wie z.B. den von
Folsaure, Vitamin Bg und Vitamin By, auf klinisch relevante Parameter bei einer
chronischen Hyperhomocysteinamie zu messen, anstelle den Einfluss einer
Hyperhomocysteinamie auf Surrogatparameter wie beispielsweise das MP.
Thambyrajah und Mitarbeiter demonstrierten in einer placebo-kontrollierten
Studie anhand von 100 Patienten mit Niereninsuffizienz (Serumkreatinin >130
pmol/l) und Homocystein-Plasmakonzentrationen von >12 umol/l, dass eine
tagliche Gabe von 5 mg Folsaure die zu hohe Homocystein-Konzentration zwar
erniedrigt, jedoch nicht in den Normbereich bringt. Die Senkung der
Homocystein-Konzentration war nicht mit einer Wirkung auf die
Endothelfunktion assoziiert. Diese Ergebnisse haben somit die Theorie der
Routine-Einnahme von Folsaure zur Verhinderung und Behandlung vaskularer

Krankheiten in Risikogruppen nicht unterstutzt (Thambyrajah et al., 2000).
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5. Zusammenfassung

Homocystein ist ein Vorlaufer von SAM und ein Metabolit von SAH. Der
Quotient aus SAM/SAH wird als Methylierungspotenzial (MP) bezeichnet,
welches das Ubertragen von Methylgruppen in der Zelle anzeigt.

Eine chronische Erh6hung der Homocystein-Konzentration im Plasma korreliert
mit dem Anstieg der SAH-Konzentration, dem Abfall des MP und der
Verminderung der DNA-Methylierung. Jedoch ist bisher der Einfluss einer
akuten transiente Hyperhomocysteinamie auf das MP nicht bekannt gewesen.
In der vorliegenden Studie wurde eine akute transiente Hyperhomocysteinamie
bei 14 gesunden Freiwilligen durch eine orale Einmalgabe von L-Homocystein
(65,1 umol’lkg KG) in einer prospektiven, randomisierten, placebo-
kontrollierten, zweiarmigen cross-over-Studie induziert.

Innerhalb von 48 h nach Gabe der Studienmedikation wurden systematisch die
Kinetik von Homocystein in Blut und Urin, das MP im Blut sowie die DNA-
Methylierung in peripheren Lymphozyten untersucht.

Die Homocystein-Konzentration in Plasma erreichte ein Maximum (C...«) bei 34
+ 11 min (Mittelwert + Standardabweichung) nach oraler Gabe von L-
Homocystein und nahm mit einer Halbwertszeit (t;,) von 257 + 41 min ab. Nur
2,3% des oral verabreichten Homocysteins wurden Uber 12 Stunden im Urin
ausgeschieden. Nach Homocystein-Gabe wurden keine Anderungen der SAH-
Konzentration und des MP in Vollblut und in Erythrozyten festgestellt. Die DNA-
Methylierung in Lymphozyten hat sich unter diesen Bedingungen ebenfalls nicht
geandert.

Es wurden keine Unterschiede in den Auswirkungen der Homocystein-Gabe
zwischen den verschiedenen 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR)
Genotypen gefunden. Jedoch waren bei den C677T Gen-Tragern (CT; n=7) die
SAM-Konzentrationen in Erythrozyten signifikant hoher als bei den CC-
Genotyptragern (n=7).

Obwohl eine chronische Hyperhomocysteinamie auf das MP und die DNA-
Methylierung wirkt, reicht eine akute transiente Hyperhomocysteinamie, bei der

die Homocystein-Konzentration im Plasma fur 8 h Uber 20 ymol/l liegt, nicht
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aus, um das MP zu verandern oder eine DNA-Hypomethylierung in peripheren

Lymphozyten zu induzieren.
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